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研究成果の概要（和文）： 本研究の目的は食道癌に対する実用可能な放射線化学療法の新規感受性バイオマー
カーと治療標的分子の同定することである。代表者は、基盤C課題番号23591843で食道癌細胞株の放射線感受性
を制御する候補microRNA miR203aを同定した。本研究では、miR-203a低発現の放射線抵抗株TE1で放射線感受性
有意な向上が認められ、miR203aは、放射線化学療法の新規感受性の重要なバイオマーカーと治療標的分子とな
りうることがIn Vitroで確認された。miR-203aの標的遺伝子であるLASP1、BMl1に関する検討では、放射線感受
性への関与が確認できず、臨床症例での確認は、未施行である。

研究成果の概要（英文）： We previously detected microRNA (miR)-203a as miR involved in 
radioresistance of esophageal cancer (ESC) cells (Grants-in-Aid for Scientific Research, 20380454).
 Purpose of this study is to identify new radiosensitive biomarker and treatment target relating 
chemoradiation for ESC. The expression of miR-203a was significantly lower in TE1 (Radioresistant 
ESC cell line) and higher in TE9 (Radiosensitive ESC cell line). On colony formation assay, 
overexpression of miR-203 impaired resistance to radiation in TE1. MiR-203 was identified as the 
downregulated miR in radioresistant cell line compared to radiosensitive cell line. Overexpression 
of miR-203 increased radiosensitivity of ESC cell lines. Our findings indicate that miR-203 can be a
 target for overcoming the radioresistance of ESC. We also evaluated expression of LASP1 and BMl1 
which are target gene of miR-203a, however, we could not obtain the clear result that LASP1 and BMl1
 might be radiosensitive gene in ESC cell lines.
 

研究分野： 放射線腫瘍学
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１． 研究開始当初の背景 
食道扁平上皮癌（臨床病期Ⅱ-Ⅲ）に対す

る根治的化学放射線療法の第Ⅱ相試験
（JCOG9906）では、5年生存率は 37%で、治
療成績は不良である。治療耐性獲得に、遺伝
子異常の関与があり、1例として、TP53 変異
が細胞周期チェックポイント不活化やアポ
トーシス抑制を来し、治療耐性となる。治療
成績向上のために、放射線治療効果や副作用
のリスクと相関したゲノム構造の多様性に
関する研究が進行中で、放射線感受性関連遺
伝子として BIRC2,COX-2, CD73,PLAU, CAS6
等が報告されている。遺伝子制御機構におい
て、転写調節因子 microRNA (miR)が注目され
ているが、miR は癌組織中で安定発現する為、
治療感受性予測マーカーや治療標的因子と
しての臨床的有用性が期待される。放射線科
感受性を制御する miR および miR-遺伝子
pathway について、包括的・統合的解析の研
究は少なく、申請者グループにおいて研究が
進行中であり、感受性・抵抗性を効率よく制
御しうる「真の標的因子」となることが期待
され、臨床的意義を有することを確信してい
る。代表者は、「食道癌放射線治療成績向上
のための放射線感受性制御 micro RNA と遺伝
子の解明（基盤 C課題番号 23591843,平成
23-25 年）」の助成をいただき、食道癌細胞株
にマイクロアレイを実施し、放射線感受性を
制御する候補 miR hsa-miR-203a, hsa-miR 
-27a-3p, hsa-miR-205-5p を In vitro にお
いて同定した(未発表）。これらの miR の食道
扁平上皮癌の放射線感受性の報告はなく、新
規バイオマーカー、治療標的因子としての可
能性が期待され、In vivo,臨床症例での検討
が必要と考えられた。 
 
２． 研究の目的 
(1)放射線耐性および感受性食道癌株化細胞
を用いて、In vivo における放射線感受性関
連候補miRの Pathwayとその分子機構を明ら
かにすること 
 
(2)更に当院食道癌症例原発巣における放射
線感受性関連候補miRに関する統合解析を行
うことである。最終的には、食道癌に対する
実用可能な放射線化学療法の新規感受性バ
イオマーカーと治療標的分子の同定へとつ
なげたい。 
 
３．研究の方法 
食道癌株への候補 miR の過剰発現・ノックダ
ウンによる放射線感受性に関する in vivo 解
析 
申請者のアレイ解析の結果より得られた

放射線感受性関連候補となった 3 つの miR  
hsa-miR-203a,hsa-miR-27a-3p,hsa-miR-205
-5p について、強制発現株 or 抑制株をマウス
に移植し、放射線感受性の変化を In vivo で
確認し、候補 miR をさらに絞り込む。強制発
現株 or 抑制株 対 コントロール群の gene 

expression array を行うことで放射線感受
性関連 miR が影響する標的遺伝子および
pathway を同定する。包括的解析結果より、
放射線抵抗性 miR-制御遺伝子パスウェイ候
補を絞り込み、その候補が、新たな治療標的
となりうるか検討する。 
 
当院食道扁平上皮癌症例の放射線治療感受
性と原発巣 miR-遺伝子発現との相関関係の
解析 
当院食道扁平上皮癌原発巣の生検検体や

パラフィン切片において、放射線感受性の制
御を司る候補となった 3つの miR hsa-miR 
-203a,hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-205-5p-遺
伝子発現に関する包括的解析を行い、放射線
治療感受性との関連性について統合解析し、
放射線治療の感受性予測マーカーや治療法
的としての意義と臨床的有用性について検
討したい。 
本研究は根治的化学放射線療法の治療成

績向上を目的とするため、標準的な根治治療
対象の臨床病期Ⅱ-Ⅲ期（T4 症例を除外、UICC
第 7版）の食道扁平上皮癌の原発巣を対象と
する。 
治療感受性群と耐性群の 2群間で、マイク

ロアレイと遺伝子解析を行い、同定された
miRと遺伝子異常の相互関係をPathyway解析
で見出したい。 
Pathway 解析・統合解析は、東京大学医科

学研究所と共同でスーパーコンピューター
を使用させていただき研究を行う。 
 
４. 研究成果 
(1)放射線耐性食道癌細胞株 TE1 と放射線感
受性 TE9 での miR-203a 発現検定を施行し、
放射線抵抗株 TE1 では、miR-203a 低発現、放
射線感受性株 TE9 では、miR-203a 高発現を確
認した。 
放射線抵抗株 TE1 で miR-203a を強制発現

させ、放射線抵抗性→感受性に転換するかの
検討するためコロニー形成法で放射線感受
性検討した。結果として、miR-203a を強制発
現株で、コントロール群と比較して放射線感
受性の有意な向上が確認された。放射線感受
性株 TE9 の miR-203a 強制発現させた。
miR-203 そのものによる足場依存性の増殖抑
制効果を認めたが放射線感受性株TE9におい
ても感受性向上傾向を認めた（有意差なし）。 

 

TE1（放射線抵抗性株） 



放射線抵抗株である TE1 に miR203 を導入
すると、有意に生存率が低下し、放射線感受
性の向上を認めました。 
 

 

TE9（放射線感受性株） 

 

TE9 でも放射線感受性が改善する傾向を認
めました。有意差はでませんでしたが、元々
が感受性であるため差がでなかった、とも考
察できます。TE9のmiR-203a発現阻害すると、
放射線感受性→抵抗性になるか検討のため
に、様々な実験条件の変更を行ったが、
miR-203a発現低下TE9細胞株を樹立不可能で
あった。TE1,9 細胞株以外の TE4,5,11 におい
て、miR-203a を強制発現させ、コロニー形成
法で放射線感受性を検討した。結果として、
TE4,5 では有為な放射線感受性の改善は認め
なかったが、TE11 では放射線感受性の有意な
向上が確認された。 
 

 

TE11（放射線抵抗性株） 

 

TE11 では miR203 を導入により有意に生存
率が低下し、放射線感受性の向上を認めまし
た。 
TE4,5,11 において、miR-203a の標的遺伝

子である LASP1 の発現の変化を RT-PCR で確
認し、発現量の低下傾向を認めたが、有意差
は確認できなかった。他の miR-203a のター
ゲット遺伝子候補である BMl1 でも RT-PCR を
施行するも、いずれの食道癌細胞株でも発現
低下が確認できなかった。 
 

(2)報告書作成時点で、miR-203a inhibitor
も標的遺伝子の発現量の変化で work してい
ることを再確認する実験を再計画中であり、

発現量低下が確認できれば、阻害実験を改め
て再開し、実際の食道扁平上皮癌放射線治療
の臨床症例で感受性  vs. 抵抗性群で
miR-203a 発現が異なるか検討する方針。 
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