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研究成果の概要（和文）：食道がんの臨床検体を用いた解析から、p53分子とHippo経路の分子の遺伝子変異が多
い。そこで上記経路の正常化あるいは異常亢進を阻害する薬剤を使用して、分子標的による細胞傷害活性を検討
した。その結果食道がんにおいては、p53経路そのものの異常よりp53分子の変異による同経路の異常があり、
p53分子の発現上昇を誘導する薬剤は細胞傷害活性を有し、細胞死を誘導した。一方Hippo経路のなかでFAK経路
を阻害する薬剤は、食道がん細胞の増殖を抑制し、p53発現を増加させた。そこで、両者を併用させるとp53経路
とFAK経路のクロストークが観察され、その併用によって相乗的な殺細胞効果が惹起された。

研究成果の概要（英文）：Esophageal carcinoma has frequent mutations in genes encoding p53 and 
several molecules in the Hippo pathway. This suggests that restoration of the p53 pathway and 
suppression of the elevated Hippo pathway are therapeutic strategies for the malignancy. We used 
agents which augmented p53 expression or suppressed several Hippo-linked pathways and examined 
whether these agents induced apoptotic cell death. The present study showed that small molecules 
activating p53 expression killed the tumor cells but the apoptosis induced was not always relevant 
to p53-mediated cell death. Among agents inhibiting elevated Hippo-linked pathways, an inhibitor for
 focal adhesion kinase effectively suppressed the growth and augmented p53 expression. A combinatory
 use of p53-activating agent and the FAK inhibitor synergistically suppressed the growth through 
augmenting p53 and dephosphorylating FAK levels. These data indicated that agents targeting the 
pathways are potentially useful for the treatments.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 食道がん　遺伝子変異　p53経路　Hippo経路　FAK経路　細胞障害活性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢者に多い食道がんは、周辺組織への進展が早いことも多く、進行がんは難治であり根治的治療は困難である
ことが多い。そこで、同疾患の遺伝子変異に基づいて、それを標的とした薬剤の開発は、従来の放射線治療、抗
がん剤治療に引き続いて新たな治療の方向性となる。このような遺伝子変異を狙う薬物は、正常組織では同変異
がないことから、有害事象が少なく当該疾患に特異的に作用すると想定され、また従来の治療法との併用が可能
である。高齢化社会でのがん治療に向けて、また今後臨床応用されるゲノム研究の成果を生かす方向として、遺
伝子変異に立脚した当該疾患の治療法が開発できる可能性を本研究では示している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

４．研究成果 
 
 
 
 
 

（１）食道がんは補助化学療法や放射線治療との併用等によって、その予後は改善してきてい
る。しかし、再発症例をはじめ進行食道がんは依然として予後不良であり、既存の分子標的薬
に関しても、その効果に関する知見が乏しいのが現実である。また比較的高齢の患者さんが多
く、そのため治療効果の高い化学療法の開発が望まれている。この状況のなかで、日本人およ
び中国人の食道扁平上皮がんの臨床検体を使用した包括的な遺伝子異常に関する２つの報告が
なされた。その結果、同食道がんは多彩な遺伝子異常を有するが、p53 径路の関する遺伝子変
異が最も頻度が高いことが判明した。また、細胞間相互作用等に関与する Hippo 径路に関する
遺伝子変異も他の腫瘍に比較して高頻度であり、これらの遺伝子異常と食道がんの予後が相関
することが示唆されている。すなわち、このことから当該遺伝子異常は食道がんの治療標的と
なりえることが想定された。 
（２）がん抑制に関与する p53 経路は細胞死に関連し、臨床面では抗がん剤・放射線感受性に
影響を与えている。したがって、p53 経路の異常は食道がんにみられる抗がん剤・放射線耐性
に関与すると考えられ、同経路の正常化は本疾患の抗がん剤・放射線感受性を向上させるはず
である。そこで実際に正常 p53 遺伝子を発現するアデノウイルスベクター（Ad-p53）をヒト食
道がん細胞に感染させてみると、p53 遺伝子型にかぎらず Ad-p53 によって遺伝子導入細胞は細
胞死が誘導され、しかもシスプラチンをはじめ DNA 傷害を誘導する抗がん剤との併用で相乗的
な細胞傷害活性が生じていた。このことは、p53 遺伝子変異の有無によらず、ヒト食道がんで
は p53 分子より下流で細胞死を誘導する経路には異常がないこと、さらにこの経路は抗がん剤
感受性を左右するものであることが明らかとなった。したがって、p53 分子の発現を上昇させ
る分子標的薬は、食道がんの薬剤感受性を改善して、より治療効果の向上が期待できるはずで
ある。 
（３）一方 Hippo 経路の発がん・がんの進展過程における標的としては、低分子 G蛋白質、focal 
adhesion kinase(FAK)、mTOR 経路であり、Hippo 経路異常としてこれらの経路不全が生じてく
る。Hippo 経路の各分子は、相互に関連しながら、最終的には転写因子 YAP1 を介した遺伝子発
現の異常に繫がるが、実際のがんの進展に関しては、上記経路に関連した細胞増殖、細胞接着
に影響を与えている。したがって、Hippo 経路の遺伝子異常は、それ単独でまた他の経路との
相互作用で食道がんの特性に関与しており、上記経路の発現異常の抑制は抗がん作用を有する
と推定される。また、これらの生物学的特性は他の経路の影響も受け、これらの間のクロスト
ークも想定される。 
（４）すなわち、上記の 2経路はそれぞれ食道がんの治療感受性・進展に影響を与えて、しか
も相互に関連している可能性がある。したがって、p53 経路と Hippo 経路の正常化を薬物で誘
導することができれば、同疾患の治療にとって意義ある結果が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 
（１）p53 経路の回復による抗腫瘍効果の検討： 
食道がんでは p53 遺伝子の変異頻度が高いが、同遺伝子が正常である例も知られている。そこ
で、正常型４種類（TE-2、TE-11、YES-4、YES-6）と変異型 5種類（TE-1、TE10、YES-2、YES-5、
T.Tn）、合計 9種類のヒト食道がん細胞に関して、p53 分子の正常化について、p53 に作用する
薬剤による細胞傷害活性に関して検討を行う。このとき、p53 分子の分解にかかわる MDM2 分子
の阻害剤（nutlin-3a、RITA）を用いて、正常 p53 分子の安定化を図り、さらに p53 変異の場合
は、正常型への変換が期待できる薬剤（CP-31398、PRIMA-1）を使用する。MDM2 阻害剤は p53
の主たる分解経路であるユビキチン化に関わる MDM2 分子と、p53 分子との結合を阻害するもの
で、その結果 p53 分子のユビキチン化が阻止され、p53 分子の安定化（半減期の増加）によっ
て p53 発現が上昇する。一方 CP-31398 や PRIMA-1 は特定の変異型 p53 分子に結合して p53 分子
を正常型に変換しうるが、その詳細な変換機序は不明である。 

この p53 経路の正常化とそれによる抗腫瘍効果の指標はいくつか想定できるか、その内容に
応じて各分子のリン酸化、細胞周期等を検討し、可能であればその細胞内刺激伝達系について
解析する。 
（２）Hippo 経路の標的分子阻害剤による細胞傷害活性： 
Hippo 経路の発がん・がんの進展過程における標的は、低分子 G蛋白質、FAK、mTOR 経路であり、
その機能の異常亢進が同経路のおける Hippo 経路の関与となっている。そこで、当該経路の中
心的な分子に対する阻害剤を用いて、食道がんに対する細胞増殖抑制効果を検討する。このと
き使用するものは、低分子 G蛋白質に対しては非 Ras 系の geranylgeranyltransferase I 阻害
剤 zoledronate、FKA に関しては FAK 阻害剤(defectinib)、ｍTOR 経路では compound C と
rapamycin である。Hippo 経路は他の 3系統以外に、最終的には転写因子 YAP1 を介した転写制
御に繫がっている。そこで、可能であれば同転写因子の関与についても検討する。 
（３）p53 経路と Hippo 経路のクロストークの可能性： 
食道がんにおける p53 と Hippo 経路との相互関係については報告が全くないが、p53 経路と FAK
経路はMDM2を関しての制御の可能性が最近報告されている。そこで、p53発現の変化によって、
上記 Hippo 経路の３標的分子の発現の変化が生じるか、逆に Hippo 経路分子の発現の変化によ



って p53 発現が左右されるかを検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）遺伝子発現の制御： 
内因性の p53 発現上昇については、同分子のユビキチン化能を有する MDM2 の阻害剤（p53 分子
との結合阻害剤）である nutlin-3a あるいは RITA を使用した。MDM2 分子は構造のよく似た MDM4
分子と結合して、上記ユビキチン化活性を有することが知られている。一方変異型 p53 分子は
ユビキチン化による分解を受けることが少ないため、当該阻害剤に影響は少ないと想定される。 
低分子 G 蛋白阻害剤として bisphosphonate 製剤である zoledronate、FAK 阻害剤として

defactinib、mTOR 阻害剤として compound C および rapamycin を使用した。これらの薬剤が実
際に標的分子の機能を阻害する濃度で使用した。具体的には zoledronate については Rho A 等
の細胞質分画から細胞膜分画のへの移動の阻害、defactinibではFAKのリン酸化阻害、compound 
C や rapamycin については p70S6K のリン酸化阻害などを指標にして有効濃度を決定した。これ
らの薬剤で処理後、解析する分子の発現およびリン酸化について当該抗体を用いたウエスタン
ブロット法にて検討した。また必要に応じて発現レベルを画像処理後 image analyzer で解析し
た。 
（２）細胞傷害活性： 
食道がん細胞を上記の阻害剤で処理し、WST 法を用いて細胞傷害活性を検討した。また実際に
生細胞数を算出し、細胞数の増加や減少を検討した。さらに処理細胞の細胞周期分布をセルソ
ーターで検討した。また、薬剤の併用効果を検討するために CalcuSyn software を用いて
combination index(CI)を算出した。 
（３）siRNA による蛋白発現の制御： 
分子の発現量を減少させるため、p53、p21、YY１に対する si-RNA を使用して細胞を処理し、そ
の後の変化を検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）p53 経路による抗腫瘍効果の検討： 
食道がん細胞における DNA 損傷後の p53 経路の活性化を検討するため、同細胞をシスプラチン
で処理し、p53 経路に関連する分子の発現をウエスタンブロット法で解析した。同薬剤では p53
遺伝子型によらず細胞増殖は抑制され、その条件下で分子発現を検討した。その結果、p53 分
子の発現上昇および活性化の指標である Ser15 残基のリン酸化は、p53 正常型である TE-11 お
よび YES-4 細胞、p53 変異型である YES-2 細胞でみられたものの、その他の野生型の細胞では
Ser 15 残基のリン酸化がおこらず、また変異型の細胞では同残基のリン酸化には影響がなかっ
た。しかし、p53 mRNA はすべての p53 正常型食道がん細胞で増加していたので、DNA 傷害から
p53 転写までの経路は正常と考えられる。事実、gamma-H2AX 発現は同薬剤処理で増加しており、
DNA 傷害は惹起されていた。しかし、p53 family 分子である p73（TPp73alpha、deltaNp73）、
p63 については、CDDP 処理によってむしろ発現低下であった。一方、p53 経路の下流について
検討してみると、正常型 p53 の一部の細胞以外に p21 分子発現上昇はなかったが、いずれの細
胞も caspase-3 と PARP の cleavage は増加していた。したがって、食道がん細胞においては、
DNA 傷害によって細胞死が誘導されるが、その経路は p53 非依存性であることが判明した。 
 そこでこの事実を確認するために、p53 分子の分解にかかわるユビキチン化を阻止できる
MDM2 阻害剤である nutlin-3a を用いて、食道がん細胞における細胞傷害活性を検討した。同薬
剤は、p53 正常型細胞において p53 分子の発現を増加させ、その結果 p53 依存性の細胞傷害活
性を誘導する。しかし、食道がん細胞において p53 正常型細胞であっても IC50 値が p53 変異型
腫瘍と変わらず、しかも IC50 値が p53 の遺伝子型によらず、ほぼ同じであった。このことは食
道がん細胞では、p53 発現が増加しても p53 非依存性の細胞傷害活性が主体であると考えられ
た。また、MDM2 阻害剤である RITA についても nutlin-3a と同じ結果が得られた。Ad-p53 ウイ
ルスによる食道がんに対する細胞傷害活性が p53 遺伝子型によらなかったことから、食道がん
では p53 分子の異常そのものが、細胞死に対して影響する可能性が考えられたため、p53 変異
型を正常型に変換するものと期待される薬剤に関して、その抗腫瘍効果を検討した。 
 変異型 p53 分子を正常型に変えるものをして、現時点では CP-31398 と PRIMA-1 が知られてい
る。そこで、両者を用いて、食道がん細胞における細胞傷害活性を検討したところ、いずれも
p53 遺伝子型によらず、細胞傷害活性を示したが、CP-31398 の方が PRIMA-1 に比較してより強
く同活性を示した。そこで、CP-31398 が細胞死を誘導するかどうかを検討するために、当該薬
剤で処理した食道がん細胞の生存細胞数の変化、細胞周期を検討した。その結果、CP-31398 は
濃度依存的に殺細胞効果を示し、細胞周期は G2/M 期および４N以上の hyperploidy 分画の増加
に引き続いて sub-G1 分画の増加が観察された。この CP-31398 による細胞死の機構を検討する
ために、p53 経路の下流における各分子の発現をウエスタン法で検討した。その結果、p53 発現
の増加、Ser 残基 15 及び 46 のリン酸化も p53 正常型の細胞の一部に細胞にのみ検出されが、
p53 変異型細胞では検出されなかった。したがって CP-31398 は変異型 p53 を正常型に変換しな
いと考えられた。また同薬剤は p73 および p63 分子の発現をむしろ減少させる一方、MDM2 分子



の発現はほとんど変化を誘導しなかった。しかし、p53 経路の下流に存在する p21 分子の発現
と、同分子の Thr145 残基のリン酸化がすべての細胞が増加していたが、p27 分子の発現増強は
なく、また PARP および caspase-3 の cleavage が観察された。したがって、CP-31398 において
も、同薬剤は p53 を活性化するも、p53 非依存的に細胞死を誘導することが判明した。この時、
p21 分子の誘導に関して、AMPK および転写因子 YY2 の関与がしている可能性があったため、
4E-BP1、p70S6K および YY2 分子の発現を検討したところ、CP-31398 処理によって、これらの発
現は変化がなかった。そこで、YY2 と構造が類似し機能が YY2 と相反する機能を有する YY1 分
子に関して、CP-31398 処理後による変化を検討すると、p21 分子の発現上昇がみられる濃度で
YY1 分子の発現低下が生じていた。そこで、これを詳細に検討するために、CP-31398 処理細胞
における p21mRNA を検討すると、同 mRNA は増加しており、また同細胞をあらかじめ YY1 に対す
る si-RNA で処理をしておくと、CP-31398 による p21 分子の誘導は生じなかった。また、p21
分子に発現を si-RNA で低下させ、この細胞に CP-31398 処理を行うと、sub-G1 増加が消失して
いた。したがって、CP-31398 は転写因子 YY1 の発現低下を誘導し、その結果 p21 分子の発現を
誘導し、これによる細胞死をはじめとする細胞周期に変化をもたらすことが判明した。 
 
（２）Hippo 経路の標的分子阻害剤による細胞傷害活性： 
Zoledronate、defactinib および compound C と rapamycin について、細胞傷害活性を検討した。
これらはともに食道がん細胞の増殖を抑制したが、いずれも p53 遺伝子型はその細胞傷害活性
に影響を与えなかった。しかし、これらの薬剤のなかで FAK 活性を抑制する defactinib は p53
分子の発現を上昇させることは判明した。Zoledronate 処理において p53 発現上昇は見られた
細胞はあったが、p53 遺伝子型との関連はなかった。ただし、defactinib についは正常型 p53
細胞では程度の差があっても p53 発現は上昇し、しかもその上昇は FAK 分子のリン酸化抑制に
比例していた。また、MDM２阻害剤である nutlin-3a で処理するとリン酸化 FAK の発現レベルが
低下していた。 
（３）p53 経路と Hippo 経路の関係： 
上記の結果から p53 経路と Hippo 経路の中でも FAK とのクロストークの可能性が示唆された。
また zoledronate に代表される低分子 G蛋白と p53 発現は双方向性ではなかったため、クロス
トークに関しての追求を行うことができなかった。そこで、まず p53 分子の発現を上昇させる
MDM2 阻害剤である nutlin-3a と CP-31398 との併用効果について検討した。その結果、両者を
併用すると、p53 発現はそれぞれ単独の場合より増加し、p21 および MDM2 発現も単独処理群よ
り増加した。またこのとき casapase-8 および caspase-9 の cleavage も増加しており、また FAK
分子の発現は変わらなかったが、リン酸化 FAK の発現は著しく低下していた。さらに、両者の
併用により、細胞傷害活性は単独よりも強く、正常型 p53 細胞では CI 値が１以下と相乗効果を
示したのに対して、変異型 p53 細胞では同値が 1以上と相乗効果はなかった。このとき細胞周
期を検討すると、併用処理の場合単独処理に比較して sub-G1 期の割合が増加していた。このこ
とは、p53 経路の増強と非 p53 経路の併用効果を示しているが、p53 経路と FAK 経路の関与も考
えられた。そこで CP-31398 と defactinib との併用効果を検討すると、p53 正常型のみで細胞
傷害活性は、単独の場合より増加し CI 値は 1 以下を示した。また併用によって p53 分子および
Ser15 残基のリン酸化は増加し、リン酸化 FAK の発現も、単独の場合に比較して低下していた。
また、両者の併用によって DNA 傷害が誘導されているが、これには CHK-2 が関与していること
が判明した。すなわち以上のことは、p53 を活性化に作用する薬剤と FAK 経路阻害剤はともに
クロストークを介して、相乗的に作用することを示している。 
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