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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は食道癌におけるmiR-203を介した食道癌の増殖・浸潤・転移の発現機能解析
を行うことであった。食道癌におけるmiR-203は、浸潤・転移能に関係していることが判明した。また、食道癌におい
てmiR-203により制御される遺伝子の同定を行うため、DNAマイクロアレイを用い解析を進めたところ、22遺伝子を同定
することが可能であった。同定された22遺伝子の1つであるLASP1についてさらに解析を進めると、miR-203はLAPS1のmR
NAの発現を直接制御することで食道癌の浸潤・転移に関連していることが判明し、miR-203の発現により食道癌の悪性
度が異なることが判明した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate how miR-203 is related to proliferation, invasion, and metastasis of 
esophageal cancer, we performed the expression and functional analysis of miR-203. We found that the expre
ssion of miR-203 may be related to invasion, and metastasis of esophageal cancer cell. In further investig
ation, We also identified 22 genes controlled by miR-203 in esophageal cancer cell using DNA microarray an
alysis. We found that LASP1, which was one of 22 genes that we identified in our study, was directly contr
olled by miR-203, and might be related to the mechanism of invasion, and metastasis in esophageal cancer c
ell. From these results, we concluded the difference of miR-203 expression in esophageal cancer cell may i
nfluence the outcome of treatment of the patients with esophageal cancer.
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１．研究開始当初の背景 

ヒトにおいてタンパク質をコードする遺伝

子の数はわずか 21,000 であると推測され

ている。これはヒトゲノムのわずか 2%にす

ぎないとされ、生物学的な複雑さはタンパ

ク質をコードする遺伝子だけでは説明不可

能であるとされている。この複雑さを解明

するため、タンパク質をコードしない

RNA(non-coding RNA)が近年注目されるよ

うになり、マイクロ RNA(miR)の発現・機能

異常が癌を含めた様々な疾患のメカニズム

に関与していることが次々に報告されてき

ている。我々も以前より食道癌患者組織に

おける miR の発現プロファイリングを行っ

てきた。その結果として、食道癌患者組織

にて発現低下を認める15種のmiRの同定に

成功した。食道癌患者組織にて発現低下し

ていた 15 種の miR うち、miR-145・

miR-133a・miR-133b の 3 つにおいて解析が

進められ、これらの miR が oncogenic 

actin-binding protein で あ る Fascin 

homolog 1 gene (FSCN1)を制御しているこ

とが判明した。よって、食道癌患者組織に

おいて miR-145・miR-133a・miR-133b の発

現が低下していることにより、この FSCN1

の発現が高くなり、その結果として食道癌

の増殖・浸潤能の増強に関わっていること

を報告した。さらに他の miR においても解

析を進めていく中で、我々の行った食道癌

患者組織における発現プロファイリングに

より同定された miR の１つに miR-203 も含

まれていた。この miR-203 に関する報告は、

2007年にmiR-203が標的遺伝子の一つであ

る p63 の発現量を制御することによって、

皮膚組織におけるケラチノサイトの増殖・

分化および組織構築に関与していることが

報告されて以来、様々な疾患にて注目され

るようになった。これらの報告から

miR-203 が標的としている遺伝子として

p53、p63、p73 などの癌抑制に関連した遺

伝子や Sox、Bmi1、KLF4 などの EMT に関与

した遺伝子、さらに SOCS-3、SOCS-6 などサ

イトカインsignal pathway抑制に関連した

遺伝子等の関与が予想されていた。しかし、

研究開始当初においては、癌と miR-203 と

の関連性については、膵癌・大腸癌・乳癌

においてその関連性を示唆する報告が散見

されていたが、食道癌と miR-203 あるいは

その標的遺伝子との関連性については全く

報告がない状態であった。さらに、以前よ

り我々が行ってきた食道癌患者組織におけ

る miR に関する網羅的解析のデータから食

道癌の悪性度との関連性において結果の得

られた miR-145・miR-133a・miR-133b にお

ける発現・機能解析のデータと今回の研究

対象としている miR-203 を制御する遺伝子

ならびに miR-203 により制御される遺伝子

の同定をさらに推し進めていくことにより、

食道癌悪性度診断・放射線・化学療法の治

療反応予測のみならず、創薬研究開発への

足掛かりになると考えられ、本研究計画に

よって基礎研究から臨床応用までの一貫と

した研究基盤を確立できるものと考えた。 

２．研究の目的 

本研究目的をとして、(1)食道癌における

miR-203 の発現を制御する遺伝子の検索を

行う。(2)miR-203 が制御する遺伝子群の同

定ならびにその遺伝子群の発現解析・機能

解析を行う。(3)miR-203 およびその関連遺

伝子の発現パターンによる悪性度・治療効



果予測としての有用性の検討を行う。これ

ら 3つの研究目的を主に基礎的データを中

心とした検討を行ったうえで、この研究で

得られたデータを基盤とし、今後の食道癌

診断あるいは治療効果増強を目的とした研

究へのさらなる発展への足掛かりとすべく

本研究を計画し実行することとした。 

３．研究の方法 

まず(1)を検証する実験として、食道癌細胞

株・患者組織を用いて、乳癌、大腸癌、膵

癌に関して miR-203 の発現制御に関連して

いると報告されている ZEB1 遺伝子あるい

はその関連性の示唆されている ZEB2・

Snail 1 の遺伝子・タンパク質の発現量に

ついて免疫染色・RT-PCR 法等を用いてその

評価を行う。(2)を検証する実験として、miR

のデータベース(miRBase)より miR-203 が

標的とする様々な遺伝子群の検索を行う。

そのデータベースを基に選別された遺伝子

群の機能的なグループ分類を行う。具体例

として、p53、p63、p73 などの癌抑制に関

連した遺伝子群、Sox、Bmi1、KLF4 などの

EMT に関与した遺伝子群、さらに SOCS-3、

SOCS-6 などサイトカイン signal pathway

抑制に関与した遺伝子群など、癌細胞の

stemness、EMT およびサイトカイン等に関

与する遺伝子群を機能的に分類しグループ

分けした遺伝子リストを作成する。また、

食道癌細胞株を用いて miR-203 により変動

する遺伝子群の抽出をDNA microarrayを用

いて行う。データベースの遺伝子群と DNA 

microarray により抽出された遺伝子群と

を比較検証し、これらにおいて共通してリ

ストアップされた遺伝子群における食道癌

細胞株・患者切除標本を用いた mRNA・タン

パク質の発現量の定量を RT-PCR 法や

Western blot 法を用いて評価する。さらに、

食道癌細胞における miR-203 とその標的遺

伝子の機能解析を行うために siRNA assay、

RT-PCR 法、proliferation assay、invasion 

assay、migration assay 等の手法を行いそ

のメカニズムの評価を行う。(3)を検証する

実験として、(2)の検証実験結果から得られ

た miR-203 の標的遺伝子の発現と miR-203

自体の発現との関係を明らかにし、さらに

臨床検体を用いて miR-203 の発現量および

標的遺伝子の発現量と各臨床病理学的因子

の関係について統計学的手法を用いた評価

を行い、予後予測あるいは治療効果予測マ

ーカーとしての有用性を評価する。 

４．研究成果 

(1)食道癌における miR-203 の発現を制御

する遺伝子の発現・機能解析 

食道癌細胞株5種と患者組織10検体におけ

る miR-203 の発現について非癌部組織をコ

ントロールとしてその発現量の比較を行っ

たところ、全てにおいて miR-203 の発現低

下が確認された。また miR-203 の食道癌に

おける機能解析を食道癌細胞株 2 種（p53 

mutant type /wild type 各々1種）を用い

た proliferation assay、invasion assay、

migration assay で評価したところ、

proliferation assay においてはその関連

性は認められなかったが、invasion assay、

migration assay において miR-203 を導入

した細胞株でその浸潤・転移能が抑制され

る結果が得られた。この事から、miR-203

は食道癌細胞株においてその細胞増殖能よ

りも浸潤・転移能により密接に関連してい

る可能性が示唆されたため、そこで



miR-203 の発現制御に関連していると報告

されているEMTに関連したZEB1遺伝子ある

いはその関連性の示唆されている ZEB2・

Snail 1 の遺伝子・タンパク質の発現量に

ついて食道癌細胞株あるいは患者組織検体

に対し免疫染色・RT-PCR 法等を用いてその

評価を行ったが先の乳癌、大腸癌、膵癌に

関する報告のような結果は得られなかった。

この結果から miR-203 の発現制御に関して

は様々な要素が関連していると予想され、

我々の 3年間におよぶ様々な解析でも明確

な結果は得られていない。この解析につい

ては今後も検討を継続して行く予定である。 

(2)miR-203 が制御する遺伝子群の同定な

らびにその遺伝子群の発現解析・機能解析

SOCS-6 などサイトカイン signal pathway

抑制に関与した遺伝子群など、癌細胞の

stemness、EMT およびサイトカイン等に関

与する遺伝子群を機能的に分類した遺伝子

リストを作成した。また、食道癌細胞株 2

種（p53 mutant type /wild type 各々1種）

を用いて miR-203 を導入し、導入細胞株と

非導入細胞株とを用いた DNA microarray

を用いて行い、miR-203 により変動する遺

伝子群の網羅的抽出を行った。先の

miRBase を元にした作成した機能分類され

た遺伝子リストと食道癌細胞株を用いた

DNA microarray 解析により抽出した遺伝子

群を比較したところ、実際に miR-203 によ

り発現低下した 22 遺伝子が一致して抽出

された。その 22 遺伝子の中の 1つ LIM and 

SH3 protein 1 (LASP1)は乳癌・大腸癌の転

移における関連性を示唆する報告があるも

のの、食道癌についてはその知見がなかっ

たためさらに詳細な解析を進めた。まず、

先のDNA microarray解析で用いた食道癌細

胞株 2種へ miR-203 を導入して細胞株にお

ける LASP1 の発現変化を検証したところ、

両細胞株においてLASP1おけるmRNAおよび

タンパクの発現低下が確認された。また、

miR-203 が直接 LASP1 遺伝子を制御してい

るか否かを検証するため target site 

inhibition assay を行ったところ、miR-203

と LASP1 との直接結合を阻害することによ

り LASP1 の発現が上昇することが証明され

た。以上から miR-203 は直接 LASP1 遺伝子

を制御し mRNA やタンパク質の発現制御に

関連していることが判明した。また、LASP1

遺伝子の機能解析を行うため、siRNA assay

を用いてLASP1のmRNAおよびタンパクの発

現を低下させたところ、先の miR-203 を導

入した細胞株の実験結果と同様、

proliferation assay においてはその関連

性は認められなかったが、invasion assay、

migration assay においてその浸潤・転移

能が抑制される結果が得られた。つまりこ

れまでの実験結果から、miR-203 は LASP1

遺伝子に直接結合することで LAPS1 の

mRNA・タンパク質発現を抑制しているため、

食道癌において miR-203 の発現が低下して

しまう事で LAPS1 の mRNA・タンパク質発現

が増強しその浸潤・転移能を高めているメ

カニズムが解明された。なお、LASP1 以外

の遺伝子として膵癌における細胞増殖・浸

潤・転移能に関与が指摘されている

Semaphorin 5A(SEMA5A)、直腸癌において報

告 の あ る PDGFA associated protein 

1(PDAP1)、サイトカイン関連遺伝子の 1つ

である IL15 等も今回の解析で抽出されて

おり、LASP1 と同様に解析を進めており、



今後もこの解析を継続する予定である。 

(3)miR-203 およびその関連遺伝子の発現

パターンによる悪性度・治療効果予測とし

ての有用性の検討 

miR-203 の発現と LASP1mRNA の発現との関

係については先の細胞株を用いた解析で逆

相関の関係が得られていたが、実際の食道

癌患者組織 18 検体を用いて検証を行った

ところ、miR-203 の発現は非癌部と比較し、

癌部においてその発現低下が認められた。

さらに、LASP1 の mRNA 発現量と miR-203 の

発現量は食道癌患者において逆相関の関係

(r=0.347, p=0.0398)にある事が証明され

た。この結果を基に、miR-203 および LASP1

の発現パターンによる悪性度・治療効果予

測と行うため18検体においてmiR-203の高

発現群と低発現群の 2群に分類し、その他

食道癌 18 患者における臨床病理学的因子

について統計学的手法を用いて解析したと

ころ、relapse-free-survival(RFS)におい

て miR-203 の高発現群と低発現群の 2群間

に統計学的有意差を得られた。この事から

miR-203 および LASP1 の発現パターンは食

道癌患者の悪性度評価の 1指標として有用

である可能性が証明された。なお、LASP1

以外の遺伝子として膵癌における細胞増

殖・浸潤・転移能に関与が指摘されている

Semaphorin 5A(SEMA5A)、直腸癌において報

告 の あ る PDGFA associated protein 

1(PDAP1)、サイトカイン関連遺伝子の 1つ

である IL15 等についても上記の機能解析

にて有用な結果が得られた後、今後も解析

を進めていく予定である。 
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