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研究成果の概要（和文）：食道癌細胞株にmiR-203発現ベクターを導入したところp63発現増強を伴うp75NTR陽性細胞数
は増加した。p75NTR陰性細胞ではp63が減弱しインボルクリンが増強した。コロニ―形成能は低下しマウス皮下移植腫
瘍は有意に縮小し重層扁平上皮構造を示し中心に基底膜分子ラミニンとp75NTRの発現を認めた。食道扁平上皮癌細胞株
においてmir203導入によりp75NTR陽性細胞の自己複製が維持されつつ分化が誘導され腫瘍抑制効果を認めた。mir203導
入により癌幹細胞の悪性度が低下した可能性が考えられ、癌幹細胞を標的とした新規治療への応用の可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Our investigation establishing stable clones from ESCC cell lines with induced miR
-203 expression resulted in significant growth inhibition in vitro and in vivo. In p75NTR-negative cells, 
the expression of p63 was down-regulated and involucrin was up-regulated. Small foci were observed in mous
e xenograft tumors with stratified squamous differentiation. The expression of basement membrane protein l
aminine was localized at the center of the foci and p75NTR-positive cells resided at the basal layer. Our 
cDNA microarray analysis demonstrated up-regulation of genes involved in regulating tissue polarity, such 
as BMP-4 and ZO-1. These results demonstrated that miR-203 regulated both self renew of CSLCs and differen
tiation of non-CSLCs, leading significant tumor growth inhibition with restored epithelial tissue architec
ture in vivo, which suggests the use of miR-203 as a novel therapeutic target for ESCC. 
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１． 研究開始当初の背景 
腫瘍幹細胞は自己複製能をもち、転移浸潤

や治療抵抗性に関与する分画であり重要な
治療標的であると考えられている。申請者ら
はこれまでに低親和性神経成長因子受容体
p75NTR 陽性細胞が高いコロニー形成能を
持つ癌幹細胞を含む細胞集団であることを
示してきた。miRNA は標的 mRNA に結合し
遺伝子発現を制御することで発癌や癌の進
展および治療抵抗性に関与しているが、申請
者らは食道癌組織標本を用い p75NTR 陽性
症例および陰性症例における miRNA の発現
をマイクロアレイを用いて検討し陽性症例
において低発現なものとして mir203 を抽出
した。 
２． 研究の目的 
食道扁平上皮癌細胞における mir203 の役
割を解明しその発現制御による新たな治療
法の可能性を検討する。 
３．研究の方法 
1991 年 6 月より 2007 年 8 月に当科におい

て切除された食道扁平上皮癌症例のうちホ
ルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）ブロッ
クを用いて癌部および正常部のRNA抽出が可
能であった 32 症例を対象とし、p75NTR およ
び microRNA の発現をそれぞれ免疫組織染色
およびマイクロアレイを用いて検出した。候
補 microRNA として同定された miR-203 につ
いてその発現と臨床病理学的因子および予
後との関係を検討した。さらに食道癌細胞株
（KYSE）に miR-203 強制発現ベクターを導入
しセルソーターを用いて食道扁平上皮癌幹
細胞マーカーである p75NTR 陽性細胞を分離
し分子生物学的解析を行った。 
４．研究成果 

p75NTR 陰性例において陽性例に比べて 2
倍以上高い発現を認める microRNA として
miR-203 が同定された。その発現と腫瘍進達
度、リンパ節転移、遠隔転移および臨床病期
との相関は認めず、高分化型癌において発現
が高い傾向を認めた。臨床病期Ⅱ、Ⅲで術後
6 カ月以内死亡を除いた 20 例（miR-203 低
発現 13 例、高発現 7 例）について検討した
ところ低発現例において有意に予後不良で
あった（p=0.01）。 

miR-203 導入株において p75NTR 陽性・
陰性両細胞で miR-203 の発現増強を認めた。
p75NTR 陽性細胞の割合は Mock 株の 2%か
ら導入株の 3-6%と増加した。RT-PCR にて
p63はp75NTR陽性細胞で増強し陰性細胞で
減弱し、インボルクリンは p75NTR 陰性細胞
で著明に増強した。導入株のコロニ―形成能
は低下し、マウス皮下移植による腫瘍は有意
に縮小した。縮小した腫瘍内には多数の小結
節を認め中心から辺縁に向かう重層扁平上
皮構造を示した。組織染色にて小結節の中心
に 基 底膜分 子 ラミニ ン の発現 を 認 め
p75NTR 陽性細胞はラミニン発現に接して
少数存在した。さらに Ki67 および p63 は腫
瘍の中心部 4-5 層で、インボルクリンは辺縁

で発現した。cDNA マイクロアレイによる解

析では mir203 導入株において BMP-4 や 
ZO-1 といった細胞極性分子の発現増加を認
めた。導入株において有意に発現が低下した
分子のなかで、Targetscan により TRPS-1
が mir203 の新規標的分子候補として同定さ
れた。細胞を用いた RT-PCR および移植腫瘍
の組織染色にて TRPS-1 は Mock 株では腫瘍
全体で発現しmir203導入株では p75NTR陽
性細胞を含む全ての細胞において発現が減
弱した。 

これらの結果は食道扁平上皮癌細胞株に
おいてmir203導入により p75NTR陽性細胞
の自己複製が維持されつつ p75NTR 陰性細
胞の分化が誘導され、全体として重層扁平上
皮構造の回復とともに著明な腫瘍抑制効果
を認めることを示したものであり、mir203
導入により癌幹細胞を標的とした新規治療
への応用の可能性が示唆された。 
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