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研究成果の概要（和文）：microRNA（miR）、ヒストンメチル化制御に着目した。血清中のmiR-1246が食道癌患者にお
いて有意に発現が高くSCCを超える新規のバイオマーカーとしての有用性を示した。miR-1246の腫瘍からの分泌にエク
ソソームが媒介し、癌進展に関与する可能性を見出した。miR発現プロファイリングにて、食道癌組織中で発現が減弱
するmiR-375が強い抗腫瘍効果を有することを確認し、新たな治療ツールと成り得るものと考えられた。miR-375の発現
制御にヒストン修飾が関与することが示された。ヒストン脱メチル化酵素阻害剤である、NCL1は強い抗腫瘍効果を有し
、新規分子標的治療薬として可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We focused on microRNA (miR) and histone methylation. Serum expression level of 
miR-1246 was significantly higher and it showed usefulness as a new biomarker in esophageal cancer 
patients. MiR-1246 was secreted from cancer cells by exosome and could participates in cancer 
progression. We confirmed that miR-375 which expression was attenuated in esophageal cancer tissues by 
miR expression profiling had a strong antitumor effect, and it could become a new treatment tool. It was 
shown that histone modification participated in expression of miR-375. NCL1 which was histone demethylase 
inhibitor had a strong antitumor effect, and it could be a new molecular target agent.

研究分野：消化器外科
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 食道癌は予後が不良とされ，その罹患率

と死亡率が近接し、今日においても膵臓癌や

胆管癌などとならび難治性の消化器癌の一つ

として挙げられている。新たなモダリティー

による診断技術の向上や、手術手技や周術期

管理、放射線治療、化学療法の発達などによ

り予後は改善傾向にあるものの未だに治療後

の再発率も高く、また再発後の治療の手段が

得られないことも多い。食道癌が予後不良で

ある代表的な要因として、①リンパ節転移を

きたしやすく、その転移箇所も頚部から縦隔、

腹部と多岐にわたること。②高い頻度で跳躍

転移を伴うこと。③血行性転移による，肺・

肝ヘの転移の頻度が高いことが挙げられる。

われわれは，これまでに食道癌を対象として

特異的な治療法・新規腫瘍マーカーの開発・

同定に取り組んできた。なかでも、近年注目

されるエピジェネティックな機構に着目し、

その基礎的検討としてそれらの代表的因子で

ある、A. クロマチンリモデリングによる遺伝

子発現機構、B．microRNA (以下、miRNA)によ

る癌制御機構の検討、C. ヒストンアセチル化

による誘導 microRNA の同定・機能解析、D. 食

道癌患者血清中の microRNA の網羅的発現解

析を行ってきた。 

 
２．研究の目的 
本研究においては、これまでの研究成果を

踏まえ、ヒストンアセチル化と同様にクロマ

チンリモデリングにおいて重要な制御機能を

有するヒストンのメチル化機構を検討するこ

ととした。さらにヒストンアセチル化による

誘導 miRNA の機能解析から臨床応用を目指し

た検討を行うとともに血清中の miRNA の発現

の意義についての検討を行うこととした。具

体的には、食道扁平上皮癌臨床検体中におけ

るヒストンのメチル化・脱メチル化レベルを

検討したのち、食道扁平上皮癌細胞株を用い

たヒストン脱メチル化酵素阻害剤による遺伝

子発現制御機構の解析を、microarray および

ChIP-seqを次世代シーケンサーを用いて行う

ことで検討する。ヒストンアセチル化による

誘導 miRNA を同定し、特に食道扁平上皮癌に

おける増殖抑制効果およびそのメカニズムを

検討するとともに、新たな DDS (drug 

delivery system)を用いた in vivo における

抗腫瘍効果を検討する。食道扁平上皮癌患者

血清中で有意に発現の高い miRNA-1246 につ

いて、癌患者血清中の発現亢進の臨床病理学

的意義についての検討を行う。 

 
３．研究の方法 
(1) 免疫染色を行い、ヒストン脱メチル化酵

素であるLSD1の腫瘍内発現を検討した。LSD1 

阻害剤の抗腫瘍効果について食道扁平上皮

癌細胞株である TE2、T.Tn を用いて in vitro、

in vivo にて確認を行った。また、LSD1 の特

異的な基質である、Histone3Lysine4(H3K4)

についてその抗体を用いて LSD1 阻害剤の影

響を確認した。ヒストン蛋白のメチル化によ

る制御遺伝子の同定を Human gene 1.0 ST 

Array にて網羅的に検索した。また、全ゲノ

ムクロマチン免疫沈降シーケンス

(ChIP-seq)を次世代シーケンサー（HiSeq 

2500, Illumina)を用いて行うことによって

Histone3Lysine4(H3K4)のジメチル化により

直接的に発現が制御される遺伝子の同定を

行った。これらのデータの統合的な解析を行

い、特異的なネットワークの同定をはかった。 

 

(2) 食道扁平上皮癌細胞株である TE2、T.Tn

をヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 CHAP31

に暴露し、その total RNA を抽出し miRNA の

発現解析を行った。miR-375 導入後細胞株に

て、XTT assay、migration assay、invasion 

assay を用いて腫瘍増殖、遊走、浸潤能の検

討を行った。次に miR-375 導入後細胞株の網

羅的遺伝子解析を行った。これらのうち、臨

床検体の癌部にて 2倍以上 mRNA 発現が亢進

している遺伝子を同定した。食道扁平上皮癌

における LDHB の役割を解析するため、siRNA



を用いて腫瘍増殖、遊走、浸潤能を検討し、

また、その臨床病理学的意義を探求するため、

臨床検体 94 例の癌部、非癌部における LDHB

のタンパク発現レベルを免疫染色にて評価

し、臨床病理学的特徴と比較検討した。 

 

(3) 食道癌患者 4名と、健常人 4名の血清か

ら total RNA を抽出し、miRNA array による

発現プロファイリングを行った。その発現の

差が最も顕著であった miR-1246 について引

き続き解析を行った。食道癌患者 101 名と、

健常人 46名の血清 miR-1246 の発現を定量的

RT-PCR により測定・比較し、また、血清

miR-1246 の発現を cut off 値を設け各臨床病

理学的因子との検討を行った。術前未治療の

食道癌切除症例 18 例を対象とし、癌部と非

癌部における miR-1246 の発現を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 臨床検体を用いた免疫組織学的検討に

おいて、食道癌における LSD1 の強発現を確

認した。LSD1 阻害剤は食道扁平上皮癌におい

て抗腫瘍効果を有し、移動能、浸潤能をとも

に低下させるとともにアポトーシスを誘導

した。ヌードマウスを用いた in vivo モデル

においても LSD1 阻害剤が抗腫瘍効果を有す

ることが確認された。Microarray による遺伝

子発現の解析の結果、複数の遺伝子の発現が

有意に亢進ならびに低下していた。合わせて

施行した ChIP-seq の結果、LSD1 阻害剤によ

って、peak に変動を認める多数の遺伝子を同

定した。LSD1 阻害剤により発現が低下する遺

伝子のうち、PHLDB2 は ChIP-seq の結果その

プロモーター部位での H3K4 のジメチル化が

確認されメチル化による直接的な発現制御

が示唆された。また、臨床検体を用いた発現

解析の結果、PHLDB2 の高い発現は食道扁平上

皮癌における独立した予後予測因子である

ことが確認された。 

 

 

図 1：PHLDB2 の発現と予後 

 

(2) CHAP31 暴露後に発現が 2倍以上増加する

miRNA を 9種確認し、うち発現が 400 倍以上

亢進する miR-375 に注目した。腫瘍増殖、遊

走、浸潤能の検討を行った。これらが有意に

抑制され、miR-375 の抗腫瘍効果が明らかと

なった。iR-375 導入後に 2倍以上の発現低下

を認め miR-375 の target site を有する標的

候補遺伝子を 6種同定した。miR-375 の

target site を有する標的候補遺伝子を 6種

同定した。臨床検体の癌部にて 2倍以上 mRNA

発現が亢進している遺伝子を 2種(LDHB 、

AEG-1/MTDH)同定した。miR-375 の細胞内への

導入により 2種の遺伝子の mRNA、タンパク発

現を検討したところ、両遺伝子とも有意に発

現が低下することを確認した。LDHB をノック

ダウンすることで有意に細胞増殖、浸潤能が

抑制されることが分かった。さらに、新規核

酸デリバリーシステムであるアテロジーン

を用いて、合成した miR-375 をヌードマウス

の皮下腫瘍モデルに導入したところ有意な

腫瘍縮小効果が確認された。また、臨床検体

を用いた臨床病理学的検討の結果、LDHB 発現

陽性例では陰性例に比し有意にリンパ節転

移陽性例、進行症例が多いことが明らかとな

った。

図 2：CHAP31 にて誘導された microRNA 



(3)食道癌患者 4名の血清において有意に発

現が亢進する miRNA を 3種同定した。食道癌

患者 101 名と、健常人 46 名の血清 miR-1246

の発現を定量的RT-PCRにより測定・比較し、

その発現が有意に亢進していることが確認

された（p<0.0001）。血清 miR-1246 の発現

と各臨床病理学的因子と検討すると、TNM 分

類における各因子、T3-4/T1-2（p=0.0024）、

N+/N-（p=0.0002）、StageⅢ-Ⅳ/StageⅠ-Ⅱ

（p=0.0007）にて miR-1246 発現との間に相

関を認めた。また、癌部と非癌部における

miR-1246 の発現の検討においいては、その発

現に有意な差を認めなかった。ROC 曲線解析

では AUC：0.7537、cut off 値：1.323377 で、

感度：71.29％、特異度：73.91％という良好

な結果であり、既知の食道扁平上皮癌の腫瘍

マーかであるSCCを凌駕する可能性が示唆さ

れた。

 

図 3：食道癌患者血清中で有意に発現が高い、

発現が低い microRNA 
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