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研究成果の概要（和文）：術前化学放射線療法を受けた食道扁平上皮癌症例の治療開始前組織生検標本を用い
て，７種類のバイオマーカー候補蛋白(P53，CDC25B，14-3-3sigma，P53R2，ERCC１，Gli1，Nrf2) の発現と治療
効果、予後の関連を検討した． P53(-)，P53R2(-)，ERCC1(-)が組織学的効果と有意に関連し，そのうち2～ 3種
類の蛋白発現が陰性である群の奏効率は100%で，有意な独立予後因子であった．ESCCの治療前生検組織標本にお
けるP53，P53R2，ERCC1の発現陰性群は，術前化学放射線療法症例の良好な効果および生存率の予測因子になる
可能性がある．

研究成果の概要（英文）：While chemoradiation therapy is one of the most useful treatments for 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC), it is important to predict response before treatment by 
using markers. Fifty-nine patients with ESCC were treated with neoadjuvant chemoradiation therapy. 
The expression of seven kinds of biomarker candidate proteins (P53，CDC25B，14-3-3sigma，P53R2，
ERCC１，Gli1，Nrf2) in biopsy specimens of untreated primary tumor was evaluated whether it 
correlates with the response and prognosis. 
CRT was significantly effective in p53 (-), p53R2 (-), and ERCC1 (-) tumors and p53 (-), p53R2 (-) 
and ERCC1 (-) were independent correlated factors for effective histological response. Their 
combined expression of three or two negative expressions had 100% effective response, and was 
significant prognostic factor. Our results suggest that three or two negative expressions of p53, 
p53R2, ERCC1 in biopsy specimens of primary tumors were associated with a favorable response to CRT 
for ESCC. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
消化器癌の治療では、手術・化学放射線療
法・化学療法による集学的治療法の確立が重
要である。化学療法および放射線療法の治療
抵抗性には DNA 修復因子が強く関与してお
り、治療感受性には DNA 修復因子の共役因
子 Ferredoxin reductase（Fdxr）を介した ROS
産生能によるアポトーシス誘導が必要であ
る。しかし、癌幹細胞内の ROS産生は低く保
たれ、Fdxr発現も低く保たれているため細胞
死誘導が必要である。したがって、消化器癌
の幹細胞における活性酸素産生能を標的と
した新しい治療体系を確立することが重要
となる。 
２．研究の目的 
本研究では、消化器癌幹細胞における治療感
受性と Fdxr発現を介した ROS産生能の関与
を明らかにし、消化器癌集学的治療の臨床応
用に発展させ、治療前に生検より採取した消
化器癌組織を用いて Fdxr発現を評価し、集学
治療における個別化を実践することを目的
とする。 
３． 研究の方法 
(1)癌幹細胞におけるFdxr発現の意義および
他マーカーとの関連性の解明 
①消化器癌細胞および組織における癌幹細
胞マーカー発現：消化器癌細胞および組織に
おける Fdxr 発現と既知の癌幹細胞マーカー
候補発現についての関連性を確認する．  
②EMT マーカーおよび間葉系マーカーの発
現確認：消化器癌細胞および組織を用いて
Fdxr 蛋白発現，非発現細胞の間で，EMT お
よび間葉系マーカーの発現確認を行う． 
③NF-E2-related factor2(Nrf2)発現との関連性
確認： ROS産生調節因子である Nrf2の発現
との関連性を確認する．  
④Microarray解析:以上の解析から大まかな関
連因子の同定を行うとともに、Fdxr高発現細
胞と低発現細胞間における DNA マイクロア
レイ，microRNA マイクロアレイを行い、関
連遺伝子、microRNAの網羅的な検索を行う．  
(2) Fdxr発現と治療抵抗性のメカニズム解明 
①Spheroid colony assayによる Fdxr発現機能
解析:Fdxr 高発現消化器癌細胞および低発現
細胞を用いてスフェア形成能の違いを確認
する． 
②両者間での DNA 損傷に対する修復能力の
違いについて検討する． 
(3)治療感受性症例の予測および治療抵抗性
症例に対する治療法の検討 
①組織検体を用いたマーカー発現による奏
功例，非奏功例の予測確認:現在までに化学放
射線療法後切除された症例の術前生検組織
および切除標本の残存癌細胞において予測
候補因子および関連幹細胞マーカー因子発
現を、治療前生検組織を用いて免疫染色法に
より確認し、術前化学放射線療法の効果と対
比する．  
 
４．研究成果 

(1)癌幹細胞における Fdxr 発現の意義および
他マーカーとの関連性の解明 
消化器癌細胞および組織における癌幹細胞
マーカーおよび間葉系マーカー発現につい
ては、Fdxr高発現食道癌細胞において、間葉
系マーカーVimentin、幹細胞マーカーOct4、
Sox9、ABC トランスポーターMDR1, MRP1, 
BCRPの高発現を確認した。Fdxrが高発現す
ることによって、細胞は間葉系化し、薬剤耐
性にかかわる因子の発現を高めていること
が観察された。NF-E2-related factor2(Nrf2)発現
との関連性については、食道癌組織における
ROS 産生調節因子である Nrf2 の高発現かつ
Fdxr 高発現の状況が薬剤耐性と関連してい
ることを見出すことができた。しかし、各細
胞質輸送における両者の直接的な関わり合
いは不明である。Microarray解析においては、
Fdxr 高発現細胞と低発現細胞間における
DNAマイクロアレイを行い、活性酸素、EMT,
アポトーシス関連遺伝子、浸潤転移関連遺伝
子、転写因子の各項目の因子を同定すること
がすることができた。 
(2) Fdxr発現と治療抵抗性のメカニズム解明．
Fdxr 高発現食道癌細胞および低発現食道癌
細胞を用いて DNA マイクロアレイを行い、
Fdxr 低 発 現 細 胞 に お け る
CRCT1,LCE3D,S100A7, CEACAM6,SOX9 遺
伝子異常発現を確認した。まず S100A7, 
CEACAM6,SOX9において、50例の食道癌切
除検体標本を用いた mRNA の発現実験が行
われた。非癌部に比較して癌部で mRNAが上
昇している割合は S100A7, CEACAM6,SOX9
でそれぞれ 40、10、60％であった。そこで、
SOX9 に関して食道癌切除検体標本 175 例を
用いて蛋白発現を解析したところ、175 例中
110 例（63％）において腫瘍細胞の核濃染像
が確認された。その発現割合は原発巣の深達
度、脈管侵襲、および腫瘍 stage の進行度と
有意に関係していた。さらに SOX9発現陽性
者における生存率は陰性者と比較して有意
に不良であった。以上から食道癌 Fdxrの低発
現と SOX9の高発現に関連性を有することが
示され、さらに SOX9発現は予後因子である
ことも確認された。次に、培養細胞における
検討では、Spheroid colony assayにより Fdxr
低発現消化器癌細胞から形成されたスフェ
アにおいて、DNA障害をきたした癌細胞がア
ポトーシスを起こす過程で必要である活性
酸素の誘導の指標である 8OHdG 発現亢進が
確認され、Fdxr低発現細胞では活性酸素産生
が抑制され、細胞死を誘導困難にしているこ
とが確認され、Fdxr発現の発現とアポトーシ
スのメカニズムを一部解明することができ
た．以上のデーターは論文化され in press の
状態である 
(3）術前化学放射線療法施行食道癌症例にお
ける効果予測マーカーの探索． 
本研究では，術前化学放射線療法を受けた
ESCC59 例を対象とし，治療開始前の腫瘍組
織生検標本を用いて，FDXRを含み既報告さ



れている因子の中から特に関連性が高いと
考えられる７種類のバイオマーカー候補蛋
白の発現を免疫染色法にて評価し，治療効果
および予後との関連について検討した．バイ
オマーカー候補蛋白は、がん抑制遺伝子産生
蛋白 p53，細胞周期調節因子 CDC25B，
14-3-3sigma，DNA修復因子 P53R2，ERCC１，
分化調節因子 Gli1，酸化ストレス調節因子
Nrf2の７種類とした。それぞれの蛋白の陽性
率 は P53/ CDC25B/ 14-3-3sigma/ P53R2/ 
ERCC1/ Gli1/ Nrf2:47%/ 83%/ 68%/ 76%/ 75%/ 
32% 54% であった．単変量解析で，p53(-)，
P53R2(-)，ERCC1(-)，Nrf2(-)群で治療が奏効
していた．ロジスティック回帰分析による多
変量解析では P53(-)，P53R2(-)，ERCC1(-)に
組織学的効果と有意な関連が認められた。
p53, P53R2, ERCC1のうち 2種類もしくは 3
種類すべての蛋白発現が陰性である群の奏
効率は 100%で，すべての蛋白が発現してい
る群の奏効率は 20％にとどまった。5年生存
率において 3種類すべての蛋白発現が陰性で
ある群は 100％、2 種類陰性の群は 67％、1
種類陰性の群は 37%、すべて陽性の群は 19％
だった。多変量解析でもこれら３種類の蛋白
発現陰性の数は独立した予後因子となった。
以上より、治療前生検組織標本における P53，
P53R2，ERCC1の蛋白発現ステイタスを組み
合わせることによって、ESCC 患者に対する
術前化学放射線療法のより正確な効果予測
が可能になると考えられる。上記成果は論文
化され紙上発表された。 
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