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研究成果の概要： 
正常食道上皮で発現が見られない Polo-like kinase 1 (PLK1)が食道扁平上皮癌細胞株１１株で

発現しており、この PLK1 をターゲットとする miR-593*を同定した。一方、Barrett 腺癌で

は miR-106b-25 クラスターが高発現しており、miRs -93 と -106b のターゲットは p21 で、

miR-25 のターゲットは Bim と考えられた。以上の事から食道扁平上皮癌では miR-593*が、

腺癌では miR-106b-25 クラスターが食道癌における有力な分子標的となりうるものと考えら

れた。 
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１．研究開始当初の背景 
食道癌の治療成績は拡大郭清の導入、周術期
管理の向上、集学的治療により向上してきて
いるが、いまだ不十分で、現行の治療手段と
は異なった治療方法の工夫が必要である。そ
の為には食道癌の悪性化機構の解明が不可
欠であり、我々は独自に樹立した食道癌細胞
５０株（Shimada Y et al. Cancer1992）と
正常食道上皮細胞株８株により食道癌の発
癌、増殖、転移、浸潤のメカニズム解析を行

い、同定したいくつかの分子標的は SiRNA に
よるノックダウンによりその制御が可能で
あることを明らかとしてきた。さらに患者個
別化治療のために、従来のマイクロアレイチ
ップの数百倍高感度の次世代チップを作成
し(Nagino K et al.ＪBiochemistry 2006)、
網羅的遺伝子発現解析による癌診断、リンパ
節転移診断を行い、現在マイクロアレイによ
る化学放射線感受性予測の共同研究をおこ
なっている。これらの研究過程で、食道癌患



者の分子生物学的背景が我々の予測以上に
多様であるこが判明してきた。その多様化の
一因として近年、機能性リボ核酸（以下,機
能性 RNA）が注目されている。機能性 RNA と
して non coding RNA や micro RNA が知られ、
幹細胞の再生、分化で注目されているが、個
体差への関与、さらには癌における発癌増殖
進展や薬剤感受性にも幅広く関与している
ことが明らかとされつつある。しかしながら
消化器癌、特に食道癌では機能性 RNA の代表
である micro RNA の発現や機能解析は国内外
を含めて全く行われておらず、食道癌におけ
る機能性 RNA の役割は不明である。本研究で
は食道癌および食道正常上皮において特異
的に発現している機能性 RNA（以下、micro 
RNA）の同定とその機能解析を行うことによ
り、新たな食道癌の個性化診断および分子標
的治療に役立てることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
（１）食道癌細胞において特異的に発現して
いる micro RNA を同定し、その機能解析を
行い、標的遺伝子を明らかとしたい。 
（２）食道正常上皮および組織幹細胞候補に
おいて発現している micro RNA を同定し、
再生・分化における micro RNA の役割を解
析したい。 
（３）既に解析が終了しているマイクロアレ
イ解析と対比することにより遺伝子発現と
対応する micro RNA を同定したい。 
（４）薬剤(5fu, CDDP , Docetaxel 投与によ
り発現が変動する micro RNA を同定し、薬
剤感受性への関与を解明したい。 
（５）31種の食道癌細胞株のCGHアレイで、
我々が既に明らかとしてきた染色体異常部
に対応する micro RNA の同定と機能解析を
行いたい。 
（６）同定した micro RNA における癌細胞
の制御を行いたい。 
（７）同定した micro RNA および micro 
RNA マイクロアレイによる患者個性化を試
みたい。 
 
３．研究の方法 
（１）食道癌細胞株と食道正常上皮における
non coding RNA 発現の検討 
①我々がこれまでに樹立してきた食道癌細
胞株において普遍的に発現している micro 
RNA をマイクロアレイによる網羅的解析で
抽出する。 
②既知の micro RNA で癌の発癌進展、補助
療法感受性に関係するとされている micro 
RNA の発現を real time RT-PCR にて micro 
RNAのマイクロアレイと平行して解析する。
③細胞株の検討と平行して切除組織による
発現解析を進める 
④薬剤感受性について CDDP, DTX, PTX, 

5Fu に対する感受性株、抵抗性株を２７種の
KYSE 細胞株より選別出来ているのでこれ
らの感受性発現に関与する miRNA を同定す
る。 
２）同定された micro RNA の機能解析 
①アレイ実験で抽出された micro RNA につ
いてハイスループットの real time PCR
（ABI TaqMan） やノーザンブロット法に
より特異的発現の確認、定量、経時測定を実
施する。 
②MTT assay にて増殖、flow cytometry に
て細胞周期, western blot にて蛋白発現、ト
ランスウエルおよびマトリゲルチャンバー
による転移浸潤能への関与を解析する。 
③定量的ルシフェラーゼ assayにより同定さ
れた micro RNA が実際に機能するかどうか
を検討する。 
④RNAi によるノックダウン実験や遺伝子導
入,pre-mir miRNA precursor molecule およ
び anti-mir miRNA inhibitor による発現解
析を行い、in vitro レベルでの micro RNA の
機能解析を行う。特に表現型が判明している
細胞株において、表現型の変化に関与する
micro RNA の同定を目指す。 
⑤micro RNA の活性を変化させ、それに対応
して変動する mRNA を我々の開発した高感
度マイクロアレイで解析し、ターゲット遺伝
子を抽出する。 
⑥標的遺伝子が不明な micro RNA について
は標的遺伝子を推定するアルゴリズムによ
り同定を試みる。 
⑦すでに癌細胞と正常細胞株間で発現差を
検出した let-7b ,mir125b, mir145,mir155, 
mir196b, についてより多くの細胞株で発現
を検討し、増殖能、転移能、浸潤能、薬剤耐
性などの観点から詳細に検討する。 
 
４．研究成果 
（1）マイクロ RNA マイクロアレイの開発 
 マイクロ RNAの数は現在までにデータベー
スに登録されたヒト由来とヒトに感染しう
るウィルス由来のものを合わせても 1000 個
未満である。そこで、コントロールプローブ
を含めて、Duplicate でプローブを搭載した
DNA チップを開発した。ラベル方法も、当初
total RNA5ug から small RNA 分画を抽出して
からラベルしていた方法を、total RNA 500 ng
から直接ラベルしても検出感度が下がらな
いように改良した。再現性に関して、市場で
入手可能な他の 4 種類の microRNA マイクロ
アレイチップとの比較を行い、最も再現性が
高い方法である事を示した。 
（2）食道扁平上皮癌のドセタキセル (DTX) 
感受性 
①まず DTX (1 µM)に対する感受性を WST1 法
により食道扁平上皮癌由来細胞株(KYSE cell 
lines)２６種において調べたところ、感受性



株（無刺激時と比較して３０％以下に減少）
として KYSE-170、190、850、1240 の４種を
同定した。一方、抵抗性株（８０％以上）と
して KYSE-450、520、1170、3410 の４種を同
定した。 
②次に、これら２群において発現に差のある
microRNA を microRNA マイクロアレイにより
網羅的に探索し、リアルタイム PCR 法により
検証した結果、感受性株において miR-98、224、
335、452 の発現が有意に亢進していること、
miR-31、149、152 の発現が有意に低下してい
ることを見いだした。 
③そこで、これらの microRNA が実際に DTX
感受性に関与するかどうかを明らかにする
ために、それぞれの microRNA を過剰発現さ
せて DTX 感受性に対する効果を検証した。そ
の結果、miR-452 の過剰発現により DTX 感受
性が亢進し、miR-149 の過剰発現により DTX
抵抗性が亢進した。以上の結果より、miR-452
が DTX 感受性に、miR-149 が DTX 抵抗性に寄
与している可能性が見いだされた。 
（3）正常食道上皮と食道癌細胞における発
現差のある microRNA の網羅的同定 
①正常食道上皮として正常食道細胞株
HE3-1、HEEPic-2 の２株と、食道癌細胞株
KYSE150 、 KYSE170 、  KYSE190 、
KYSE450、KYSE510 の５株において、
human microRNA oligo chip (TORAY 
471miRNA)を用いたマイクロアレイ解析を
行った。 
②７細胞株間でシグナル値の差が少なくと
も３倍以上あった microRNA 群を抽出し、
クラスター解析（heatmap）を行い、正常細
胞と KYSE 株の違いに大きく寄与している
と推測される microRNA （normal tissue > 
cancer：５種、normal tissue <  cancer：１
５種）が見いだされた。このうち１４種類に
ついて定量 PCR 法により再評価を行ったと
ころ、５種類の microRNA において正常食道
細胞株と食道癌細胞株における発現差が確
認された。 
③また既知の２５０種の microRNA に関し
て real time RT- PCR 法を用いて解析を行っ
た。Real time PCR ではマイクロアレイと異
なり２倍変動で microRNA を抽出した。主成
分分析で第二軸において正常食道細胞株と
KYSE 株のベクトルが逆の方向性を示し、両
者の違いに貢献する microRNA 群が示唆さ
れた。その中にはマイクロアレイ解析から選
抜された microRNA も選択されており、解析
法の妥当性が確認された。 
（4）食道癌特異的 PLK1 発現に関与する
microRNA 解析 
① 正 常 食 道 上 皮 で 発 現 が 見 ら れ な い
Polo-like kinase 1 (PLK1)が食道癌細胞株１
１株で発現しており、SiPLK1 によりその発
現レベルが抑制された。 

②さらに SiPLK は食道癌細胞にＧ２／Ｍ 
arrest を生じさせ、増殖抑制と異種移植によ
る腫瘍形成を抑制した。 
③データベースサーチによりPLK1のをター
ゲットとする miR-593*が同定された。
miR-593*は１５株中１０株の食道癌細胞株
および食道癌組織１４症例で発現低下が認
められた。 
④miR-593*は食道癌細胞株 HAS/c において
PLK1 の発現を６９−７３%抑制するととも
に G2/Ｍ arrest による細胞増殖抑制を来し
た。 
⑤一方 miR-593*の阻害剤は PLK1発現を 11
−37％上昇させた。さらにルシフェラーゼ
assay にて miR-593*は HAS/c の PLK 発現
を５７−７１％減少させた。 
⑥以上の事からmiR-593*はPLKを転写後調
節しており食道癌における有力な分子標的
となりうるものと考えられた。 
（5）Barrett 腺癌における microRNA 解析
①miR-106b-25 クラスターが高発現してお
り、癌細胞の増殖、抗アポトーシス効果なら
びに異種移植の腫瘍形成能を亢進した。 
②miRs -93 と -106b のターゲットは p21
で、miR-25 のターゲットは Bim と考えられ
た。 
③miRs -93 と -106b は p21 の mRNA を直
接抑制するが Bim に対しては mRNA 発現に
変化はなく転写抑制と考えられた。 
④食道腺癌では miRs -106b—25 クラスター
がｐ２１と Bim の抑制を介して増殖に関与
している。 
（５）以上の検討により網羅的なマイクロ
RNA 発現解析が可能となった特殊形状
DNA チップとその実験プロトコールが構
築された。また食道扁平上皮癌、腺癌、正常
食 道 上 皮 、 癌 の 薬 剤 感 受 性 に お い て
microRNA が深く関与しており分子標的に
なりうる可能性が示唆された。これらの成果
は、食道癌の個性化診断および個別化治療に
繋がる成果である。 
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