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研究成果の概要（和文）： 本研究では、C3およびC4遺伝子の大網組織が食道扁平上皮癌症例の発がんや腫瘍進
展に関与するかどうかを大規模サンプルサイズでvalidationし、癌細胞-脂肪細胞のinteractionの解明と新規癌
治療のターゲット分子を明らかにする。
 マルチリファレンスを用いた152症例の解析では、C3およびC4遺伝子共に、いずれの群間比較でも有意な差を認
めず、補体が食道癌の発がんや悪性化メカニズムの機序の一因であることは否定的であった。また、大規模サン
プルによるマイクロアレイ解析は、核酸不足のため解析することは不可能であった。
 今後はフレッシュな状態でRNAを回収し網羅的解析を行うことを予定している。

研究成果の概要（英文）：We had already found that complement factor 3 (C3) and C4 was upregulating 
in omental fat tissue of obese patients with esophageal cancer (N=6). In this study, we aimed to 
validate this finding using larger sample size (N=152) and add gene expression analyses, and 
elucidate the underlying interaction between fat cells and cancer cells. After quantifying C3 and C4
 expression levels by using multiple reference genes of POP4 and EIF2B1, C3 or C4 upregulation was 
not associated with obesity, in any of 13 obese classification based on BMI, visceral or 
subcutaneous fat area or grith of the abdomen at naval level on CT. Microarray analysis was not 
successful due to poor RNA quality. We did not observe any positive association between C3/C4 
expression and obese in the patients with esophageal cancer.

研究分野： 消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　生活習慣と発がんや腫瘍進展に関して注目や興味が高まるものの、未だ明確なエビデンスは構築されていな
い。我々は過去のデータに基づき大網の補体活性化経路が重要なメカニズムであるのではないかと仮説を立て、
特に本研究ではC3/C4遺伝子発現に着目し、152症例の大網脂肪サンプルを用いて検討したが、有意な相関関係は
認められなかった。アーカイブされていた脂肪組織のRNAが分解が進み、解析に値するデータが得られなかった
ため、今後はフレッシュなサンプルを用いて肥満と癌の関連を解明予定である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

肥満は脂肪細胞の過剰な蓄積状態であり、その国際的指標として BMI が用いられ

る。近年、我が国においても、欧米を追従するように肥満者が増加傾向にあり、特に

男性での肥満者（BMI≧25 kg/m2）の割合は 31.2%にも及ぶ（平成 28 年度厚生労働省

調査）。生体内における脂肪細胞は、体内エネルギーの恒常性を保つ内分泌組織であ

り、特に内臓脂肪過多状態は様々な代謝性疾患の原因となり、ステロイドホルモン産

生状態の変化や、慢性的な低レベルの全身炎症状態を引き起こす 1。さらに最近では、

肥満は発癌（大腸癌・乳癌）や癌の進展にも影響を及ぼすことが指摘されるようにな

った 2。しかしながらそのメカニズムは未だ明らかになっていない。これまで腫瘍局所

に認められる脂肪細胞に関する知見はいくつか報告されてきているが、癌患者におけ

る内臓脂肪細胞と癌細胞同時に検討した報告は見当たらない。つまり、肥満担癌患者

における内臓脂肪がどのように癌細胞の進展に関与しているかについては未解明のま

まである。 

我々は、自験 6 例（高 BMI vs. 低 BMI）の大網組織のマイクロアレイ解析にて、大

網組織では補体活性化系の遺伝子発現、特に C3 遺伝子、C4 遺伝子が有意に高発現し

ていることを見出した（表 1）。 

 

【表 1. 肥満合併食道扁平上皮癌症例の大網での補体関連遺伝子発現の増加】 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、上記 C3 および C4 遺伝子の大網組織での発現を、より大規模な食道扁

平上皮癌症例のサンプルサイズでの解析を行し validation を行う。また、肥満食道癌の

腫瘍組織および内臓脂肪組織を用いて遺伝子発現解析を行い、癌細胞-脂肪細胞の



interaction を解明し、BMI や内臓脂肪量などの患者の代謝状態に応じた新規癌治療の

ターゲット分子を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

1) C3 および C4 遺伝子の validation 解析（N＝152） 

152 症例の脂肪組織 50mg を TissueLyser LT で粉砕し、miRNeasy Mini (QIAGEN)を用

いて total RNA を抽出し、DNase 処理後 cDNA を合成した。TaqMan Gene Expression 

Assays を用いて、C3 遺伝子（Hs00163811_m1）と C4 遺伝子（Hs00246758_m1）の発

現を定量化した。定量に用いる internal control は、既にマイクロアレイ遺伝子発現解析

を行った 6 症例における内在性コントロール候補約 30 遺伝子の中から、サンプル間で

発現量の安定していた POP4 および EIF2B1 遺伝子を選択し、マルチリファレンス

（Multi-ref）とした。遺伝子発現データは次の 13 種類の肥満レベル分類で比較検討す

る方針とした：WHO 基準 BMI による分類、BMI の 2・3 分位点、臍レベルでの CT に

よる内臓脂肪面積量の 2・3 分位点、臍レベルでの CT による皮下脂肪面積量の 2・3

分位点、臍レベルでの CT による体周囲長の 2・3 分位点、CT 内臓脂肪面積/CT 皮下脂

肪面積の 2・3 分位点、そして CT 体周囲長/ CT 皮下脂肪面積の 2・3 分位点により肥

満レベルを分類した。さらに、これらの肥満レベル分類に pStage と術前化学療法の有

無による４つの層別解析（pStage I-IV、pStage I-III、pStage II-III、術前化学療法のない

pStage I-IV）を加え、より詳細に解析することとした。 

2) 大網を用いたマイクロアレイ解析（N＝51） 

51 症例分の大網脂肪組織から同様に total RNA を抽出し、1000ug を使用して cDNA

ライブラリを構築し、ClariomTM S array, Human （2.4K: function-annotated genes 24,351 

probes）を用いて遺伝子発現解析を行った。情報解析としては、Pathway 解析と GO 

(Gene-ontology)解析を施行した。 

 

４．研究成果 

1) C3 および C4 遺伝子の validation 解析（N＝152） 

 今回選択した Multi-ref をすでにマイクロアレイ発現解析を行った 6 症例で validation

した（図 1）。C3 および C4 遺伝子の両方で、高い BMI ほど高発現を示し、本リファ

レンスを使用することで real-time PCR 法を用いた 152 症例の定量解析が可能となるこ

とを確認した。 

 

【図 1. マルチリファレンスの確認（N＝6）】 

 



このマルチリファレンスを用いた 152 症例の C3 および C4 遺伝子発現量を、WHO

基準による BMI 別の比較を図 2 に示す。C3 および C4 遺伝子共に、いずれの群間比較

で有意な差を認めなかった。 

 

【図 2. BMI WHO 基準 High(>25) vs. Middle (20-25) vs. Low (<20) による C3 遺伝子

発現】 

 
同様に他の肥満レベル 12 分類についても解析を行い、全ての P 値を表 2 に示すが、

いずれの分類においても有意差を見出すことができなかった。 

 

【表 2. pStage I】 

 
 

 さらに、pStage と術前化学療法の有無別での３つの層別化解析を行ったが、同様に

有意な差を見出すことはできなかった（データ提示省略）。 

 

2) 大網を用いたマイクロアレイ解析（N＝51） 

脂肪組織をマイクロアレイに提出するも、解析に足りうる十分な quality の RNA を

High vs. Low High vs. Middle Middle vs. Low High vs. Low High vs. Middle Middle vs. Low

1 BMI WHO基準　High(>25) vs. Middle (20-25) vs. Low (<20) P=0.5513 P=0.4974 P=0.1964 P=0.2626 P=0.7933 P=0.4298

2 BMI(2分位) High vs. Low P=0.5226 P=0.6947

3 BMI(3分位) High vs.middle vs. low P=0.2413 P=0.9360 P=0.3399 P=0.2496 P=0.8777 P=0.4906

4 CT内臓脂肪面積(2分位) High vs. Low P=0.4030 P=0.3400

5 CT内臓脂肪面積(3分位) High vs.middle vs. low P=0.3873 P=0.3873 P=0.7266 P=0.8422 P=0.1608 P=0.3916

6 CT皮下脂肪面積(2分位) High vs.middle vs. low P=0.5233 P=0.9815

7 CT皮下脂肪面積(3分位) High vs.middle vs. low P=0.8239 P=0.7151 P=0.4264 P=0.9969 P=0.4309 P=0.4175

8 CT体周囲長(2分位) High vs. Low P=0.5883 P=0.6476

9 CT体周囲長(3分位) High vs.middle vs. low P=0.4280 P=0.5618 P=0.1702 P=0.3232 P=0.6923 P=0.2321

10 CT内臓脂肪面積/CT皮下脂肪面積(2分位)  High vs. Low P=0.3740 P=0.8245

11 CT内臓脂肪面積/CT皮下脂肪面積(3分位)  High vs.middle vs. low P=0.7358 P=0.6818 P=0.8832 P=0.9336 P=0.5093 P=0.5228

12 CT体周囲長/ CT皮下脂肪面積(2分位)  High vs. Low P=0.7098 P=0.9428

13 CT体周囲長/ CT皮下脂肪面積(3分位) High vs.middle vs. low P=0.9357 P=0.5437 P=0.7720 P=0.9037 P=0.3115 P=0.3040

比較方法 C3 expression

pStage I-IV

C4 expression



回収することができず、解析不可能であった。 

 

 当初仮説とした大網組織による C3 遺伝子、C4 遺伝子発現レベルは、食道癌症例の

肥満レべルやがんの進行度との相関関係は認められず、悪性化メカニズムの機序の一

因であることは否定的であった。 

 今後は、フレッシュな状態の大網組織から RNA を抽出し、網羅的解析を行うことを

予定している。 
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