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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌における DNA メチル化異常の網羅的解析として
pyrosequencing technology を用いた LINE-1 のメチル化レベルの解析を行い、食道扁平上皮癌
においては global hypomethylation が認められ、予後不良因子であることを明らかにした。食
道扁平上皮癌における microRNA (miR)の発現解析により miR-29c の高発現が食道癌の予後因子
となること、miR-223 の高発現が ubiquitin ligase である FBXW7 の発現を制御することを明ら
かにした。また食道癌患者では血清中の miR-21 が有意に高値であり治療効果のマーカーとなり
うることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We clarified that global hypomethylation was observed in squamous 
cell carcinoma of the esophagus (ESCC) and the hypomethylation of LINE-1 was a significant 
indicator for poor prognosis in patients with ESCC. We also identified that overexpression 
of microRNA (miR)-29c was a prognostic factor of patients with ESCC and miR-223 regulated 
FBXW7 in ESCC. We examined miR-21 expression in the serum and clarified that the serum 
miR-21 levels of ESCC patients was significantly higher than those of healthy controls 
and the serum miR-21 expression could be a marker for treatment effect for ESCC. 
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１．研究開始当初の背景 
 
＜食道扁平上皮癌の危険因子と DNAメチル化
異常について＞  
 食道扁平上皮癌の発癌には飲酒・喫煙等の
危険因子への暴露が関与することが報告さ
れている。中でもアルコール多飲に関係する

食道癌症例においては末梢血の Mean 
corpuscular volume (MCV)が高値を示すこと
が報告されている。食道扁上皮癌患者の MCV
値は喫煙のみが危険因子となる肺癌や飲
酒・喫煙への暴露が少ない胃癌患者のそれと
比較して有意に高値を示している。また、同
程度の危険因子への暴露を受けた肺癌・胃癌
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の患者に比較しても食道癌患者の MCV値は有
意に高値であり、MCV 値の上昇は食道癌患者
に特異的な現象であることが考えられる。
MCV 高値の原因としては、アルコールおよび
喫煙による葉酸代謝の異常が考えられてお
り、葉酸の代謝障害は DNA の global 
hypomethylation と focal hypermethylation
を来すことにより様々な遺伝子の発現異常
を来して発癌につながる可能性が報告され
ている。 
 近年、食道扁平上皮癌において様々な遺伝
子のプロモーター領域における CpG island
の hypermethylation によるがん抑制遺伝子
の発現低下が報告されており、発癌過程にお
けるメチル化異常の意義が注目されている。
研究者らのグループも食道扁平上皮癌にお
いて p14ARF 遺伝子のプロモーターの
hypermethylation が mRNA の発現低下に関与
することを報告している(Anticancer Res, 
2007)。 
＜microRNA(miRNA)の発現制御について＞  
これまでの RNA 研究で、約 22 前後の塩基配
列をもつ small RNA で、タンパク質の翻訳さ
れない Non-coding RNA(ncRNA)が数多く存在
することが分かっていたが、機能的意義はな
いとして無視されてきた。近年、この ncRNA
が生理的環境の中で発現し、 
RNA 干渉のメカニズムにより、生理的に転写
後の制御を行っていることが分かり 
miRNA として注目されている。miRNA の発現
調節機序に関しては未だ不明な部分が多い
が、近年、miRNA のプロモーターにおける CpG 
island methylation が epigenetic に miRNA
の silencing に関与する可能性が報告されて
いる。さらに histone deacetylase (HDAC) 
inhibitor や DNA methyltransferase (DNMT) 
inhibitor による DNA のメチル化阻害が癌抑
制的に働く miRNAの発現を上昇させることが
明らかにされ、新たな分子標的治療のターゲ
ットとして注目されている。 
＜食道癌における miRNA の報告＞  
現在、各領域で miRNA の報告は急増している
が、食道癌に関与する miRNA の研究報告は僅
かである。miRNA の processing enzyme であ
る RANSEN の高発現が予後と相関していた
(Clin Cancer Res, 2006)、食道癌患者(SCC)
において miR103 と miR107 は食道癌の予後に
相関していた(Cancer Res.2008)、食道腺癌
および扁平上皮癌において miR-203 と
miR-205 は正常より発現が低下しており、
miR-21,miR342 は増加していた(J Thorac 
Cardi ovasc Surg,2008) 等の報告がなされ
ているが、miRNA の発現と組織型との比較検
討のみで、その機能的意義についての解析の
報告はまだ認めない。 
＜Preliminary Data＞ 
我々は消化管癌(食道、胃、大腸)の切除検体

を用いて、幾つかの miRNA をターゲットに
TaqMan 法により real timeRT-PCR を施行した。
その中で、miR-21 の発現は食道癌、胃癌、大
腸癌組織で正常より増強していることが分
かった。食道癌は癌/正常発現比が高かった
ため、計 25 の検体について miR-21 の発現を
検討した結果、食道癌部では正常より約 3.5
倍の発現量を呈し、腫瘍径との有意な相関性
を認めた(p<0.05)。次に endogenous miR-21
の発現量が異なる 3種の食道癌細胞株
(high,middle,low)を用いて、2’-O-methyl
化処理の Anti-miR-21 を細胞内へ
transfection を行い miR-21 の発現を抑制さ
せ、細胞増殖への影響を MTT assay にて検討
した。miR-21 の発現の抑制程度に比して、細
胞増殖が抑制された。 
以上より、miR-21 は細胞増殖に関連する遺伝
子を制御していることが推察された。 
 
２．研究の目的 
 
食道扁平上皮癌において特異的に発現が低
下している miRNA を同定し、その発現調節に
おけるプロモーター領域のメチル化の意義
を明らかにする。また、この miRNA により制
御される遺伝子を同定し、メチル化の阻害に
よるターゲット遺伝子の発現の変化を調べ
ることにより、DNA メチル化阻害剤による分
子標的治療の可能性を明らかにする。 
内因性に発現される miRNA は約 60%以上の遺
伝子を制御していると予想されている。
miRNA の発現異常は各種の癌腫において報告
されており、癌の発生と進展において大きな
意義を持っていることが考えられる。miRNA
の epigenetic な制御機構を明らかにするこ
とは、発癌における miRNA の意義をより明確
にするとともに、癌研究のみならず、遺伝子
の発現制御機構の解明の一端となる可能性
がある。 
食道扁平上皮癌を制御する miRNA の同定とそ
の機能解析(miRNA のターゲット遺伝子の同
定)は、食道癌の将来の診断・治療に直結す
ることが予想される。さらにこの miRNA の発
現調節における DNA のメチル化異常による
epigenetic な制御機構が関与することが明
らかになれば、予後不良な疾患である食道癌
の予防につながるとともに、DNA メチル化を
ターゲットとした新たな治療法の開発につ
ながることが期待される。 
 
３．研究の方法 
 
食道扁平上皮癌を制御する miRNA の同定とそ
の機能解析(miRNA のターゲット遺伝子の同
定)は、食道癌の将来の診断・治療に直結す
ることが予想される。さらにこの miRNA の発
現調節における DNA のメチル化異常による



 

 

epigenetic な制御機構が関与することが明
らかになれば、予後不良な疾患である食道癌
の予防につながるとともに、DNA メチル化を
ターゲットとした新たな治療法の開発につ
ながることが期待される。 
1. 食道癌の組織検体の採取と RNA の精製 
熊本大学附属病院において手術された食道
癌の切除組織検体を収集する。当院では年間
約 50 例の食道癌手術が施行され、その病理
学的因子や飲酒・喫煙歴を含めた背景因子に
ついてもすべて把握されている。これらの検
体から新鮮凍結組織片が採取され、組織バン
クにて保存、管理されている。RNA の精製に
は、採取時の検体の生物学的特性を正確に反
映する RNA を回収するために、ホモジネート
を行わず、magnetic beads を使用し、容易に
高品質の RNA が大量に溶解精製できる Total 
nucleic zcid isolation system(MELT) 
(Latham GJ, Nature Methods,23 Aug 2005)
を用いる。検体は癌部、非癌部、リンパ節転
移巣に分け RNA を回収する。また、検体の一
部は固定し、後日、Laser microdissection
により癌部、非癌部、浸潤先進部など、部位
別に回収し、RNA を精製する。 
2. 食道癌の miRNA 発現の網羅的解析 
miRNA を登録管理している Sanger Institute
から発信されている最新 version10(2007.8)
を参考にした miRNA の microarray(Agilent
社の miRXplore microarray kit)を用いて食
道癌の miRNA profile を検証する。この
microarray には既存の miRNA(ヒト 728,マウ
ス 584,ラット 426,ウイルス 122 など)がコー
トされ哺乳類間の homology により新たな
miRNA を同定できる可能性もある。
Microarray で得られた結果を食道癌患者の
飲酒・喫煙歴と対比することにより、危険因
子への曝露の程度と miRNA profile の関連に
ついて検討する。 
3. 食道癌特異的 miRNA の発現の検証 
食道癌関連として同定された miRNAについて、
real-time RT-PCR、Northern blotting を用
いて結果の検証を行う。poly A tailed RT-PCR
を用いて検証する。miRNA に poly A 
polymerase を用いて poly A を付加する。
Poly A 配列を考慮した RT primer を用いて
RT を行う。miRNA の cDNA に対して、特異的
primer を用いて SYBR green based real time 
PCR を行う。この方法は、一般に市販されて
いるキットと比して 1/10 のコストで可能で
あり、新規の miRNA についても可能であり、
応用性が高い。また、Northern blotting は
Acrylamide による PAGE を行い、semidry に
よる electronic transfer にて membrane を
作成する。probe は Sanger Institute の miR 
data base を用いて配列を確認の上作成し高
感度の LNA 修飾を行う。 
4. DNA methylation の解析 

食道癌で特異的に発現が低下している miRNA
について、そのプロモーター領域を同定し、
その CpG island のメチル化について解析す
る。ヒト線維芽細胞の細胞株から genomic 
library を作製し miRNA の promoter 領域を
cloning し、pGL3-promoter vector 
(Promega)の MCS に挿入する。その vector を
HEK293 細胞へ transfection し、luciferase 
assay にてその main site を決定していく。
食道癌切除標本の癌部・非癌部より抽出した
DNA を用いて miRNA のプロモーター領域をタ
ーゲットとした MSP を 
行い、癌部における hypermethylation の有
無を検索する。また、食道癌細胞株について
も MSP を施行し、CpG site の methylation を
bisulfite sequencing を用いて確認する。 
5. 食道癌細胞における miRNA の機能解析と
ターゲット遺伝子の同定 
In-vitro において mature miRNA もしくは
anistense-oligonuculeotide を用いて食道
癌細胞内へ transfection を行い、miRNA の
gain of function もしくは loss of function
の細胞を構築する。miRNA レベルの機能制御
を軸に、癌細胞増殖・転移活性機能解析を行
う。また microarray などによる網羅的解析
により、遺伝子の発現の変化で間接ターゲッ
トを予想することができる。また、Sanger 
Institute の Target Scan を用いて食道癌特
異的 miRNA のターゲット遺伝子を予想し、
pMIR-REPORT(Ambion)vector にターゲット遺
伝子の 3’UTR を挿入し、Luciferase assay
を行い、miRNA のターゲット遺伝子を同定し
ていく。 
6. DNA メチル化阻害剤による miRNA の
up-regulation の検証 
Methylation による miRNA の silencing が確
認された食道癌細胞株に histone 
deacetylase (HDAC) inhibitor や DNMT 
inhibitor を作用させることにより、同定し
た miRNA の up-regulation がおこるか否かを
real-time RT-PCR にて検証する。また、5に
て同定されたターゲット遺伝子の発現の変
化を検討するとともに、細胞増殖や浸潤能の
変化について検討する。 
7. in vivo における治療応用の検証  
食道癌細胞株に対して histone deacetylase 
(HDAC) inhibitor や DNMT inhibitor を作用
させることにより miRNAのターゲット遺伝子
の発現上昇が認められるか否かを検討する。
また、これらの薬剤を作用させたときの細胞
増殖活性や浸潤能の変化を検討する。また、
食道癌細胞を移植した Xenograft model(増
殖・転移)に対しての治療の応用について検
証する。 
 
４．研究成果 
 



 

 

食道扁平上皮癌における DNA メチル化異常の
解析と食道癌・胃癌における microRNA (miR)
の機能解析に関して研究を行った。まず DNA
メチル化異常の網羅的解析として新たに
pyrosequencing technology を用いた LINE-1
のメチル化レベルの解析を行った。この結果、
食道扁平上皮癌においては非癌部正常粘膜
に比較して有意に LINE-1 の低メチル化が認
められること、LINE-1 メチル化レベルの低下
例は有意に予後不良であることを明らかに
し報告した。このことは食道扁平上皮癌の発
生および進展に DNA メチル化異常が重要な意
味を持っっていることを示唆する。 
一方、miR の発現異常に関して、食道癌にお
ける miR-29c の高発現が食道癌の予後因子と
なることを明らかにした。また、血清中の
miR-21 の発現を食道癌症例で検討し、食道癌
患者では健常者に比較して血清中の miR-21
が有意に高値であること、化学療法の奏効例
においては治療後の miR-21 が有意に低下し、
治療効果のマーカーとなりうることを明ら
かにした。さらに食道癌患者と健常者の血清
から exosome を抽出し、その中に含まれる
miR-21 の発現レベルが食道癌患者において
有意に高いことを明らかにした。miR の発現
異常の意義に関しては、食道扁平上皮癌にお
ける miR-223 の高発現が ubiquitin ligase
である FBXW7 の発現を制御することを明らか
にした。FBXW7 は近年注目されている癌抑制
遺伝子の一つであり、食道癌の発生および進
展を解明する上で重要な知見と考えられる。
胃癌においては miR-200b が ZEB-2 の発現を
制御し、上皮間葉形質転換にかかわることを
明らかにした。 
以上、食道癌において DNA メチル化異常が高
頻度に認められ、また global 
hypomethylation が食道癌の予後不良因子と
なることを示すことができた。また、食道
癌・胃癌における様々な miR 発現の意義につ
いて、その機能的意義も含めて明らかにする
ことができたと考えている。 
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