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研究成果の概要（和文）： 

 

今回の研究で検索対象とした腫瘍は，食道癌（扁平上皮癌），胃癌（腺癌），卵巣癌（腺癌），肝

細胞癌と比較的多岐にわたっていたが，食道癌以外では miRNA とその標的とされる特定の蛋白

との関連性に関しては優位な結果は得られなかった．その原因としては，ISH 法に用いるプロ

ーブの务化ならびに，プローブ入手先の予期せぬ変更が第一に挙げられた．一方，食道癌にお

いては癌の発育，進展過程に関与する可能性が示唆されたが，進行度との明確な相関は見出さ

れなかった．これら一連の検索は，方法論的にも他機関ではほとんど施行されていないユニー

クなものであり，現在，上記以外の腫瘍（上皮性，非上皮性を含む）や前癌病変を対象に継続

的に推進している． 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 

Although we examined various tumors including esophageal cancer (squamous cell carcinoma), 

gastric cancer (adenocarcinoma), ovarian cancer (adenocarcinoma), and hepatocellular 

carcinoma in this study, no apparent biological interrelationship between microRNAs and 

their targeted specific proteins was revealed except esophageal cancer.  We supposed that 

the central reason for the failure to detect the interrelationship was deterioration of 

ISH probes and unexpected change of company that supplied them.  On the contrary, we found 

that microRNA 199a, Brm, and Egr1 constructed double-negative feed in esophageal cancer, 

suggesting that they were mutually related in the process of esophageal carcinogenesis, 

cancer development, and its progression.  But no special relationship was found between 

them and tumor stage.  We are continuously studying about other tumors both epithelial 

and nonepithelial and various precancerous lesions because this research method is very 

unique. 
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１．研究開始当初の背景 

 

microRNA（以下 miRNA）は 22 塩基程度の

non-coding RNA であり，遺伝子の転写後制御

因子として近年注目されている．１個の

miRNA は 100 個以上の遺伝子を標的にするが

その機能は多岐にわたり，各々の遺伝子の発

現を厳密に制御しているとされる．最近では

様々な腫瘍の発育・進展過程に対する機能面

での解析に加えて，腫瘍の早期診断のための

バイオマーカーとしての有用性，治療標的と

しての可能性なども論じられるようになっ

てきた．これまでの研究材料の多くは，ヒト

癌細胞株や腫瘍組織，ヌートマウス移植腫瘍，

血液や尿などである．方法論的には，サンプ

ルから抽出した RNA（あるいは DNA）を用い

たマイクロアレイや半定量的 PCR 法などの発

現解析が主体であり，腫瘍の病理形態学的な

特徴と絡めた研究はほとんど行われていな

かった．そのため，腫瘍の組織型や分化度と

の関係や，前癌病変における意義などの知見

も非常に乏しかった． 
 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は，様々なヒト腫瘍や前癌病変

の病理組織切片上で各種 miRNA の発現異常

を in situ hybridization (ISH)法で解析す

るとともに，標的分子とされる転写因子や当

該 miRNAの発現調節に関与する蛋白分子の発

現に関して免疫組織化学的手法を用いて検

索を行い，腫瘍の発生と発育・進展過程にお

ける miRNA の意義を検討することである． 
 

 

３．研究の方法 

 

本研究では，以下の手順で解析を進めた． 

 

①種々のヒト腫瘍の病理組織パラフィン切

片を対象に，個々の腫瘍の発生ならびに発

育・進展・転移の各過程に関与するとされる

各種 miRNA の発現異常を，ISH 法を用いて腫

瘍の病理形態学的所見と照らし合わせて詳

細に解析した． 

②対象 miRNA が標的とする可能性のある転写

因子やその発現調節に関与するとされる癌

抑制遺伝子等の蛋白分子の発現パターンを

免疫組織化学的に検索した． 

③①②を総合的に解釈することにより，腫瘍

の発生ならびに発育・進展過程に関わる

miRNA の意義を考察した． 
 
 
４．研究成果 
 

平成 22 年度 

 

①食道原発扁平上皮癌（進行癌，早期癌）20

例を対象に，ホルマリン固定パラフィン包

埋病理組織切片を用いて，miR-199a-5p，

-3p（以下 5p，3p）の in situ hybridization
（ISH）法および連続切片における Egr1，

Brm の免疫染色を行い比較検討した． 

②解析可能であった 10 例で，非腫瘍部粘膜

上皮では，5p および 3p はともに基底層部

より一段上の細胞群で発現が高かったが，

癌浸潤部ではともに発現が低下していた． 

③Brm と Egr1 の免疫染色では，非腫瘍部粘膜

上皮において Brmは基底層部から表層部ま

で幅広く染まったが，Egr1 は中間層が染ま

る発現様式を示した．一方，癌浸潤部にお

いては Brm の発現は高く，Egr1 の発現は非

腫瘍部粘膜上皮に比べ低下していた． 

④以上まとめると，食道扁平上皮癌において，

miR-199a-5p，miR-199a-3p，Egr1 の発現は

低下し，Brm は強く発現していた．この傾

向は食道癌細胞株を用いたこれまでの解

析結果と一致していた．これら一連の遺伝

子制御回路が，癌の発育，進展過程に関与

する可能性が示唆されたが，今回の検討で

は癌の進行度との明らかな相関は認めら

れなかった． 

⑤卵巣癌（漿液性嚢胞腺癌，粘液性嚢胞腺癌，

明細胞腺癌）5 例ならびに肝細胞癌 2 例を

対象に，5p，3p に対する ISH 法を施行した

が全例陰性であった． 
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①昨年度までの解析に基づき，クロマチン変



換因子 Brm が miR-199a-5p，-3p の標的遺

伝子の候補のひとつであることを見出し

た．一方，miR-199a 制御因子として Egr1

が存在する．これらを総合した結果，

miR-199a，Egr1，Brm の 3 因子が double 

negative feedback 制御を形成するとの結

論を得た． 

②今年度は，外科的切除ヒト胃癌症例 77 例

（腺癌）のホルマリン固定パラフィン包埋

病理組織切片を対象に，１に関して検討し

た．方法としては，miR-199a-5p，-3p（以

下 5p，3p）の in situ hybridization（ISH）

法および連続切片における Brmの免疫染色

を行い比較検討した． 

③胃癌症例 77 例の全例が，5p，3p のいずれ

も陰性であった． 

④Brm は 52/77 例（68％）で発現低下がみら

れ，その傾向は低分化腺癌でより顕著であ

った（59％）．  

⑤③の原因として，プローブ务化による可能

性が第一に考えられるため再度検討を試

みる予定であったが，これまで用いてきた

プローブ（Thermo Scientific 社に受注）

が入手できなくなったため，新たな

LNA/DNA オリゴプローブを他社（Exiqon 

社）に受注した． 

⑥miR-199a 強制発現細胞株（陽性対照）と，

陰性対照細胞株のホルマリン固定セルブ

ロック標本を作製し，新規プローブの濃度，

proteinase 前処理，ハイブリダイズ温度な

ど染色条件の検討を試みたが，この時点で

は良好な染色結果が得られなかった． 

⑦新規プローブと miR-199a のハイブリが成

功しているか否かに関して検索したとこ

ろ，ハイブリ自体がうまくいっていないこ

とが判明した（蛍光顕微鏡による観察）． 

⑧原因究明のためプローブ提供企業と協議

しつつ，新たなプローブの設計も着手した． 
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①新しく miR199a-5p LNA/DNA probe （Exiqon

社）を作製し，1998～2005 年に当大学病院

で外科的切除された胃癌45症例の10%ホル

マリン固定病理組織切片を用いて 199a-5p

の発現を検討した．同時に Brm 発現に関し

免疫組織化学的に検討した．判定は陽性細

胞の割合により，miRNA199a は-（陰性），+

（＜30％），++（30％～60％），+++（60％

≦），Brm は 1（陰性），2（＜10％），3（10％

～50％），3（50％～90％），5（90％≦）に

分けた． 

②Brm 発現強度 5では，199a 発現-（3/8，38％），

+（1/8，12％），++（0/8，0％），+++（4/8，

20％），同 4では，-（2/9，22％），+（2/9，

22％），++（4/9，45％），+++（1/9，11％）

であり，miRNA199-5p と Brm 発現との相関

性は認められなかった．組織型との関連性

では，印環細胞癌および粘液癌で陰性傾向

を示した（各 n=4）． 

③C 型肝炎由来肝細胞癌では，HCV ゲノムの

発現制御に miRNA199a が関与するとの報告

がある．そこで 2012 年に当大学病院で外

科的切除された 11 症例を対象に，10%ホル

マリン固定病理組織切片を用いて 199a-5p

に関し発現検討し，肝硬変部と癌部を比較

した． 

④肝硬変部は 5/11（45％），癌部は 6/11（55％）

で陽性となり差は認めなかった． 

⑤今回の検討で新たなプローブの有効性が

確認された．以前報告した食道癌における

Brm と miRNA199a の逆相関は胃癌では見出

されなかった．C 型肝炎由来肝硬変と肝癌

における miRNA199a 発現の意義は今回の検

討からは不明であった． 
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