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研究成果の概要（和文）： 

miR-222 はヒト悪性黒色腫細胞で高発現し、患者血清中に高頻度に検出され、進行例や転移

例で高値を示すことから、血液バイオマーカーとなる可能性が示された。また悪性黒色腫細胞

では、miR-222 高発現による STAT3 シグナル活性化を介した免疫抑制性サイトカインの産生促

進、およびがん細胞から分泌される miR-222含有エクソソームによる樹状細胞障害などが示さ

れ、miRNA-222は悪性黒色腫の免疫抑制状態改善のための治療標的になる可能性が示された。 

研究成果の概要（英文）： 
miR-222 is over-expressed in human melanoma cells, and may be a blood biomarker in 

melanoma patients because serum miR-222 is increased in patients particularly with 
advanced stage melanoma and metastasis. miR-222 may also be involved in the 
immunosuppression in melanoma patients through STAT3 dependent production of 
immunosuppressive cytokines, and miRNA containing exosome mediated dendritic cell 
dysfunction. Therefore, miR-222 may be an attractive target for diagnosis and treatment of 
melanoma patients. 
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１． 研究開始当初の背景 

悪性黒色腫は、近年の臨床試験結果から、

免疫療法の効果が期待できるがんであるこ

とが明らかになったが、まだその治療効果は

十分でなく、その主原因として、悪性黒色腫

による免疫抑制の誘導が考えられており、そ
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の機序の解明と制御法の開発が期待されて

いる。また悪性黒色腫では利用できる血液腫

瘍マーカーが限られており、有用なバイオマ

ーカーの同定も期待されている。最近、内在

性 non-coding RNA である miRNA のがん病態

への関与が明らかになり、診断や治療の標的

として注目されている。研究申請者は、ヒト

脳腫瘍では miR-222 が脳腫瘍細胞に高発現し、

がん細胞の ICAM-1 低下などの機序により免

疫抵抗性に関与すること、また血清中に検出

されてバイオマーカーになる可能性を示し

てきたが、悪性黒色腫でも同様な miRNA の

意義が考えられる。 

２． 研究の目的 

本研究では、ヒト悪性黒色腫における 

miRNA、特に miR-222 の免疫抑制性や抵抗性

への関与の解明と、患者血清中での検出によ

る血液バイオマーカーとしての可能性を検

討することを目的とした。miR-222 による免

疫抑制性・抵抗性については、悪性黒色腫細

胞自体の ICAM-1 低下などによる T 細胞認識

障害だけでなく、悪性黒色腫細胞が分泌する

miRNA 含有エクソソームを介した樹状細胞

の免疫抑制作用を検討し、miRNA を治療標的

とした悪性黒色腫細胞誘導性の免疫抑制の

改善による新規治療法開発の可能性を検討

した。また血清中 miRNA の悪性黒色腫にお

ける診断的意義を検討した。 

３．研究の方法 

(1) ヒト悪性黒色腫細胞株における miR-222

の発現解析 

多数のヒト悪性黒色腫細胞株において、成

熟型miRNAのみを検出できるmiR-222特異

的プローブを用いて定量的PCR解析を行い、

miR-222 発現を解析し、正常培養ヒト色素細

胞での発現と比較した。 

(2) 悪性黒色腫患者血清中 miR-222 の測定 

各種ステージの悪性黒色腫患者、および健

常人血清から total RNA を抽出し、Taqman

プローブを用いた定量 PCR 法により

miR-222 を検出した。250 μL の血清検体か

ら、miR-222 と内在性コントロール miR-16

を測定可能である。 

(3) 血清 miR-222 の存在形態の確認 

悪性黒色腫患者血清および悪性黒色腫細胞

株培養上清から、超遠心法や抗体を用いてエ

クソソームを分離し、エクソソームに含有さ

れる miRNA を定量 PCR 法により測定した。 

(4) ヒト悪性黒色腫細胞に発現する miR-222

による免疫逃避機構の解析 

miR-222 低発現ヒト悪性黒色腫細胞株に

pre-miR-222 を導入して miR-222 を発現さ

せ、逆に miR-222 高発現ヒト悪性黒色腫細胞

株に anti-miR-222 inhibitor を作用させて

miR-222 発現を低下させ、それぞれ免疫調節

因子である ICAM-1, IL6, VEGF などの発現

産生を、Flow cytometer や ELISA 法で検討

した。さらに分子機構を解析するために、

Western blot 法を用いて、SOCS3, STAT3, 

リン酸化 STAT3 などのタンパク量の変化を

検討した。 

 がん細胞が分泌する miRNA 含有エクソソ

ームによる免疫細胞の機能障害の可能性を

検討するために、miR-222 高発現ヒトがん細

胞の培養上清から濃縮した miR-222 高含有エ

クソソームを in vitro でヒト培養樹状細胞に

添加し、樹状細胞上の ICAM-1 の発現を Flow 

cytometer で検討した。 

４．研究成果 

(1) 悪性黒色腫細胞患者においてmiR-222は

血液バイオマーカーとなる可能性がある 

ヒト悪性黒色腫細胞株における miR-222の

発現を検討するために、多数の悪性黒色腫細

胞株で成熟型 miRNA のみを検出できる

miR-222 特異的プローブを用いて miR-222

の定量的 PCR 解析を行ったところ、ヒト悪



性黒色腫細胞株では、正常培養ヒト色素細胞

と比較して、miR-222 の発現が高いことが確

認された。次に多数の悪性黒色腫患者血清を

用いて、定量 PCR 法を用いて血清中 miR-222

を測定したところ、悪性黒色腫患者血清中に

は、健常人に比較して有意に高い miR-222

が検出され、またステージが進行するにつれ

て血清中 miR-222 が高くなる傾向、および遠

隔転移が存在する患者血清中では miR-222

が高い傾向が認められた。したがって、

miR-222 は悪性黒色腫患者における血液バ

イオマーカーとして利用できる可能性が示

された。今後、さらなる臨床病理学的因子と

の相関解析により、血清 miR-222 の悪性黒色

腫の診断標的としての意義を明確にする必

要がある。 

miR-222 低発現ヒト悪性黒色腫細胞株と

miR-222 高発現悪性黒色腫細胞株の培養上

清からエクソソームを抽出し、miR-222 含有

量を測定すると細胞株での発現と相関した

miR-222 がエクソソームに含まれることが

判明した。したがって、血清中に miR-222

は少なくともエクソソームとして存在する

ことが示され、また血清中 miR-222 は悪性黒

色腫細胞の miR-222 発現を反映することが

示された。 

(2) ヒト悪性黒色腫細胞においてmiR-222は

免疫抑制誘導に関与する 

ヒト脳腫瘍細胞では、miR-222 の高発現は、

がん細胞の T 細胞による認識や樹状細胞の T

細胞活性化に重要な ICAM-1の低下をきたす

ので、ヒト悪性黒色腫細胞で同様な検討を行

った。しかし悪性黒色腫細胞では脳腫瘍と異

なり、miR-222 の高発現はがん細胞上の

ICAM-1 の低下を起こさなかった。 

ヒト悪性黒色腫は各種免疫抑制性サイト

カインを産生するので、次に代表的な免疫抑

制性（樹状細胞機能抑制性）サイトカインで

ある IL-6 と VEGF の産生における miR-222

の意義を検討した。miR-222 低発現ヒト悪性

黒色腫細胞株に pre-miR-222 を導入して

miR-222 を発現させたところ、IL-6 と VEGF

の産生が上昇し、逆に miR-222 高発現悪性黒

色腫細胞株に anti-miR-222 inhibitor を作用

させて miR-222 発現を低下させたところ、

IL-6 と VEGF の産生が低下した。したがっ

て、miR-222 はヒト悪性黒色腫細胞からの

IL-6 や VEGF などの免疫抑制性サイトカイ

ンの産生を促進して、免疫抑制状態を誘導す

る可能性が示された。 

 in silico 解析により SOCS3 が miR-222 の

標的となる可能性が示された。SOCS3 はサ

イトカインの産生制御に重要な JAK-STAT3

シグナルを抑制するので、miR-222 - SOCS3 

- STAT3 - IL6 / VEGF の経路の存在が考え

られた。そこで、上記と同様にヒト悪性黒色

腫細胞株を用いた miR-222 の発現・低下実験

を行い、Western blot法でSOCS3とSTAT3、

およびリン酸化 STAT3 の変化を検討したと

ころ、SOCS3 タンパクには変化がみられな

かったが、リン酸化 STAT3 は miR-222 の発

現と相関して増加した。すなわちヒト悪性黒

色腫細胞では、miR-222 は SOCS3 とは異な

る経路を介して STAT3 シグナル活性化を制

御し、IL6 や VEGF などの免疫抑制性サイト

カインの産生に関与することが判明した。他

のがんでの報告から、miR-222 は PTEN 発

現低下を介して STAT3 の活性化や免疫抑制

性サイトカイン産生を促進する可能性があ

る。 

 がん細胞から分泌される miR-222含有エク

ソソームが樹状細胞などの免疫細胞に作用

して機能障害を起こす可能性があるので、

miR-222 含有エクソソームを含有する

miR-222 高発現がん細胞の培養上清を in 

vitro で樹状細胞に加えたところ、樹状細胞



の T 細胞活性化能に重要な ICAM-1 の発現が

軽度であるが低下したので、がん細胞が分泌

する miRNAによる免疫細胞機能障害の可能性

が示唆された。今後、この現象の in vivoで

の検討が必要である。 

 以上の結果から、本研究により、ヒト悪性

黒色腫では、miR-222 が血液バイオマーカー

になる可能性、および免疫抑制誘導に関与し

て治療標的になる可能性が明らかになった。 
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