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研究成果の概要（和文）：本研究は、食道扁平上皮発がんの初期変化である細胞内グリコーゲン低下、消失が発
がんの初期選択圧力であると想定し、グリコーゲン合成系代謝酵素のゲノム編集による扁平上皮自然発がん易誘
発状態の細胞、マウスモデルの作成を試みた。CRISPR-Cas9などのゲノム編集技術により、ヒト正常食道扁平上
皮細胞とC57BL/6系マウスの食道粘膜特異的にグリコーゲン合成酵素(GS)欠失とGSキナーゼ(GSK)3βの恒常的活
性化型変異を導入した。本研究で樹立したこれらのゲノム編集細胞やマウスのグリコーゲン代謝や前がん性変化
の長期観察により、易発がん状態が誘発されるかを検証する。

研究成果の概要（英文）：This study attempted to generate cellular and mouse models susceptible to 
esophageal squamous cell (ESC) carcinogenesis by genome editing of glycogen synthase (GS) and GS 
kinase (GSK)3β, both regulating glycogen metabolism, based on the hypothesis that intracellular 
glycogen depletion is the critical selective pressure for cellular transformation and malignant 
evolution in ESC carcinogenesis. By genome editing technologies including CRISPR-Cas9, we could 
deplete GS or transduce the constitutively active mutant of GSK3β in patient-derived normal ESCs 
and C57BL/6 mouse esophageal squamous mucosa. Long term observations for changes in glycogen 
metabolism and preneoplastic phenotypes in these genome-edited human ESCs and mouse model 
established in the term of this research project are necessary to clarify an induction of 
susceptibility to ESC carcinogenesis.

研究分野： 腫瘍外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、食道と頭頸部扁平上皮がんの連鎖に代表されるフィールドがん化現象（共通のがん誘発因子により複
数の領域や組織にまたがってひろく発がんする状態）と、細胞、組織の分化や発がんにおけるグリコーゲン合成
系の新たな生物学的機能の一端を拓く可能性が期待される。食道がんの90%を占める扁平上皮がんの発がん特性
を外挿する自然発がんモデルの構築に新たな視点を附与することにより、健康被害を来たす本疾患の病態理解、
早期診断や治療法開発に寄与することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



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

食道がんの 90%を占める扁平上皮がん（esophageal squamous cell carcinoma: ESCC）は本邦を含む
アジア・アフリカ諸国で罹患者の多い病型で、集学的治療の取組みにも拘わらず健康被害をきたす疾
患である 1-3)。その発がん要因は飲酒、喫煙など環境要因と aldehyde dehydrogenase（ALDH）2 の遺伝
子多型 4)など内因子があげられ、系統的大規模ゲノム解析が進められている現在 5-9)も発がんメカニズ
ムは明らかではない。従来の ESCC を含む食道発がんモデル開発は，発がん病態研究や診断，治療，
予防法開発に十分に応えうる段階には至っていない 10)。 

食道扁平上皮発がん初期段階の代謝変化として細胞内のグリコーゲン減少、消失が特徴的であり、
狭帯域光拡大内視鏡検査（narrow band imaging）の導入まではヨウ素染色が前がん病変のスクリーニ
ングや早期がん診断に活かされてきた 1-3)。また、Warburg 効果などの糖・エネルギー代謝異常はがん
化の初期特性である 11-13)。 
 
２．研究の目的 

本研究は、グリコーゲン合成系が解糖系に抗する細胞がん化のバリアであるとの発想に基づいて、
グリコーゲン合成系代謝酵素のゲノム編集による扁平上皮の自然発がん易誘発状態モデルの創出を
試みる。（1）ヒト正常食道扁平上皮細胞と（2）C57BL/6 マウスを対象に、CRISPR-Cas9（clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats-CRISPR-associated proteins 9）14)などのゲノム編集技
法によりグリコーゲン合成酵素（GS）欠失や GS を抑制する GS キナーゼ 3（GSK3）の恒常的活性型変
異 GSK3S9F を導入し、細胞の糖代謝特性と前がん性形質変化、食道粘膜上皮の異形成（dysplasia）や
発がん変化を観察する。また、（3）ESCC 細胞株と（4）患者がん組織を対象に、GS や GSK3 の発現と
活性、グリコーゲン含量や糖代謝特性を正常細胞や組織と比較解析する。これにより、発がん剤なしに
ヒトがん化過程を外挿する ESCC モデル開発に資する易発がん状態の細胞・マウスモデル創出に挑戦
する。そして、ドライバー遺伝子変異とともに細胞内グリコーゲン低下が扁平上皮発がんに重要であるこ
とを明らかにする。本研究は食道と頭頚部扁平上皮がんの連鎖に代表されるフィールドがん化と、組織、
細胞の分化や発がん研究に新たな視点を提供すると期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）正常ヒト食道扁平上皮細胞の GS 欠失や GSK3β 恒常的活化による細胞形質変化の解析 

食道がん切除検体の非がん部粘膜からディスパーゼとトリプシン処理により扁平上皮細胞初代培養
TYNEK-3 細胞を調整した 15)。ついで、GS のエクソン部位に対してガイド RNA（gRNA）を設計し、Cas9
発現プラスミドとともに形質移入することにより CRISPR-Cas9 システムで正常細胞のゲノム上にある GS
を欠失させた。また、この細胞に GSK3の第 9 セリンをフェニルアラニンに置換した恒常的活性型
GSK3S9F を遺伝子導入し、細胞分裂や増殖能の変化を検討した。 
 
（２）マウス食道粘膜の GS 欠失による細胞分化や前がん性変化の解析 

GS 欠損マウスは産後すぐ死亡する 16)

ので、C57BL/6 マウスを対象に GS-loxP
マウスを作製後、K5-Cre マウス 17)と交配
し扁平上皮特異的に GS を欠損させた
（図１）。その 1 年、1.5 年と 2 年後に食道
粘膜層のヨード染色性と組織学的に扁
平 上 皮 層 の 分 化 異 常 や 異 形 成
（dysplasia）など発がん素地となるような
形態変化の検索に備えて、対照個体と
GS 欠損マウスの通常飼育による経過観
察を続けた。 
 
（３）正常扁平上皮細胞と ESCC 細胞におけるグリコーゲン・糖代謝の比較解析 

正常細胞 TYNEK-3 と ESCC 細胞株（TE-5、TE-8、TE-10）を対象に、グリコーゲン量、GS 発現、
GSK3 による活性抑制性第 641 セリン（S）リン酸化（pGSS641）、GSK3 発現、その活性型リン酸化
（pGSK3Y216）を比較解析した。 

 
（４）食道がん組織検体におけるグリコーゲン代謝酵素の比較解析                   

食道の表在早期がんと進行がんの手術検体 46 例を集積し、細胞や動物モデルの解析結果をこれ
らの組織検体を用いて検証した。 
 
４．研究成果 
（１）正常ヒト食道扁平上皮細胞の GS 欠失や GSK3 恒常的活性化による細胞形質変化の解析 

CRISPR-Cas9 システムで GS を欠失させるためのガイド RNA を設計し、プラスミドを構築した。また、
GSK3 の第 9 セリンをフェニルアラニンに置換した恒常的活性型 GSK3S9F の発現プラスミドを構築し
た。これらのプラスミドをそれぞれ、食道がん切除検体の非がん部から樹立した扁平上皮初代培養細
胞 TYNEK-3 に導入した。遺伝子導入した TYNEK-3 細胞を通常培養で継代を続け、がん化（不死化）
するクローンの樹立を試みた。しかし、GS 欠失あるいは GSK3S9F の導入によっても正常細胞の分裂



回数を超えるクローンを得ることはできなかった。現在、TYNEK-3 とは別の患者由来の初代培養細胞
（TYNEK-5）を用いて GS 欠失と GSK3S9F の導入による影響を再度、検証中である。 
 
（２）マウス食道粘膜の GS 欠失による細胞分化や前がん性変化の解析 

C57BL/6 マウスの扁平上皮特異的に GS
を欠失させるため、K5 promoter-Cre 発現マウ
スと GS-loxP ヘテロマウスをそれぞれ作出し、
遺伝子型を確認した。これらのマウスの交配
から、GS ホモ欠損マウス（GS-loxP ホモ/Cre）
と対照マウス（GS-loxP ホモ/野生型）を作出し、
それぞれの遺伝子型を確認した（図２）。現在、
解析に必要となる群の拡大とともに、食道扁
平上皮細胞における蛋白質レベルの GS 欠
損を免疫組織化学染色により確認する作業
に着手した。 
 
（３）正常扁平上皮細胞と ESCC 細胞におけるグリコーゲン・糖代謝の比較解析 

正常 TYNEK-3 細胞に比べて、ESCC 細胞株（TE-5、TE-8、TE-10）の細胞内グリコーゲン量は有意
に低かった。これらの細胞で GS の発現は同等であったが、ESCC 細胞株では GSK3 の発現、その活
性型リン酸化（pGSK3Y216）と、GSK3 による GS の活性抑制性リン酸化（pGSS641）レベルは亢進して
いた。これらの結果より、ESCC 細胞ではグリコーゲン合成系に比べて解糖経路が優位であることが示
唆された。 
 
（４）食道がん組織検体におけるグリコーゲン代謝酵素の比較解析 

食道がん切除検体のがん組織と非がん部扁平上皮粘膜を免疫組織化学染色により比較観察した。
その結果、がん組織では GSK3 発現、pGSK3Y216 と pGSS641 レベルが正常粘膜に比べて高く、上記
の細胞解析結果と同様の所見であった。このことから、解糖系優位の糖代謝は食道扁平上皮発がんと
その進行を促進することが示唆された。 
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