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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌臨床サンプルにおいて、発現量が有意に変化していたmicroRNAのうち、３種
が癌細胞の増殖に関与すること、２種が癌細胞の遊走に関与することを見いだした。さらに、食道扁平上皮癌細胞にお
けるこれらのmicroRNAの標的遺伝子を網羅的に同定した。上記中で最も顕著な効果を発揮した、遊走抑制能を有するmi
croRNAの標的遺伝子をそれぞれノックダウンし、遊走能に関わる遺伝子を同定したところ、２種の細胞外分泌に関わる
遺伝子が食道扁平上皮癌細胞の遊走能を促進することを新たに見いだした。以上より、食道扁平上皮癌細胞が細胞外分
泌システムを利用して自身の遊走能を促進する可能性を初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the microRNAs whose expressions are changed in human esophageal squamous cell c
arcinoma as compared with neighboring normal tissues, I found that three microRNAs are involved in cancer 
cell survival and proliferation and other two microRNAs are involved in cancer cell migration. Furthermore
, I comprehensively identified target candidate genes degraded by these microRNA in esophageal squamous ce
ll carcinoma cells. Migration of esophageal squamous cell carcinoma cells was inhibited by each knockdown 
of two target genes among six target genes of the microRNA, which was most potently inhibited cancer cell 
migration. As these target genes play important roles on exosytic release, my findings show for the first 
time the possibility that esophageal squamous cell carcinoma cells accelerate cancer cell migration throug
h exosytic release system.
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１．研究開始当初の背景 

 食道癌は男性に多く、発生頻度・死亡者
数で 7 番目に多い癌である。近年の外科治
療及び放射線化学療法の進歩にも関わらず、
高頻度に遠隔転移・再発を起こす傾向のあ
る悪性度の高い癌であり、予後は悪く、日
本食道癌登録 (Comprehensive Registry of 
Esophageal Cancer in Japan 1998, 1999, 
http://www.esophagus.jp/pdf_files/CREC
_JPN_3rd.pdf)で食道癌切除後の5年生存率
は 36％、放射線化学療法のみの場合の 3 年
生存率は約 30％である。それゆえ、食道癌
患者の予後改善には、既存治療法の改良及
び新しい治療法の開発が必要であり、その
為には食道癌の病態のより深い理解と情報
が不可欠である。近年、タンパク質をコー
ドしないにもかかわらず、がんの発症・悪
性化等に重要な役割を果たす短鎖の
non-coding RNA、 microRNA (現在までにヒ
トにおいて約 1,000 種類)が発見され、これ
まで単なる伝達役に過ぎないと考えられて
きた RNA の機能性に着目した新たな生命科
学の展開に大きな期待が寄せられている
(Tsuchiya et al., J. Pharmacl. Sci. 2006)。
しかしながら、食道扁平上皮癌における
microRNA の役割についてはほとんど明らか
になっていなかった。 

２．研究の目的 

食道扁平上皮癌におけるmicroRNAの役割は
未だほとんど明らかになっていないことか
ら、研究代表者が発見した食道扁平上皮食
道癌におけるmicroRNAの有意な発現量変化
が食道扁平上皮食道癌の増殖や悪性度に及
ぼす影響とその分子メカニズムを明らかに
することを目的として解析を行った。 

３．研究の方法 

（１）合成 microRNA を食道扁平上皮癌細胞
株に導入し、癌細胞増殖及び遊走能におけ
る影響をそれぞれ WST1 assay と transwell
を用いた migration assay 法を用いて調べ
た。 

（２）食道扁平上皮癌における microRNA の
標的候補遺伝子を見いだすため、合成
microRNA を導入した際の遺伝子発現プロフ
ァイル変化を網羅的発現比較解析から同定
した。 

（３）食道扁平上皮癌における標的候補遺
伝子の機能・役割を調べるため、small 
interfering RNA (siRNA)を用いて loss of 
function 解析を行った。 

（４）標的遺伝子に対する抗体を用いて食
道扁平上皮癌臨床サンプルにおける免疫染

色を行った。 

４．研究成果 

（１）食道扁平上皮癌の臨床サンプル（n = 
82）において正常組織と比較して有意に発
現量が変動した複数のmicroRNAを同定した。
まず、細胞生存・増殖の指標である WST-1 
assay を用いて、これらの microRNA が食道
扁平上皮癌細胞の増殖に及ぼす影響を、合
成microRNAを食道扁平上皮癌細胞株に導入
して調べたところ、３種の microRNA（いず
れも癌組織で発現低下）の導入によりそれ
ぞれ食道扁平上皮癌の細胞増殖が有意に抑
制されることを見いだした。次に、トラン
ズウェルを用いた癌細胞の遊走活性評価系
を構築し、癌細胞の遊走活性に及ぼす効果
を検証したところ、別の microRNA（癌組織
で発現亢進）が癌細胞の遊走を促進、さら
に別の microRNA（癌組織で発現低下）が癌
細胞の遊走を抑制することを見いだした。 

（２）microRNA の作用は mRNA の 3’ 
untranslated region (UTR)に相補配列依存
的に結合してmRNAを分解もしくはその翻訳
を抑制することにより発揮されることから、
５種のmicroRNAの食道扁平上皮癌における
標的mRNAを網羅的な発現比較解析を用いて
探索した。具体的には食道扁平上皮癌細胞
株に５種のmicroRNAをそれぞれ導入した際
の遺伝子発現プロファイル変化を捉え、導
入により発現が低下した遺伝子を抽出し、
さらにその遺伝子の3’ UTRに導入microRNA
と相補性を有する配列を有するかどうかで、
導入microRNAの直接的な標的候補遺伝子で
あるかどうかを推測した。その結果、それ
ぞれ 17、4、4（以上、癌細胞増殖抑制効果
を有する microRNA）、18（癌細胞遊走促進
効果を有する microRNA）、6（癌細胞遊走抑
制効果を有する microRNA）個の標的候補遺
伝子を見いだした。 

（３）上述の５種の microRNA の中で最も顕
著な効果を発揮した、癌細胞遊走抑制効果
を有する microRNA に着目し、その作用メカ
ニズムの解明を行った。具体的には loss of 
function 解析として siRNA を用いた標的遺
伝子のノックダウン実験を行ったところ、
６種の標的遺伝子の内、２種の標的遺伝子
のそれぞれのノックダウンにより食道扁平
上皮癌細胞の遊走能が有意に低下した。 

（４）さらに（３）の２種の標的遺伝子に
おいて、それぞれの特異的抗体を用いてヒ
ト食道扁平上皮癌臨床サンプルにおける免
疫染色を行ったところ、いずれにおいても
正常組織と比較して癌組織における発現亢
進が示唆された。 



以上の成果により、食道扁平上皮癌細胞が
細胞外分泌システムを利用して自身の遊走
能を促進している可能性が新たに見いださ
れた。 
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