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研究成果の概要（和文）：本研究では，ヒト正常食道扁平上皮細胞株，およびヒト食道扁平上皮癌由来細胞株に
おけるmiRNA発現を解析し，食道扁平上皮細胞の癌化に関わるmiRNAを探索した。
miRNAアレイの結果より，食道扁平上皮癌細胞株のいずれにおいても発現量が上昇したmiRNAとして，miR-31，
miR-141, miR-200b, miR-200cおよびmiR-205が見出された。食道扁平上皮癌細胞株におけるmiR-141の発現上昇
とPHLPP2の発現低下が確かめられた。miR-141の過剰発現によってPHLPP2 の発現はmRNAおよび蛋白質で抑制され
た。以上よりmiR-141の発がんとの関わりが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/AKT pathway is frequently activated
 in various human cancers and plays essential roles in their development and progression.
The miRNA microarray analysis revealed that miR-31-5p, miR-141-3p, miR-200b-3p, miR-200c-3p, and 
miR-205-5p were expressed at higher levels in the ESCC cell lines than the normal esophageal 
epithelial cell line. Bioinformatical analyses of mRNA microarray data identified several AKT/PI3K 
pathway-related genes as candidate targets of these miRNAs, which include tumor suppressors such as 
DNA-damage-inducible transcript 4 and pleckstrin homology domain leucine-rich repeat protein 
phosphatase-2 (PHLPP2). To validate the targets of relevant miRNAs experimentally, synthetic mimics 
of the miRNAs were transfected into the esophageal epithelial cell line. 
Here,we report that miR-141-3p suppress the expression of PHLPP2, a negative regulators of the 
AKT/PI3K pathway, as a target in ESCC.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食道扁平上皮癌とマイクロRNAの関連を調べたことで、今後の分子標的治療などへの可能性を広げることができ
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
microRNA (miRNA) の発現プロファイルは正常細胞の癌化に伴い変化することが知られている。
本研究では，ヒト正常食道扁平上皮細胞株 Het-1A，および３種類のヒト食道扁平上皮癌由来細
胞株（TE-1，TE-5，および TE-8）における miRNA 発現をマイクロアレイを用いて解析し，食道
扁平上皮細胞の癌化に関わる miRNA を探索した。また，食道癌の発生に深く関与する Akt 
pathway の関連遺伝子の中で，これらの miRNA の標的となりうる遺伝子を同様に探索し，その
結果の検証を行った。 
 
２．研究の目的 
 
マイクロ RNA を通じた食道がんの発がんメカニズムの検証および臨床的応用の可能性を探るこ
と。 
 
３．研究の方法 
 
細胞 
Het-1A は，BEBM（ロンザ）に BEGM kit (ロンザ) 中から GA-1000 以外の添加物を加えた培地を
用いて 0.01 mg/ml fibronectin, 0.03 mg/ml bovine collagen type 1 および 0.01 mg/ml bovine 
serum albuminによりコートしたディッシュ上で培養した。TE-1，TE-5およびTE-8は10%のfetal 
bovine serum（FBS）を含む RPMI1640 を用いて培養した。 
 
miRNA アレイおよび遺伝子発現アレイ 
miRNA アレイは miRCURY LNA miRNA Array (Exiqon)を用いた。遺伝子発現アレイは Agilent 
Expression Array 解析（タカラバイオ）を用いた。いずれも解析についてはタカラバイオの受
託解析サービスを利用した。 
 
RT-PCR 
Total RNA はそれぞれの細胞から RNAiso Plus（タカラバイオ）を用いて添付のプロトコルに従
い抽出した。但し，臨床検体由来の total RNA は和光純薬より購入した。cDNA は PrimeScript RT 
Reagent Kit (タカラバイオ) を用いた逆転写により作製した。RT-PCR は KOD SYBR qPCR Mix
（東洋紡）を用いて添付のプロトコルに従い行った。 
 
ウェスタンブロット 
PHLPP2 の検出には，一次抗体としてウサギ由来 anti-PHLPP2 抗体（Abcam）を，二次抗体とし
て Anti-rabbit IgG HRP-linked 抗体（Cell Signaling Technology）を用いた。内部標準とし
て用いた alpha-Adaptin の検出には，一次抗体としてマウス由来 Anti-adaptin（Affinity 
Bioreagents）を，二次抗体として Anti-Mouse IgG（H+L）Rabbit, IgG whole, Perosidase 
Conjugated（Wako）を用いた。 
 
miRNA トランスフェクション 
Het-1A に Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent (ライフテクノロジーズ) を用いて，
mirVana miRNA mimics (ライフテクノロジーズ) を導入した。 
 
４．研究成果 
 

1. miRNA アレイの結果より，正常食道扁平上皮細胞と比較して 3種の食道扁平上皮癌細胞
株のいずれにおいても発現量が２倍以上に上昇した miRNA として，miR-31，miR-141, 
miR-200b, miR-200c および miR-205 が見出された。また，遺伝子発現アレイの結果か
ら食道扁平上皮癌細胞株における発現量の低下が認められ，かつ Akt pathway に含ま
れる遺伝子のうち，PHLPP2 にはその 3’UTR 上に miR-141 の予測結合部位が存在した。 

 

 



 
 



2. 食道扁平上皮癌細胞株における miR-141 の発現上昇と PHLPP2 の発現低下が，定量的
RT-PCR および Western blot によって確かめられた。 
 

3. miR-141の過剰発現によって PHLPP2 の発現は mRNAおよび蛋白質レエルで抑制された。 
 

 
4. ヒト食道扁平上皮癌手術摘出組織にいても miR-141 の発現上昇と PHLPP2 mRNA の発現

低下が確認された。 
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