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研究成果の概要： 

 本研究では食道癌における microRNA（miRNA）の発現パターンを解析し、発癌または癌抑制

に関与する miRNA の同定を試み、死亡率の低減を目指すための予防や早期発見法への応用に貢

献できることを目的とした。食道癌臨床検体と食道癌細胞株についてマイクロアレイを用いて

787 種の miRNA のスクリーニングを行った。その結果、腫瘍特異的または腫瘍分化度特異的に

発現レベルの異なるいくつかの miRNA を同定することができた。 
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１．研究開始当初の背景 

(1)背景：microRNA(miRNA)は特定のメッ

センジャーRNA(mRNA)の3’非翻訳領域(U

TR)の相補的に結合し、mRNAの翻訳制御を

担っている。最近の研究においては、mi

RNAの発現変動には発癌やアポトーシス

と密接な関連があることも報告されてお

り、疾患との関係も注目されている。 



(2)動機：食道癌は予後が思わしくない疾

患であるが、早期治癒率は良く、5年生存

率も〜80%と上がることから、予防や早期

発見が有効である。原因遺伝子が同定さ

れていない食道癌に関しては、発癌にお

いてmiRNAが癌遺伝子のように作用して

いる可能性が大きいのではないかと考え、

本研究では食道癌におけるmiRNAの発現

パターンを解析し、死亡率の低減を目指

すための予防や早期発見法への応用、さ

らには食道癌の発癌または癌抑制に関与

するmiRNAを同定した上で機能解析を行

い遺伝子治療への応用まで視野を広げた

いと考えた。 

 

 

２．研究の目的 

 機能性RNA、特にmiRNA生合成機構の研

究は、ここ数年で急速に進行し、全貌が

明らかにされようとしている。しかしこ

れまでに多くのmiRNAが同定されてきた

が、それらの標的遺伝子や癌をはじめ

様々な疾患に関する作用機構などまだ未

解明な点が多く存在するのも現状である。

腫瘍組織と正常組織との発現比較におい

て、いくつかのmiRNAの高発現や発現抑制

が見られることから、腫瘍組織と正常組

織との発現比較において、いくつかの

miRNAの高発現や発現抑制が見られるこ

とから、癌とmiRNAの関係に着目した。本

研究では食道癌における発癌または癌抑

制に関与するmiRNAを特定することを目

標とし、これまでに明らかにされていな

い様々な生命活動の解明に助力しようと

した。 

 

 

３．研究の方法 

(1)787種類のmiRNAの発現レベルの比較

を食道癌患者の腫瘍細胞（T）と正常細胞

（N）から抽出した RNA を複数ペア用いて

それぞれ行う。miRNA アレイを用いるこ

とにより一度に多くの miRNA のスクリー

ニングを行うことが可能である。1 ペア

では miRNA アレイの結果に不安が残るの

で、可能な限り多数のサンプルで行うこ

とで再現性・信頼性がより確かなものに

することができる。尚、今回は予算の関

係上 3検体比較を行った。 

 

(2)9 細胞株（高中低分化型各３種）比較

を行った。 

 

(3)(1)の miRNA アレイで癌細胞と正常細

胞で発現レベルの違いが見られた miRNA

については次の場合を想定して、解析を

進めた。 

①癌細胞での発現が減少している

miRNA：癌化の抑制に関与すると考えられ

るので、これまでに我々が蓄積した LOH

のデータを参照して、 LOH 領域近傍に位

置している miRNA を優先的に選択した。<

特に癌抑制遺伝子が存在する染色体領域

ではないものから>。 

②腫瘍組織での発現が増加している

miRNA：癌化・発癌に関与している可能性

が高いと考えられるが、癌化による染色

体異常も疑われるので CGH 等のデータと

比較して慎重に選択した。 

 

(4)これら発現レベルの差がみられた

miRNA については miRNA アレイのフォロ

ーアップのため、TaqMan MicroRNA Assays

を使用し当研究室が保持している食道癌

サンプルで定量解析を行った。これらの

キットを使用する理由は貴重な臨床サン



高分化型：KYSE30, 180, 270 プル RNA が極めて少量で検出が可能であ

るためである。これら検出および定量法

の結果を統括し、多くの食道癌で共通の

発現変化を伴う miRNA を同定していく。 
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４．研究成果  
中分化型：KYSE140, 170, 220 (1) マイクロアレイ解析の結果. 
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臨床３検体の比較では共通に増減している

miRNA は少ないものであった。 

T で増加：miR92a-2*, miR155*, miR193b*, 

miR508-3p 

T で減少：miR142-3p, miR150, miR380, 

miR140-3p, miR886-3p 

 

(2)細胞株の場合。 

①同一分化型間での比較。 

 

 

 
 
 
低分化型：KYSE50, 70, 150 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

同一分化型とされる細胞株の比較でも miRNA

の発現パターンに違いがあることが分かっ

た。 

 

③異分化型間での比較。 

高分化型(KYSE30)と中分化型 3細胞 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
高分化型(KYSE30)と低分化型 3細胞 
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中分化型(KYSE140)と低分化型 3細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

高分化型 3種に対して中分化型 3種あるいは

低分化型 3種を比較した場合には、次のよう

な miRNAの発現変化が分化型共通に確認され

た。 

中分化型で増加：let7b, miR29a, miR196a, 

miR9, miR9*, miR148b, miR335, miR422a, 

29b-2* 

低分化型で増加：let7b, miR23a, miR29a, 

miR96, miR98, let7i, miR23b, miR339-5p, 

miR660, miR92-2*, miR520c, miR1225-5p 

中分化型 3種と低分化型 3種の比較では、次

のような miRNAの発現変化が分化型共通に確

認された。 

低で増加：let7i, miR23b, , miR9, miR9*, 

miR361-3p 

 

(3)(1)の臨床３検体において共通に増減し

ている miRNA と LOH および CGH を対比した結

果では優位な相関が見られなかった。このこ

とから染色体異常ではなく、これらの変動し

ている miRNAが食道癌発生に関与していると

考えられた。 

 

(4)これらの変動 miRNA の標的遺伝子をバイ

オインフォマティクスから検索すると 1つの

miRNA について数千もの標的遺伝子候補があ

げられた。 

 これらの候補遺伝子すべてについて機能

解析を行うのは非現実的であると考えたの

で、実際に miRNA と物理的相互作用をしてい

る標的遺伝子を捕まえる方法を考える必要

がある。 
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 現在、Ago抗体あるいは化学修飾した miRNA 

を用いた pull-down 法、また miRNA を細胞に

導入し発現変化の見られるタンパク質の質

量分析によって候補遺伝子を探索する試み

をしている。 
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