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研究成果の概要（和文）：【食道癌におけるmiRNA発現の解析Total RNA抽出と網羅的解析】食道癌切除症例約100症例
のtotal RNAを抽出。miRNAの候補検索にmiRNA microarrayを用い、臨床検体にて発現量に差があるmiRNAを網羅的に同
定。pick upしたmiRNAについて定量的RT-PCR法を用いてvalidationを行い、いくつかのmiRNAに関して妥当性を検討し
た。【mTORを標的とするmiRNAとの相互的な発現制御機能の解明】上記にて同定されたmiRNAに対してmTORを標的とする
か検証を行うため細胞株による実験を行っている。

研究成果の概要（英文）：【RNA isolation and microarray profiling in esophageal cancer.】The miRNAs were 
extracted from formalin-fixed paraffin- embedded (FFPE) esophageal tissues(n=100). Using miRNA 
microarray, We identified miRNAs with the difference to expression in clinical specimens. Validation of 
some miRNAs was done by qRT-PCR in tumors and normal tissues. Furthermore, An analysis of overall 
survival(OS) demonstrated that the low miR-X expression group had a significantly poorer prognosis than 
the high expression group. Similarly, the positive mTOR group had a signficantly poorer prognosis of OS 
than the low expression group.
【Regulation of mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling by miRNAs in esophageal cancer】Using 
human esophageal squamous cell carcinoma cell lines, we confirmed relations of some miRNAs and mTOR. 
After the cells were transfected with miRNA Precursor Molecule using the Lipofectamine transfection 
reagent, we confirmed an inverse correlation between some miRNAs and mTOR in vitro.

研究分野： 消化器外科学
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１． 研究開始当初の背景 
＜microRNA による mRNA の制御＞ 
近年、ゲノム情報発現の新たな調節・制
御分子として microRNA（miRNA,miR）
が注目されている。miRNA とは、20-24
塩基からなる極めて短い RNA であり、
non-cording RNA の 一 種 で あ る 。
miRNA は標的 mRNA の 3’ 非翻訳領
域（UTR）に結合し、RNA 干渉（2006, 
novel prize）のメカニズムにより生理的
に転写後の制御を行っている。ヒトでは
これまで 1000 種類以上の miRNA が発
見されている。各 miRNA はそれぞれ
100 種に近い cording 遺伝子の mRNA
を標的としており、cording 遺伝子との
間で複雑な遺伝子発現ネットワークを
形成していることが推察される(図 1. )。
医学的に見た場合にも、癌をはじめ様々
な疾患にてmiRNAの発現異常が観察さ
れている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜食道癌におけるmiRNAの発現異常＞ 
われわれは臨床検体を用いて、食道扁平
上皮癌患者において正常組織と比較し
て癌組織で miR-21 が高発現し、その標
的遺伝子として、細胞質内で蛋白質合成
の開始を阻害し、細胞核内で AP-1、SP-1
および p53 など複数の転写制御因子の
活性を阻害する PDCD4 を同定した
(Hiyoshi et al. Clin.Cancer Res. 2009）。
さらに食道癌患者における別の miRNA
の発現異常として、miR-99a を同定した
（図２）。miR-99a 高発現群は低発現群
に比べ予後が良好であった（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

＜食道癌における mTOR の発現意義＞ 
mTOR は約 290kDa の巨大な serine／
threonine タンパク質リン酸化酵素であ
る。PI3K/Akt 経路のの下流に位置し、
mTOR のエフェクター分子である
p70S6 kinase と 翻 訳 開 始 因 子
eIF4E-binding protein (4E-BP1)を介し、
タンパク質翻訳制御を行うことで主に
細胞増殖に関与する。我々は食道癌細胞
株と、臨床検体を免疫染色し、mTOR の
activation が食道扁平上皮癌の患者に関
連していることを明らかにし、術前治療
の無い食道扁平上皮癌の検体を用いて
p-mTOR の免疫染色を施行したところ、
陽性率は 71 例／143 例(49.7%)であった。
また p-mTOR 陽性例は陰性例と比べ有
意 に 予 後 不 良 で あ っ た ( 図 4) 
[Hirashima K et al. Ann Surg Oncol. 
2010 

 
mTOR シグナル経路は様々な癌種にお
いて重要な変化であるにも関わらず、食
道癌における mTOR と miRNA を用い
た研究は皆無である。これまで報告され
ている基礎研究や他癌種での研究結果
を考慮すると、p-mTOR の発現は、1. 不
良な予後、2.細胞増殖増強、3.抗癌剤感
受性の増強、4.放射線感受性の増強など
と関連があることが予想される。
miRNA replacement therapy は現在開
発段階であり報告が少ないが、miRNA
の補充によって標的遺伝子が抑制され
ている。今回 mTOR を標的とした
miRNA を補充することにより、mTOR
が抑制され治療効果を認めることが予
想される。 
 
 

図 1.microRNA の発現と制御機構  

2006 Nature Rev Cancer 

図 2. 食道癌における mir-99a の発現 

図 3.miR-99a の発現と予後 

図4.食道癌におけるp-mTORの発現



２．研究の目的 
食道癌における mTOR 発現の重要性と
mTOR 阻害剤（RAD001）について研究
報告してきており、食道癌において、
miRNA と mTOR の関係は明らかにな
っていない。本研究は、食道癌において
miRNA と mTOR の制御機能を解明し、
miRNA を用いたがんに対する治療につ
いて研究する。具体的な研究項目は、①
mTOR を標的とする miRNA 発現の解
析、②miRNA と mTOR の相互的な制御
機能の解析、③miRNA を標的とした治
療に対する検討、の 3 つである。 
 

３．研究の方法 
①食道癌における miRNA 発現の解析
Total RNA 抽出と網羅的解析 
食道癌手術切除症例から total RNA を抽
出。miRNA の候補検索には、miRNA を登
録管理している Sanger Institute から
発信されている最新versionを参考にし
た miRNA microarray（3D-Gene Human 
miRNA kit、TORAY）を用い、ヒ臨床検体
にて miRNA の発現の差異を解析し、発現
量に差がある miRNA を網羅的に同定。 
 
② in vitro において、miRNA と mTOR の
相互的な発現制御機能の裏付けを行う。
食道癌細胞株の p-mTOR 発現レベルを測
定し、in vitro での癌細胞浸潤能、増殖
能、細胞サイクル、アポトーシス抑制能
などとの関係を評価する。 
 
③p-mTOR 発現食道癌細胞株をヌードマ
ウスに皮下注し、食道癌モデルを作製し、
miRNA 補充（miRNA replacement therapy）
による治療効果の検討を行う。 mTOR 阻
害剤による研究の経験を踏まえ、mTOR
を標的とするmiRNAを補充することによ
る、in vivo での治療効果や有害事象の
検討を行う。 
 

４．研究成果 
 【食道癌におけるmicroRNA発現の解析
Total RNA 抽出と網羅的解析】 
術前治療を行っていない食道癌手術切
除症例約 100 症例の total RNA を抽出し
た。miRNA の候補検索には、miRNA を登
録管理している Sanger Institute から
発信されている最新versionを参考にし
た miRNA microarray（3D-Gene Human 
miRNA kit、TORAY）を用い、ヒト臨床検
体にて 10 例程度での miRNA の発現の差
異を解析し、発現量に差がある miRNA を
網羅的に同定した。 pick up した
microRNA について残りの 90 例で定量的
RT-PCR 法を用いて validation を行い、
いくつかのmiRNAに関しては妥当性を検
討した。 
【mTOR を標的とする microRNA との相互

的な発現制御機能の解明】上記にて同定
された miRNA に対して mTOR を標的と 
するか検証を行う、miRanda、TargetScan
などのコンピューターデータベースを
用いて検索し、細胞株による実験を行っ
ている。in vitro での癌細胞浸潤能、増
殖能、細胞サイクル、アポトーシス抑制
能などとの関係を評価し、Pre-miR など
を導入することでその変化を確認して
いる現状である。 
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