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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

和文 

核酸抗がん薬に応用可能な、がんの増殖、浸潤、転移などの悪性特性を制御する miRNAを同定し、

核酸抗がん薬としての可能性を追究するために以下の研究を推進した。1) miRNA ライブラリー機能

的スクリーニング法を確立し、これを用いて新規のがん関連 miRNA を同定した。さらに、2)これら

がん関連 miRNAに関して in vitro/in vivo オミクス解析を実施して機能を明らかにした。3)オミ

クスデータの数理科学解析では、がん特性ネットワークとハブ分子を予測のためのオミクス情報解

析ツールを開発し miRNA創薬情報基盤を構築した。4）miRNA核酸薬に応用可能な DDS 技術の改良を

行った。以上によって得られたデータをもとに miRNA 抗がん核酸薬を実用化レベルへの到達させる

ための研究を実施した。特に、miRNA核酸の DDSとして LNPやイオン液体などの有効性を各種ヒトが

ん細胞株のマウス皮下移植腫瘍(Cell line-Derived Xenograft, CDX)を用いたがん抑制型 miRNA投

与実験により in vivo CDX抗腫瘍効果を確認することにより、核酸抗がん薬に最適な DDSや応用技

術の開発と臨床応用に向けた proof-of-concept (POC)の取得を目指した。 

具体的には、マウス in vivo選択法により口腔扁平上皮がん細胞株 HOC313の親株からリンパ節高

転移性亜株 HOC313-LM を樹立し、さらに、HOC313-LM が放出する exosome に包含された exosomal 

miRNA として miR-342-3p と miR-1246 を同定した。miR-1246 は DENND2Dを標的とすることで口腔扁

平上皮がん細胞の移動および浸潤に深く関与する可能性が見出され、口腔扁平上皮がんの浸潤転移

バイオマーカーとしての可能性が示された。(Sakha S et al. Scientific Report 2016)。 

また、膵臓がん細胞株 Panc1 を用いて上皮間葉転換 (EMT) 可視化システムを構築し、1090種類

の miRNA ライブラリースクリーニングから、EMT 抑制性 miRNA として miR-MCG1 と miR-MCG2 を同定

した。miR-MCG1は、EMT促進性遺伝子として知られている HMGA2や間葉系マーカーの vimentinを直

接標的とし、その発現により MET の誘導が確認された。一方、miR-MCG2 は、EMT 誘導経路の代表と

知られる TGF-β経路の重要な構成因子である SMAD2, 4 を直接的標的にして MET を惹起することが

判明した。さらに、これら 2 つの miRNA を膵臓がん細胞株に導入により、ゲムシタビンの腫瘍抑制

効果の増強が確認された。ゲムシタビンは膵がん標準治療の第 1 選択薬剤であり、その併用療法の

核酸抗がん薬として miR-MCG1 と miR-MCG2 に期待できる可能性がある。 

さらに、様々な機能的スクリーニング法を構築し、これを用いた miRNA ライブラリースクリーニ

ングによる新規がん関連 miRNA探索を進め、新たに酸化ストレス制御遺伝子 KEAP1 標的 miRNAや BET

ファミリー・エピジェネティックリーダー分子である BRD4遺伝子を標的とする miRNAなどを同定し

た。 

細胞死誘導効果のある miR-634（PCT/JP2014/053594 出願済）の核酸抗がん薬応用を目的に脂質ナ

ノ粒子(LNP)（エーザイ株式会社）やイオン液体（ILTS；メドレックス社）などとの組み合わせによ

り、miRNA核酸抗がん薬応用の DDS最適化を検討した。マウス皮膚化学発がんモデルを使用した実験

を進めた。 
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英文 
MicroRNAs (miRNA) are endogenous small noncoding RNAs that can negatively regulate gene expression 

by interfering with the translation or stability of target transcripts. The expression of miRNAs is deregulated in 
cancer, and experimental data indicate that cancer phenotypes can be modified by targeting miRNA expression. 
We recently identified several tumor-suppressive miRNAs (TS-miR) which were silenced through CpG-island 
hyper-methylation near or around their putative promoter regions in various types of cancer, suggesting the 
potential of miRNA replacement therapy for cancers using double-stranded RNA mimicking TS-miRNAs. 
Circulating miRNAs and exosomal miRNAs have also been proposed as being useful for diagnostics as 
biomarkers for different types of cancer.  In our project, we have extensively explored cancer-related miRs, 
especially TS-miRs, which are closely associated with malignant phenotypes, such as rapid growth, 
invasion/metastasis, epithelial-mesenchymal transition (EMT) and drug resistance, using cell-based reporter 
systems with various types of cancer cell lines.  

Exosomes, which are packed with RNA and proteins and are released in all biological fluids, and now emerg 
as an important mediator of intercellular communication. However, we identified two oncogenic miRNAs, miR-
342-3p and miR-1246, that were highly expressed in exosomes released from a highly metastatic human oral 
cancer cell line, HOC313-LM which we established. These miRNAs were transferred to poorly metastatic cells 
by exosomes, which resulted in increased cell motility and invasive ability. Moreover, miR-1246 increased cell 
motility by directly targeting DENN/MADD Domain Containing 2D (DENND2D). Taken together, our findings 
support the metastatic role of exosomes and exosomal miRNAs, which highlights their potential for applications 
in miRNA-based therapeutics. 

We next established a cell-based reporter system for identifying EMT-suppressive miRNAs in the pancreatic 
cancer cell line Panc1, we performed a function-based screening assay by combining this reporter system and a 
miRNA library composed of 1,090 miRNAs.  As a result, we identified miR-MCG1 (lab. name) and miR-
MCG2 (lab. name) as EMT-suppressive miRNAs. Overexpression of miR-MCG1 and miR-MCG2 increased the 
expression of E-cadherin through the suppression of EMT-related gene expression and that drug sensitivity 
increased with a combination of each of these miRNAs and gemcitabine.  Moreover, miR-MCG1 was 
associated with worse overall survival in patients with pancreatic cancer and was identified as an independently 
selected predictor of mortality.  Our findings suggest that miR-MCG1 and miR-MCG2 might be novel 
chemotherapeutic targets and serve as biomarkers in pancreatic cancer. 

Moreover, using function-based screening with 1090 human miRNAs in Panc1cell line, miR-MCG3 (lab. 
name) has been identified a novel TS-miR. Transfection of miR-MCG3 markedly reduced in vitro proliferation 
of triple-negative breast cancer cell line, MDA-MB-231 and other cell lines. Interestingly, miR-MCG3 directly 
targets BRD3 and BRD4, leading to remarkable down-regulation of MYC, phosphorylated STAT3 and 
phosphorylated AKT1.  These results suggest that miR-MCG3 may be a promising candidate for the 
development of a miRNA-based cancer therapeutics. 
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