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研究成果の概要（和文）：
対象 20 症例中 18 症例において、正常上皮と比較して癌組織で microRNA-21(miR-21)が高発現していた。
特にリンパ節転移陽性例、または静脈侵襲陽性例では有意に発現が高かった。また、7 種類の食道癌細胞株
はいずれも miR-21が高発現していた。Anti-miR-21-inhibitorをトランスフェクトして miR-21の発現を抑
制した細胞は、増殖能ならびに浸潤能が有意に抑制された。食道癌細胞株における Programmed Cell Death 
4(PDCD4)蛋白の発現と miR-21 の発現は有意に逆相関していた。Anti-miR-21-inhibitor をトランスフェク
トした細胞株では、PDCD4のmRNAは変化しなかったが、蛋白レベルでは PDCD4の発現が有意に増加し
た。また、PDCD4mRNAの 3’-非翻訳領域を導入したルシフェラーゼ活性が有意に増加した。食道扁平上皮
癌 120例で PDCD4免疫染色を行うと、正常上皮と比較して食道扁平上皮癌では PDCD4発現が減弱して
おり、PDCD4陰性例は陽性症例よりも進行症例が多く、予後不良であった。miR-21は PDCD4などの
癌抑制遺伝子を翻訳レベルで抑制していると考えられた。miR-21 が食道扁平上皮癌治療における新た
なターゲットとなる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：
Among 20 paired samples, 18 cancer tissues overexpressed miR-21 compared with matched normal
epitheliums. Especially, patients with lymph node metastasis or venous invasion showed high
expression of miR-21 significantly. All 7 ESCC cell lines also overexpressed miR-21 and
anti-miR-21 transfected ESCC cells showed significant reduction in cellular proliferation and
invasion. The PDCD4 protein in ESCC cells have inverse correlation with miR-21 expression
significantly. Anti-miR-21 transfected ESCC cells increased PDCD4 protein without differences
of PDCD4-mRNA and increased a luciferase-reporter activity containing the PDCD4-3’-UTR region.
Among 120 ESCC samples, immunohistchmeistry study revealed that patients expressed PDCD4 protein
prolonged survival compared with negative. Our results suggest miR-21 plays a pivotal role in
progression of ESCC, and it might serve as a novel therapeutic target.
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１．研究開始当初の背景
(1)RNA干渉からmicroRNA(miRNA)への研究背景
過去40年以上もの間、癌に関連する遺伝子の解析

が行われてきたが、未だ不明な点が数多くある。ゲノ
ム・プロジェクトにより、すべての遺伝子が明らかにさ
れ、それに基づくmicroarrayの導入により癌関連遺伝子
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の研究はさらに加速されてきた。2006年のnovel
prizeにc.elegansにおけるRNA干渉の発見に対し
てAndrew Z. Fire, Craig C. Mello教授に授与が
決まり、RNA干渉による遺伝子の発現制御の
systemはより周知されたところであり、RNA干渉
を人工的薬剤として臨床に応用する研究が進め
られている。これまでのRNA研究の中で、約22前
後の塩基配列をもつsmallRNAで、タンパク質の翻
訳されないNon-coding RNA(ncRNA)が数多く存在
することが分かっていたが、機能的意義はないと
して無視されてきた。しかし最近、このncRNAが
生理的環境の中で発現し、RNA干渉のメカニズム
により、生理的に転写後の制御を行っていること
が分かりmicroRNA(miRNA) として注目されてい
る。
miRNAは生命現象を根本的に制御している可能性があ
り、個々のmiRNAの機能を証明することは重要と考えら
れる。

２．研究の目的

タンパク質の翻訳されないNon-coding RNA(ncRNA)が
数多く存在し、生理的環境の中でRNA干渉のメカニズ
ムにより、転写後の制御を行っていることが分かり
microRNAとして注目されている。ここ数年、数種類の
腫瘍において特異的にmicroRNAが発現制御されてい
ることが報告されている。miRNAsの発現はoncogenes
とtumor suppressor genesの両面に作用し、癌の進展
増悪に関与している可能性がある。これまで、消化器
癌領域においてmicroRNAs研究は、詳細な解析が行わ
れていない。今回、食道癌、胃癌、大腸癌、肝臓癌、
胆管癌、膵臓癌などの消化器癌の臨床組織検体を用い
て解析し、癌および臓器特異性のあるmicroRNAを同定
していくことを目的とする。また、microRNAのターゲ
ットを明らかにし、microRNAの本来の機能解析を行っ
ていく。将来、microRNAを用いた診断・治療への応用
の可能性を追求していくことを最終目的とする。

３．研究の方法
1. 消化器癌におけるmiRNAの機能解析およびその
ターゲット遺伝子検索
消化器癌の組織検体を用いて、microRNAを引き続き
同定していくが、これまでの検索結果により、癌に特
異的なmicroRNAがいくつか同定されてきた。Sanger
Institute の microRNA の data base を 用 い た
Bioinformatics analysisを行い、microRNAのターゲッ
ト遺伝子の検索を行うこととする。候補遺伝子の3’UTR
の 領 域 を pMIR-REPORT(Ambion)vector に 挿 入 し 、
Luciferase assayを行い、microRNAのターゲット遺伝
子の確証を行う。機能解析の手法としては、endogenous
microRNAの発現が抑制されている場合には、Immature
microRNA precurssorもしくはそれを組み込んだ発現
vectorを直接細胞内にtransfectionするか、mature
formをtransfectionを行い、RNA干渉によるターゲット
遺伝子の発現を制御する細胞を構築し機能評価してい
く(gain of function)。一方、endogenous miRNAの発
現が増強している場合には、o-methyl修飾し安定化し
たanistense-oligo
nuculeotideを細胞内にtransfectionを行う。この
microRNAレベルの機能制御を軸に、癌細胞増殖・転移
活性機能解析を行っていく。さらにmicroarrayなどに
よる網羅的解析により、遺伝子の発現の変化でターゲ
ットを予想することができる。

４．研究成果
A. Real-time PCR による食道扁平上皮癌と正常
粘膜でのmiRNA発現解析
食道扁平上皮癌特異的に発現する miRNA を同定す
るため、real-time PCRを用いて 5症例(癌部 5サンプ
ルと正常粘膜 5 サンプル)の miRNA 発現を解析した。
解析した miRNA の種類は、これまでの報告がある
miR-21、miR-101、miR-148a、miR-200b、miR-223
を検討した。5種類のmiRNAのうちmiR-21は、５症

例前症例で正常粘膜よりも癌部で高発現しており、統計学
的にも有意差を認めた。残りの 4 種類の miRNA は正常粘
膜と癌部で発現に有意差を認めなかった。この結果より、
以後はmiR-21の解析を進めた。

B. 食道扁平上皮癌におけるmiR-21発現の意義
術前治療を施行されていない食道扁平上皮癌 20 症例の切
除検体を用いて real-time PCRでmiR-21の発現を解析し
た。正常粘膜と癌部との比で表し(T/N ratio)、臨床病理学
的因子との関連を検討した。静脈侵襲陽性例、リンパ節転
移陽性例では有意に miR-21 が高発現していた。食道扁平
上皮癌細胞細胞株、胃癌細胞株、大腸癌細胞株における
miR-21発現を real-time PCRで解析した。中でも食道扁平
上皮癌細胞株においてはU6Bと比較し約 200-1000倍以上
の高発現を示した。
C. In situ hybridization法における食道扁平上皮癌にお
けるmiR-21の発現解析
miR-21 の発現を可視化するためにホルマリン固定パラフ
ィン包埋切片で LNA probeを用いて in situ hybridization
を行った。癌部に一致して miR-21 の高発現を認めた。正
常粘膜では基底膜の付近にわずかな miR-21 の発現を認め
た。一方、癌部では癌細胞優位の部分の方が間質量の多い
部分よりmiR-21の発現量が多かった。

D. Anti-miR-21 inhibitorを用いたmiR-21の機能解析
食道扁平上皮癌における miR-21 の機能を明らかにする
ため、食道癌細胞株に anti-miR-21 inhibitorをトランスフ
ェクトすることで miR-21 の発現を抑制し、増殖・転移能
の解析を行った。TE-6、TE-8、TE-10 を増殖能の解析に、
TE-11 を転移能の解析に用いた。TE-11 は matrigel 
invasion chamber への良好な浸潤性を示し、 invasion 
assay に適していたためこれを用いることにした。
Anti-miR-21 inhibitorをトランスフェクトし 48時間後に
real-time PCR で解析すると、いずれの細胞株においても
miR-21 の発現が有意に抑制された。トランスフェクト 72
時間後に行った増殖活性において、TE-6, TE-8, TE-10全て
において有意に増殖が抑制された。また、TE-11 の浸潤能
は有意に減少した。

E. 食道癌細胞株におけるmiR-21の発現とPDCD4蛋白
発現の相関

Sanger が 提 供 し て い る プ ロ グ ラ ム :miRbase 
(http://microrna.sanger.ac.uk/)を利用してヒトの miR-21
の標的遺伝子を予測すると、1000個の遺伝子がヒットした。
そのうち、プログラム上優先度が高く、癌との関連が深い
と考えられた Programmed Cell Death 4(PDCD4)につい
て解析した。PDCD4 のｍRNA の 3’-非翻訳領域(228-249
には miR-21 との結合部位が存在する。この miRNA 配列
は不完全ながらも mＲＮＡに対して有意の相補性があり。
結合された mRNA は翻訳されずに遺伝子発現が減少する
と考えられている。
また、miRNAの最初の 8-10塩基は相補性を示し、seed配
列と呼ばれる。食道癌細胞株における miR-21 発現と
PDCD4発現の相関を検討した。miR-21の発現は real-time 
PCRで解析し、PDCD4の発現はWestern blottingで解析
した。両者の相関をピアソンの相関係数を用いて解析する
と、r=-0.755、p=0.048で有意な逆相関係数であった。

F. miR-21による PDCD4発現制御機構の解析
食道扁平上皮癌細胞株 TE-10 を用いて miR-21 による

PDCD-4 発現制御機構の解析を行った。Anti-miR-21 
inhibitorを TE-10に遺伝子導入を行い、miR-21を有意に
抑制させると、PDCD4 mRNAの発現は変化しなかったが、
PDCD4の蛋白レベルは有意に発現が増加した。次に、ルシ
フェラーゼの翻訳配列の下流に PDCD4の 3’-非翻訳領域の
全長を導入した plasmid を作製した(Luc-PDCD4-Wt)。さ
らに、miR-21 結合部位の seed 配列を欠損させた変異
plasmid を 作 製 し た (Luc-PDCD-d) 。 TE-10 に
Luc-PDCD4-Wtと anti-miR-21 inhibitorを遺伝子導入を
行ったところ、コントロールと比較してルシフェラーゼ活
性が 有意に増加し たが、 Luc-PDCD4-d の場合 は
anti—miR-21 inhibitor を遺伝子導入してもその活性は変



化しなかった。

G. 食道扁平上皮癌における PDCD4発現の意義
食道扁平上皮癌における PDCD4 発現の意義を明ら
かにするため、免疫染色による PDCD4 の発現解析を
行い、さらに PDCD4 発現と臨床病理学的因子、予後
との相関を解析した。術前治療を行われていない食堂
扁平上皮癌症例 120例で PDCD4の免疫染色を行った
ところ、ほとんどの症例で食道扁平上皮の核に染色を
認めた。一方、癌部では正常上皮と同様に核に PDCD4
の発現を認める症例と、発現が現弱～欠損している症
例が認められた。癌部における PDCD4 陽性細胞率を
25%カットオフで 2 群に分けると、61 例(50,8%)が陽
性で 59例が陰性であった。次に PDCD4発現を陰性、
陽性に分け、対象 120例の臨床病理学的因子との関係
を検討した。PDCD4 陰性例は陽性例と比較して、有
意に壁深達度が深く(p<0.0001)、リンパ節転移が多く
(p=0.001)、stage が進行しており(p<0.0001)、静脈侵
襲例が多かった(p<0.0001)。さらに、PDCD4 陰性例
は陽性例と比較して、disease free survival、overall 
survivalともに有意に不良であった(log-rank p<0.05)。

H. 考 察
これまでに報告された癌と miRNA の研究では、
miR-21は乳癌、脳腫瘍、肺癌、前立腺癌、卵巣癌、膵
癌、大腸癌、胃癌、胆管癌、肝細胞癌、頭頚部癌、白
血病など多種多様な悪性腫瘍で共通して高発現するこ
とが分かっている。miR-21は癌化、増殖、浸潤、転移
などの癌の進展プロセスにおいて重要な役割をもつ癌
遺伝子として働いていると考えられる。いくつかの癌
腫において miR-21 の高発現が予後不良因子であると
示されている。今回の解析の症例数は 20例と少数であ
り、観察期間も不十分であるため、予後との相関を解
析することは困難である。しかし、リンパ節転移陽性
例、静脈侵襲陽性例において miR-21 が有意に高発現
していたこと、また、予後に相関する癌抑制遺伝子
PDCD4をmiR-21が抑制していたことより、食道扁平
上皮癌においても miR-21 が予後不良因子である可能
性がある。PDCD4 は、本来、マウスの細胞培養モデ
ルで細胞の形質転換を抑制する分子として同定された。
PDCD4 はいくつかの癌で発現が抑制あるいは欠損し
ていると報告されており、また、マウス皮膚癌モデル
に異所性の PDCD4 を発現させると腫瘍形成が抑制す
ることが示された。分子レベルでは、PDCD4 は翻訳
開始因子である eukaryotic initiation factor 4a 
(eIF4a)と結合してこれを抑制することでタンパク質
の翻訳を抑制する。さらに、PDCD4は転写因子 AP-1
を抑制したり、cyclic- 
dependent kinase inhibitorである p21の発現を誘導
したりすることが分かった。結果的に PDCD4 の発現
が低下すると、これらのいくかのメカニズムで癌の進
展につながることになる。今回、免疫染色で食道扁平
上皮癌における PDCD4 の意義を検討して、PDCD4
発現陰性例は陽性例と比較して有意に腫瘍の壁深達度
が深く、リンパ節転移が多く、予後不良であった。こ
のことは、食道扁平上皮癌において PDCD4 が重要な
癌抑制遺伝子として作用していることを示唆している。
乳癌、大腸癌においても PDCD4 が miR-21 の標的遺
伝子であるとの報告もある。他に、miR-21の標的遺伝
子 と し て 、 こ れま で phosphatase and tensin 
homologue (PTEN)、tropomyosin1(TPM1)、mapsin
などが報告されている。
今回、我々は食道扁平上皮癌における miR-21 の標的
遺伝子として PDCD4 を解析した。miRNA による遺
伝子制御は一般的に、一つのmiRNAが多くのmRNA
を調整する“多様性”や、ある一つの遺伝子を制御す
るために複数のmiRNAが共同的に相互作用する”共同
性”の両側面を持っている。miR-21 の標的遺伝子とし
て、まだ解明されていない新たな標的遺伝子が多く存
在すると予想される。将来的に、miRNA 研究はがん
治療に応用される可能性があるが、臨床応用を考慮す
るにあたって、この多様性と共同性は非特異的な点で

治療のデザインとして難儀することが予想される。
つまり、抗腫瘍効果としてひとつの有益な作用を持ってい
たとしても、他に多くの遺伝子を標的として副作用を惹起
することが予想される。一方、今回の miR-21 のように複
数の癌抑制遺伝子を標的遺伝子を標的としている miRNA
を抑制することによって、単数の分子標的治療よりも大き
な効果を生み出すことが可能かもしれない。本研究によっ
て miR-21 に代表される miRNA は、食道扁平上皮癌を含
む様々な癌腫における癌治療の有用なターゲットとなり得
ることが示された。今後、消化器癌における新たな診断・
治療法の確立を目指していきたい。
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