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研究成果の概要（和文）：当院で治療を行った食道扁平上皮癌患者（ESCC）と健常者（HC）より採取した血清の
miR/isomiRの発現を次世代シークエンサーにて調査した。これらの症例を2群に分け、90％以上で検出可能、平
均リード数が有意に2倍以上異なるものを診断バイオマーカーと定義し、両群間で再現性を確認した。その結
果、多変量線形回帰解析にて1つの成熟したmiR（X）と2つのisomiR（Y, Z）が選択された。これらを用いた診断
パネルによるインデックスはHCに比べてESCC症例にて有意に高値で、食道腺癌や高度異型性の症例でESCC群と比
較して有意に低値であった。（miR/isomiRの名称は匿名としている。）

研究成果の概要（英文）：The expression of miR/isomiR in sera collected from esophageal squamous cell
 carcinoma patients (ESCC) and healthy control (HC) treated at our hospital was investigated by 
next-generation sequencing. These cases were divided into two groups, and diagnostic biomarkers were
 defined as those that were detectable in more than 90% of cases and that differed more than 
two-fold in the mean number of reads in predominance, and reproducibility between the two groups was
 confirmed. As a result, one mature miR(X) and two isomiRs(Y and Z) were selected in multivariate 
linear regression analysis. These diagnostic panel indices were significantly higher in ESCC cases 
than in HC and significantly lower in esophageal adenocarcinoma and highly atypical cases than in 
the ESCC group.(At present, the name of miR / isomiR are anonymous.)

研究分野：消化器外科学

キーワード： マイクロRNA　IsomiR　食道扁平上皮癌　次世代シークエンサー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代シークエンサーにより選択した1つの成熟miRNAと2つのisomiRを用いた診断パネルインデックスは食道扁
平上皮癌の診断に高い精度を持ち、食道扁平上皮癌にて食道腺癌や高度異型性症例より有意に高値であることか
ら、新しいバイオマーカーとして機能すると考えられる。これらを用いた食道扁平上皮癌術前化学放射線療法施
行群での治療効果との相関の検証などへの発展が見込まれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）食道扁平上皮癌における治療抵抗性とエクソソームの関与 
進行食道扁平上皮癌に対しては、術前化学療法・化学放射線療法後に手術が行われるが術前
治療抵抗群では術後早期に再発をきたすことも多く、食道癌治療成績の向上には、化学療法・
放射線療法耐性の克服が不可欠である。エクソソームとは、細胞膜の一部がエンドサイトーシ
スによって内在化し、エンドソームとの融合によって多胞性エンドソームへ成熟する際に形成
される直径約 100nm の小胞体で、エンドサイトーシスによって細胞外に放出される。腫瘍細胞
や免疫細胞から放出され、内部に広範囲の機能性タンパク質や mRNA、microRNA（miRNA）を含
んでおり、細胞間のコミュニケーションツールとしての機能が注目されている。近年、エクソ
ソームによる腫瘍を取り巻く微小環境の調節が、化学放射線療法耐性に重要な役割を果たすと
の報告はあるが、食道癌治療抵抗性におけるエクソソームの働きは未解明な点が多い。 
 
（２）低酸素環境下でのエクソソームと腫瘍内血管新生 
我々は非小細胞肺癌において、低酸素環境下に誘導される HIF1（hypoxia inducible factor-1）
や GLUT1（glucose transporter-1）の発現が腫瘍の悪性度、予後に深く関与することを示した。
同様に腫瘍は低酸素ストレスに適応するため、VEGF（vascular endothelial growth factor）
シグナル経路による血管新生の促進を行う。VEGF に対しては分子標的療法が開発されているが、
臨床上劇的な抗腫瘍効果は認められていないのが現状である。一方、エクソソームの放出は癌
を取り巻く微小環境、その中でも中心的な要素となる低酸素環境下で増強されることが報告さ
れている。また、乳癌や白血病ではエクソソーム中の miR-210 が腫瘍内血管新生に関与してい
ることが示されている。食道扁平上皮癌において、低酸素環境下にて放出されるエクソソーム
の知見は乏しい。 
 
（３）細胞老化と DNA 修復機構の変化に伴う治療感受性 
 化学療法や放射線療法の治療原理は DNA 損傷によりアポトーシスを誘導させることであるが、
DNA 損傷は様々な機構により修復され、治療抵抗性を示す。2本鎖 DNA 切断の相同組換え修復機
構 (homologous recombination repair; HR) において、その中心的役割を担っているのが RAD51
である。HR では，DNA 損傷部位近傍のヒストン H2AX がリン酸化され（γH2AX），そこに RAD51
などのゲノム修復タンパク質が核内フォーカスを形成し，損傷を修復する。RAD51 の発現亢進
は種々の癌で認められ，抗癌剤に対する耐性や放射線治療に対する感受性低下と関連する。我々
は、DSB の指標のγH2AX と，HRの中心的役割を担う RAD51 の量的・経時的変化を評価すること
で，DNA 損傷・修復機構がいかに抗癌剤感受性に関与しているかを解明してきた。 
最近の研究では、細胞分
裂を繰り返した老化細胞
では、γH2AX フォーカス
形成が不完全で2本鎖DNA
切断の修復能力が低下す
ることが示唆されている。
このような老化に伴う
DNA 損傷修復機能の低下
は、化学療法、放射線療法
への感受性が年齢によっ
て異なる可能性を示唆し
ており、細胞老化と DNA
損傷修復機能の関与の解
明が最適な治療方針決定に繋がる可能性がある。食道扁平上皮癌における細胞老化に伴う DNA
損傷修復機能の変化と化学療法、放射線療法感受性への影響については解明されていない。 
 
２．研究の目的 
化学放射線療法耐性に関与するエクソソーム内包 miRNA を、網羅的発現解析により明らかに
することである。治療耐性メカニズムを、①低酸素環境下での腫瘍内血管新生、②細胞老化と
DNA 修復機構の観点から、それぞれに関与する候補 miRNA を次世代シークエンサーによる網羅
的解析により同定し、術前化学放射線療法後に手術を施行した食道扁平上皮癌患者の血液サン
プルで治療効果との相関を検証する。さらに候補 miRNA を標的とした食道扁平上皮癌に対する
最適な新規治療戦略を探究する。 
 
３．研究の方法 
（１）低酸素環境下での miRNA による腫瘍内血管新生と治療抵抗性 
・低酸素環境下にて食道癌細胞株より放出されたエクソソーム-HO（hypoxia）を exoEasy Maxi 
Kit にて回収する。 
・HUVEC（ヒト臍帯静脈内皮細胞）にエクソソームを添加して tube formation assay にて血管
新生増殖脳を解析する。 
・食道扁平上皮癌においても低酸素環境下で放出されるエクソソーム-HO による血管新生増強



作用が認められる場合には、エクソソーム-HO 内包 miRNA を抽出し、次世代シークエンサーを
用いて網羅的解析を行う。 
 
（２）DNA 修復機構と細胞老化、治療感受性の検討 
・継代数の異なる食道扁平上皮癌細胞株の培養上清、
および若年および高齢の食道癌患者の血液サンプル
を用いてエクソソームの回収、食道扁平上皮癌にお
ける細胞老化に関与する miRNAs を選出する。 
・細胞老化を促進、抑制する miRNAs をそれぞれ食道
扁平上皮癌細胞株に導入、またはノックダウンし、
細胞老化に特徴的な細胞増殖速度の低下と細胞の扁
平肥大化を観察し、老化を顕著に誘導する miRNA を
同定する。 
・miRNA による細胞老化誘導と DNA 損傷修復機構の
解析 
 
（３）食道扁平上皮癌における治療感受性・抵抗性に関与するエクソソーム内包 miRNA の同定 
・術前化学放射線療法後に手術を施行した食道扁平上皮癌患者の、術前治療前の血液サンプル
よりエクソソームの回収、miRNA の抽出を行う。同定した候補 miRNA の発現を qRT-PCR にて評
価し、術前化学放射線療法の治療効果との相関を検証する。 
 
４．研究成果 
（１）次世代シークエンサーを用いた研究の発展により、miRNA の生成過程で成熟型 miRNA か
ら末端側の数塩基の付加、欠失を認める isomiR の存在が明らかとなった。 
isomiR は成熟型 miRNA 同様に組織内、血管内に安
定して存在し、新規バイオマーカーとして期待され
ている。次世代シークエンス解析で検出される成熟
型miRNAとisomiRを組み合わせることで作成した食
道扁平上皮癌の診断バイオマーカーの有用性を検討
した。 
 
（２）食道扁平上皮癌患者（ESCC、n=48）と年齢と
性別がマッチする健常者（HC、n=42）より採取した血清サンプルから次世代シークエンサーを
用いて miRNA と isomiR の発現を解析した。これらの症例を 2群に分け、ESCC 群、HC群でそれ
ぞれ 90％以上に検出され、平均リード数が有意に 2倍以上異なるものを診断バイオマーカーと
した。2群で共通して診断バイオマーカーの基準を満たすものを候補とし、多変量線形回帰解
析にて 1つの成熟 miRNA（miR-X）と 2つの isomiRs（isomiR-Y, Z）を選択した。 

 
（３）miR-X、isomiR-Y, Z のリード数を
代入して導く診断パネルインデックス
を作成し、3つめのグループ（ESCC:18、
HC:18）で検証したところ、ESCC 群で有
意に高値であった（13.3±8.9 対 3.1±
1.3、p <0.001）。 
 
（４）診断パネルインデックスを食道腺
癌 4症例、高度異型性 4症例の血清を用
いて検証したところ、食道腺癌（6.2±
4.5）、高度異型性（4.2±1.7）であり食
道扁平上皮癌症例で有意に高値であっ
た。 

 
（５）診断パネルは高い正確性をもって食道扁平
上皮癌患者と健常者の選別が可能であり、それに
より算出される診断パネルインデックスは食道扁
平上皮癌患者で食道腺癌や高度異型性患者より有
意に高値であった。 
 
（６）現在までの結果を踏まえて、今後は食道扁



平上皮癌治療抵抗性症例での miR-X、isomiR-Y, Z を用いた診断パネルの治療前後での動向の検
討、術前化学放射線療法施行群での治療効果との相関を検証していく。 
 
（７）低酸素環境下での miRNA および isomiR と腫瘍内血管新生と治療抵抗性の検討、miRNA、
isomiR に誘導される細胞老化と DNA 損傷修復機構の解析を進めていく。 
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