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研究成果の概要（和文）： 
１．microRNA の promoter 領域の TCF7L2 結合部位の検索を行い mir-129 の上流に TCF7L2 結合

部位となりうる配列を確認した。 
２．Siβカテニンによる細胞死誘導の実験を食道癌細胞株 TE11 を用いて行った。コントロール

si と比較して、WST1 アッセイで細胞死が誘導された。 
３．ベータカテニン、Eカドヘリン、TCF4 の免疫染色を食道癌臨床検体を用いて行い、臨床病

理学的因子との比較検討を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
１．We found TCF7L2 binding site in the promoter domain of microRNA. Especially, we found 

the TCF7L2 binding site in the promotor region of mir-129 which is involved in the 
poor progonosis of the patients with esophageal cancer. 

２．We performed siRNA of beta catenin using esophageal cancer cell line TE11. And si- 
beta catenin induced the cell death of esophageal cancer cell.   

３．We analyzed the comparison between the clinico-pathological factor and the data of  
immunohistochemistry of beta catenin, E cadherin and TCF4. 
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１．研究開始当初の背景 
我々は以前より食道癌において、その
Wnt シグナルの重要性について論じて
きた。Wnt シグナルと microRNA の関係
について報告した論文はほとんどない
が、遺伝子発現制御という点でクロスト
ークしていることは、間違いない。  

２．研究の目的 
Wnt シグナル伝達経路と近年急速に研
究の進んでいる microRNA との関係を明
らかにすることで、食道癌研究の進歩に
貢献する。 
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３．研究の方法 
(1)DNASIS を用いた、microRNA の promotor

領域の TCF 結合部位の検索 

現在までに報告されている500種のmicroRNA

について、300～400b の primarｙ microRNA

の情報は得られている。NCBI のホームページ

などのゲノム情報を用い、microRNA の転写開

始部位から上流の約 1500 bp を検索する。TCF

の結合部位は、CTTTGA/TA/T の 7 bp（4 パタ

ーン）であり、この 1500 bp を DNASIS ファイ

ルに保存し、7bp の match する箇所の有無を

検索していく。まずは、500 種類の microRNA

を TCF の結合部位のある microRNA とない

microRNA を区別した。 

 

(2) 1500bp の中で TCF 結合部位 CTTTGA/TA/T

をもつ microRNA のプロモーターアッセイを

行う。これは TCF の結合部位を含む領域と含

まない領域を PCR にて増幅したのち、それぞ

れをｐGL3 ベクターへクローニングする。ク

ローニングされたベクターの 3’側にはルシ

フェラーゼタンパクの発現領域があるため、

転写活性が上昇すれば、そのルシフェラーゼ

活性が上昇するという原理である。食道癌細

胞株、胃癌細胞株を用いて、そのルシフェラ

ーゼ活性を測定する。この時点で TCF 結合部

位のあるベクターにルシフェラーゼ活性が

あれば、この TCF 結合部位によって microRNA

が転写活性を TCFによって制御されているこ

とを示唆するものである。 

 

 

(3)食道癌臨床検体および食道癌細胞株にお

ける免疫染色 

食道癌臨床検体および食道癌細胞株 TE シリ

ーズ、KYSE シリーズ、および食道正常細胞株

HET1A を用いて、免疫染色を行う。Wnt シグ

ナルの現在の statusを解析するため、TCF4、

ベータカテニン、E カドヘリン、CyclinD1 の

それぞれの一次抗体を用い、status を解析し

た。臨床検体については、T 因子、N因子、

予後など臨床病理学的因子との比較検討を

行い、Wnt シグナルの分子と臨床病理学的因

子との関連を検討した。 

 
 
 

４．研究成果 

(1)TCF binding site の検索 

CF の binding site は

miR20b,129-1,138-1,15b,16,103,106a,107,

134,262,10a,15a,23b,26a1,27b,28,29c,34a

のプロモーター領域に存在することが判明

した。この中で特に、miR129-1 は、すでに我々

が食道癌の予後との関わりについて論文報

告している miRNA でもあり、この miRNA にタ

ーゲットをしぼって、以後の解析を行うこと

にした。 

(2)microRNA のプロモーターアッセイ 

microRNA129 の上流に TCF７L2binding site

を指摘しえたため、そのプロモーター領域の

TCF binding site を含むベクターと含ま

ないベクターを作成予定であったが、ベクタ

ー作成に非常に難渋し、現時点で有意な結果

は得られていない。 

(3)ベータカテニンと Eカドヘリンの免疫染

色では、どちらかが細胞膜から消失している

症例では予後不良というデータが得られた。

（図１）。両方のタンパクが陽性か、それ以

外かの臨床病理学的因子との比較では、T因

子、N 因子、Ly、V 因子との相関を認めた。 

 

図１（ベータカテニンと Eカドヘリンの細胞

膜染色と生存曲線） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E カドヘリンとその裏打ちタンパクであるベ

ータカテニンともに接着因子として機能す

るため、どちらか一方のタンパク発現低下に

より癌細胞の接着能が低下することが、原発

巣からの遊離機序の一因と考えられ、予後不

良の原因と示唆された。 
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E カドヘリンかベータカテニンのどちらかの

タンパクの減弱もしくは消失が細胞の遊走、

転移能の獲得に寄与している可能性を考慮

し追加実験を行っていく予定である。 

 

 

(4）TCF4 の免疫染色では、TCF4 は７９例中

４５例で陽性であった。TCF4 の核陽性か否か

と臨床病理学的因子との比較検討は、T因子、

N 因子、Ly 因子、V 因子と相関がみられた。

また TCF4 の核発現症例は予後不良であった。

（図２） 

TCF4 は、食道癌の増殖、転移に関わっている

可能性が示唆された。ベータカテニンが核に

移行していない症例でも TCF4 は核に移行し

ており、食道癌においても Wnt シグナルが on

になっている状態が示唆された。 

 

図２（TCF4 核免疫染色と生存曲線） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5)si ベータカテニンによる細胞死誘導 

食道癌細胞株 TE11 を用いて、si ベータカテ

ニンによる細胞死誘導を行った。WST1 法によ

る評価をしたところ、si ベータカテニンはコ

ントロールと比較して細胞死を誘導できた。

さらに CCDN1（Wnt シグナルの下流遺伝子）

の抗体を用いて Western blottingを行った

ところ、CCDN1 の発現低下を認めた。 

このため、TE11 においては、ベータカテニン
が核に移行してはいないが、Wnt シグナルが
On になっている可能性が示唆された。 
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