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研究目的

胆管癌は予後不良な癌腫の一つであり、その主な原因となる局所浸潤、遠隔転移機構の解

明は喫緊の課題である。上皮開葉形質転換（Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT）は上

皮細胞が細胞接着能や極性を失い、間葉系細胞へと形質転換する現象である。近年、 EMTが痛

における浸1問、転移機構に深く関わることが報告されている。 MicroRNA(miRNA）は標的遺伝子

の3’非翻訳領域（3’UTR）に相補的に結合し、遺依子の発現及び機能抑制を行う［1］。様々な癌腫

において； miRNAによるEMT制御機構が報告されているものの、胆管癌におけるEMT制御に関わ

るmiRNAの報告は依然として数少ない［2］。一方、 miRNAの細胞間情報伝達媒体として細胞外小

胞（Extracellularvesicles、肝心が注目されている。 EVsが含有するRNAやタンパクなどの情

障は、 EVs分泌細胞（ドナー細胞）から隣接細胞（レシピエント細胞）へと運搬され、レシピエン

ト細胞内におけるシグナノレ伝達や締胞形態に影響を与える［3]0 しかし胆管癌において、 EVsに

よるmiRNAの細胞間伝達機構がEMTに与える影響は不明である。本研究の目的は、胆管癌にお

けるEMTを制御する新規miRNAを間定し、その制御機構を解析し、さらにEVsによるmiRNAの情

報伝達機構が胆管癌細胞の浸瀬、遊走能lζ与える影響について検証することである。

材料 方法

EMTを促進するサイトカインである TGF－~を投与し、胆管癌細胞株においてEMTを誘導した。

EMTを誘導した胆管癌細胞におけるmiRNAの発現変化を、 miRNAマイクロアレイにて解析した。

!EMT誘導下で発現低下するmiRNA群のうち、 EMT促進転写因子Snailを標的分子とし、その発現

と機能を抑制することが想定されるmiRNAをバイオイジフォマティクス解析により同定した。

、、，ノ
イ
l
ム
’’’店、、



( 2枚目以降）

さらに、 Snail3'UTRクロ｝ンを用いたレポーターアッセイにてmiRNAの機能抑制効果を実証

した。

正常胆管上皮細胞株（MMNK-1）を対照とし、 5種類の胆管癌細胞株（HuCCTl、HuH28、oz、

ITFKl、REE）における、間定したmiRNAの発現変化を解析した。

同定したmiRNAが胆管癌細胞株におけるEMT、浸潤、遊走能に及ぼす影響について形態学

的、遺伝子発現の両面から強制発現法と機能組審法を用い検討した。 Snail及び上皮、開葉

系マーカーに与える影響をreal-timePCR法、 Westernblot法で解析した。細胞増殖、生

｜存、浸潤、遊走能の変化はcellcounting、MTSassay、cellwound healing assay、

ITranswell assayを用いて解析した。また、 m

i抽出した。これらのEVsには、問定したmiRNAが高発現しており、各miRNAがEVsによる細胞関

輪送に伴いレシピエント細胞へιと伝達されることを確認した。伝達されたmiRNAが、レシピ

ヱント細胞における形態、遺伝子発現に与える影響を上記と同様の方法にで解析した。

成 績

TGF－~が担管癌細胞における EMTを誘導するかを検証するために、 HuCCTl 、 REEに対しTGF­

pを投与し、細胞形態、 EMT関連遺伝子の変化に勺いて検討した。 TGF－~投与により、胆管癌

陶砲は紡錘形の形状を示し、開葉系細胞の形態的特徴を呈した。また、 TGF－~投与下でよ皮
系マーカー（E-cadherin）の発現は低下し、 EMT促進転写因子Snail及び間葉系マーカ」（Nー

cadher旬、 Vimentin）の発現は上昇した。以上の結果より、 TGF－~投与によって胆管癌細胞

除に即が誘導されることを確認したo

HuCCTl を用いて、 TGF－~投与により EMTを誘導した群と非投与対照群におけるmiRNA2555種

類の発現変化を、マイクロアレイを用い網羅的に解析した。対照群に対し、 EMT誘導群で

0. 67倍以下に発現低下する56種類のmiRNAを抽出した。 TargetScanを用いたバイオインフォ

マティクス解析を用い、発現低下群の中からmiR-30eがSnailを標的とすることを予測した。

さらに、ノレシフェラ｝ゼ1発現遺伝子のア流にmiR-30eの相補的結合部位を含むSnail3’UTR配

例を挿入したレポータープラスミドをHuCCTl、REEに導入し、 miR-30eを強制発現によるルシ

フエラーゼ、活性の有意な低ヤを認めた。従って、 mj.R-30eはSnailを誼接の標的とし、その発

現、活性を低下させた。また、 miR-3beは正常服管上皮細胞に対し、全ての胆管癌細胞株に

おいて発現低下し、 TGF－~投与によりその発現は更に低下した。

次に、 miR-30eによるEMT制御機構を解明するために、 HuCCTl、REEに対しmiRNAmimicを用

いmiR-30eを強制発現し、 EMT関連遺伝子及び細胞増殖能などの変化を検討した。 MiR-30eの

強制発現によって、 E-cadherinはmRNA、タンパク発現共に増加 eし、 Snail、N-cadherin、

IVimentinの発現は減少した。さらにmiR-30e強制発現下における胆管癌細抱増殖、生存、漫

｜潤並びに遊走能は全て有意に減弱した。
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miRNA ・inhibitorを用いてmiR-30eの機能阻害を行ったところ、 E-cadherinはmRNA、タン

パク発現共に低下し、一方、 Snail、N-cadherin、VimentinのmRNA、タンパク発現は増加し

た。さらにmiR-30eの機能阻害下における細胞増殖、生存、浸潤並びに遊走能は全て有意に

増加した。これらの結果から、 miR-30eは胆管癌におけるEMT抑制を介し、浸潤、遊走能を減

弱する癌抑制性miRNAであることが示唆された。

最後に、 miR-30eが細胞外小胞EVsによって細胞開伝達され、伝達先細胞においてもEMTの

問御に関与するかを検討した。胆管癌細胞株より超遠心法を用いて抽出した別立、電子顕

隊鏡下で、脂質二重膜を有する約1仙 mの小胞体であることを確認した。叩NAmim 

により miR一30eを強制発現させたHuCCTl（ドナ一細胞）から抽出したEVs中には、 miR-30eが高

｜発現した。これらのEVsを添加したレシピエント細胞においてもmiR-30eの発現が増強してお

り、 miR-30eはEVsによって細胞間伝達されるmiRNAであることが明らかとなった。また、細

胞間伝達されたmiR-30eは、レシピエント締胞においてEMT抑制を経て、増殖、生存、浸潤並

びに遊走能を有意に減弱した0 ・以上、 miR-30eは胆管癌細胞から分泌されるEVsによって細胞

間輸送され、レシピエント細胞におけるEMTや浸潤、遊走能を制御する。

考 案

MiR-30eを含むmiR-30family (miR-30a, b, c, d, e）は種々の癌麗においてEMTを抑制する

事が報告されている。様々な要因でmiR-30familyの発現が低下することにより、 EMτ抑制機

序が破綻する。胆管癌においては、 miR-200cとmiR-214がEMTを抑制することが報告されてい

るものの、 EVsを介したmiRNAの細胞間伝達機構がEMTに与える影響については不明である

[2] 

本研究ではmiR…30.eが胆管癌細胞から分泌されるEVsによって細胞間輸送され、 Snailを標

的としてEMTを抑制し、胆管癌細胞の浸潤、遊走能を抑制するmiRNAで、あることを初めて明ら

かにした。胆管痛細胞が分泌するEVs中には様々な腫癖由来因子が含まれているが、 miR-30e

を豊富に含有する豆Vsがレシヒ。エント細胞のEMTを有意に抑制した結果から、 miR-30eはEVsに

よって細胞間伝達され、癌抑制性に機能するmiRNAであると考えられた。

今回、胞管癌におけるmiR-30eの発現低下が浸潤、転移に関わるEMT制御の破綻に関わるこ

とを明らかにした。胞管癌の悪性度や予後を規定し得るmiR-30eは、 EVsを介して人為的に制

仰が可能であり、胆管癌の新たな治療標的としての有用性が期待される。

結 論

1）胆管癌細脆においてmiR-30eはSnailを標的としてEMTを抑制し、漫満、遊走能を減弱

させる癌抑制性m印刷である。

2) MiR-30eは胆管癌細胞由来のEVsによって締胞間信連され、伝達先締胞におけるEMT制

御に関わる。
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