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緒 言 

 
大腸癌の約15%はミスマッチ修復機構欠損（deficient DNA mismatch repair：dMMR）・マイクロサテライト不安

定性（microsatellite instability-High：MSI-H）を示し、極めて多数の遺伝子変異を有することに伴い多くのmutation 
associated neoantigenが産生される。このためdMMR/MSI-H腫瘍は高い免疫原性を示し、CD8陽性CTLやTh1細

胞といった免疫細胞が多数誘導される。一方で、dMMR/MSI-H腫瘍では、癌細胞表面のPD-L1（programmed death 
ligand-1）、免疫細胞上のPD-1（programmed death-1）などの免疫チェックポイント分子高発現により、T細胞免疫

応答は抑制されている。近年、種々の癌において、免疫チェックポイント機構であるPD-1／PD-L1シグナルを標的と

した免疫療法が確立しつつある。特に大腸癌においては、dMMR／MSI-H症例に対して、PD-1／PDL1阻害剤が高い

奏効率を示すことが報告されてきた［1，2］。2017 年に米国FDA が、dMMR／MSI-H 症例に対し、抗PD-1 抗体で

あるpembrolizumab およびnivolumab を迅速承認したことで、免疫療法の臨床的意義がさらに重要なものとなった。

なお本邦でも、2019年にdMMR／MSI-H症例に対するpembrolizumabが保険収載となっている。癌細胞PD-L1は

インターフェロンγ（IFN-γ）などのサイトカイン等により転写誘導され、翻訳後に種々の修飾を受けるが、その詳細

な発現制御機構は十分に解明されていない［3］。 
マイクロRNA はゲノム上にコードされる 20～25 塩基長の 1 本鎖RNA 分子であり、タンパク質には翻訳されず、

その標的mRNAの3’非翻訳領域（3’UTR）に不完全な相補性をもって結合し、標的mRNAの不安定化およびタン

パクへの翻訳抑制を起こす。したがって種々の生物学的プロセスにおいて、マイクロRNAは標的遺伝子機能を抑制的

に制御することで発癌や癌の進展に重要な役割を担うことが知られている。癌診療においては、癌の診断、予後バイオ

マーカーや治療反応予測因子、さらに薬剤としての有用性が報告されている［4］。 
免疫機構の調整に関わるマイクロRNAの存在も知られるようになり、特に近年では、PD-L1を制御する複数のマイ

クロRNAが報告されている。例えば、非小細胞肺癌においてはmiR-200やmiR-34が癌細胞のPD-L1発現を抑制的

に制御することが報告された［5，6］。 
われわれは、大腸癌の約 15%を占める dMMR／MSI-H 腫瘍において、PD-L1 の制御機構に関与しているマイクロ

RNAの存在に着目した。なお本研究成果は、2019年にMolecular Cancer Research誌に発表した［7］。 
 

方法および結果 

 
1． RNAシークエンス・マイクロアレイデータ解析による候補マイクロRNAの同定と検証 

TCGA（The Cancer Genome Atlas）大腸癌データから得た 260 例のRNA シークエンスによる網羅的なマイクロ

RNA発現データを用いて、PD-L1発現（CD274遺伝子）と有意に逆相関し（P < 0.05）、かつdMMR／MSI-H大腸

癌において有意に発現低下している（P < 0.05）マイクロRNA候補を抽出した（図1）。得られた19の候補マイクロ

RNAについて、複数のマイクロRNA標的予測プログラムを用いることで、PD-L1 mRNAの3’UTR配列を標的と

し得るマイクロRNAとしてmiR-148a-3pを同定した。さらに148例の大腸癌マイクロアレイデータ解析により、PD-
L1高発現症例においてmiR-148a-3pは有意に発現低下していることを確認した（P < 0.01）。 
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図1．PD-L1を制御する候補マイクロRNAの抽出 

TCGAデータ（RNAシークエンス）を用いて、PD-L1発現と有意に逆相関し（P < 0.05）、かつMSI-
H腫瘍で有意に発現低下している（P < 0.05）、19の候補マイクロRNAを抽出した。マイクロRNA
発現とPD-L1（CD274遺伝子）についてヒートマップを示す。 

 
2．大腸癌培養細胞を用いた機能解析、PD-L1発現制御の検証 
代表的な大腸癌細胞株であるHCT116およびSW837を用いて実験を行った。これら細胞株にmiR-148a-3pを過剰

発現させることで、細胞増殖能やコロニー形成能の低下やアポトーシスの増加を認め、miR-148a-3pの既知の癌抑制的

機能が確認された。 
miR-148a-3p 過剰発現による癌細胞における PD-L1 発現を qRT-PCR、ウエスタンブロット、フローサイトメトリ

ーで評価し、mRNA、タンパク、細胞表面といずれのレベルにおいてもPD-L1発現が抑制されることを確認した（図

2）。さらにmiR-148a-3p過剰発現は、IFN-γ投与下に誘導された癌細胞表面PD-L1発現をより強力に抑制した。 

 
図2．大腸癌細胞株HCT116、SW837を用いた、マイクロRNA過剰発現によるPD-L1発現抑制 

a） miR-148a-3p過剰発現をqRT-PCRにより確認。 
b） miR-148a-3p過剰発現により、PD-L1 mRNA発現が抑制される（qRT-PCR）。 
c） miR-148a-3p過剰発現により、PD-L1タンパク発現が抑制される（ウエスタンブロット）。 
d、e）miR-148a-3p過剰発現により細胞表面のPD-L1発現が抑制される（フローサイトメトリー）。 

**P < 0.01、統計処理は、unpaired t-testで実施した。 
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3．大腸癌細胞、T細胞共培養モデル 
大腸癌細胞株とヒトPBMC 由来のT 細胞の共培養モデルを用いて、癌細胞におけるmiR-148a-3p 過剰発現とT 細

胞に対する細胞障害性を検討した。T細胞はインターロイキン2（IL-2）添加下で培養し、大腸癌細胞株は IFN-γ処理

とともにmiR-148a-3p を過剰発現させ、これらを共培養のうえでフローサイトメトリーをもちいてT 細胞アポトーシ

スを評価した。 
miR-148a-3p過剰発現により、PD-L1発現が低下し、T細胞アポトーシスは抑制された。大腸癌においてmiR-148a-

3pは、PD-L1発現を制御することで、腫瘍微小環境における免疫応答を調整している可能性が示された。 
 

考 察 

 
大腸癌において、癌抑制的マイクロRNA であるmiR-148a-3p は、癌細胞表面の免疫チェックポイント分子PD-L1

発現を制御することで、腫瘍微小環境における免疫応答を調整していることが示された。本研究により、大腸癌、特に

dMMR／MSI-H 腫瘍において、miR-148a-3p の発現低下がPD-L1 高発現さらに腫瘍微小環境の免疫抑制機構に関与

していることが示され、癌免疫療法の新たなバイオマーカーや治療標的としての miR-148a-3p の可能性を示唆するも

のである。 
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