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研究成果の概要（和文）：喫煙は食道粘膜に酸化ストレスをもたらし、食道癌の進展に伴い酸化

的 DNA 損傷の蓄積とその修復の障害がおこる可能性が示された。また、食道癌は癌抑制遺伝子

p53 の変異を高頻度に認め、喫煙、酸化ストレスが関与するトランスバージョン変異が優位で

あった。さらに p53変異を伴う食道癌においてはp53遺伝子座のコピー数変化を伴わないLOH
（対立遺伝子座の消失）が発癌の主要メカニズムであることが示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Oxidative DNA damage, which partially induced by smoking, as well 
as disturbance of repair system, must be closely related to esophageal carcinogenesis 
and it’s progression.  The p53 gene mutation was frequently observed in the esophageal 
cancer and predominance of transversion mutations, which indicate possible importance 
of the benzo[a]pyrene metabolite and oxidative DNA damage, were also recognized.  
Furthermore, LOH without copy number change (copy-neutral LOH) at the p53 locus might 
be the major mechanism for inactivation of the intact allele in esophageal squamous cell 
carcinogenesis associated with p53 mutation. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肺、気管支、頭頸部、食道等の上部気道・
消化管（Upper aerodigestive tract: UADT）
の発癌における喫煙、飲酒は関与は大きい。 
 
(2) 発癌には酸素ラジカルによる酸化的
DNA損傷がその重要な役割を果たし、近年、
注目されている。しかし、喫煙。飲酒が食道
粘膜に酸化的 DNA 損傷をもたらすか、さら

には酸化的 DNA 損傷が食道癌発癌への関与
は明らかでない。 
 
(3) 癌抑制遺伝子 p53 はタバコ煙に含まれる
発癌物質の標的遺伝子と考えられているが、
異常をきたすメカニズムは明らかでない。 
 
２．研究の目的 
(1)食道癌における喫煙・飲酒の関与を、とく
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に UADT の癌多発に着目し、明らかにする。 
 
(2)食道癌発癌における、喫煙・飲酒の標的遺
伝子としての癌抑制遺伝子の位置づけおよ
び癌抑制遺伝子の異常のメカニズムを明ら
かにする。 
 
(3)喫煙・飲酒が食道粘膜に酸化的 DNA 損傷
をもたらすか否かを明らかにするとともに、
食道癌の発癌、進展における酸化的 DNA 損
傷の関与およびその修復系の異常の有無を
明らかにする 
 
３．研究の方法 
(1) 酸化的 DNA 損傷の解析 
8-hydroxydeoxyguanosine(8-oxoG)は酸化的
DNA 損傷の指標であり、glycosylase(OGG1)
により修復される。一方、MutYH 細胞死を誘
導し癌の発生を抑制している。 
①臨床検体の免疫組織化学染色による検討 
食道癌切除標本において、8-oxoG, OGG1, 
MutYH を染色し、正常食道上皮、癌部の発現
を観察した。 
②食道癌細胞株を用いた検討 
食道癌細胞株(TE1 と TE5)において qRT-PCR
により OGG1 と MutYH の発現量を比較し、
menadione (Vitamin K3)で DNA に酸化ストレ
スを誘導してアポトーシスの程度を
caspase3 の免疫組織化学染色にて比較した。 
 
(2)癌抑制遺伝子 p53 異常の解析 
食道扁平上皮癌切除標本と食道癌細胞株 10
株を対象とした。 
①p53 遺伝子変異はダイレクトシーケンス法
にて解析し、さらに胃癌、大腸癌症例とも比
較検討した。 
② 臨 床 検 体 に お け る LOH （ loss of 
heterozygosity: 対立遺伝子座の消失）は p53
遺伝子近傍の 2つのマイクロサテライトマー
カーを用いて検討した。 
③さらに LOH の詳細なメカニズムを解析す
るため、comparative genomic hybridization
（CGH)、fluorescence in situ hybridization
（FISH）、single nucleotide polymorphism 
-CGH（SNP-CGH）を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 酸化的 DNA 損傷の解析 
①臨床検体の免疫組織化学染色による検討 
1)喫煙指数が多いほど食道上皮で 8-oxoG が
蓄積していた（図１）。 
2)食道上皮に対し癌部では OGG1 の発現が低
下していた。 
3)正常食道では 8-oxoG と OGG1 の発現は正の
相関を示したが、癌部では相関を認めなかっ
た。 
4)MutYH は正常上皮ではほとんどの症例で検

出できなかったが、癌部では過半数で発現を
みとめた。 
5) MutYH強発現例で腫瘍径が大きい傾向にあ
った。 
②食道癌細胞株を用いた検討 
MutYHの発現量の低いTE1はTE5に比較して、
OGG1の発現量が高くmenadione処理でより多
くアポトーシスが誘導された。 

 以上より、タバコの暴露によって食道粘膜
に酸化ストレスが惹起されることが示され
た。さらに、食道癌においては、癌の進展に
ともなって酸化的 DNA 損傷と核 DNA 修復の障
害が蓄積している可能性が示唆された。また、
食道癌においてもアポトーシス誘導に酸化
的 DNA損傷修復酵素の発現が関係している可
能性が示唆された。 
 
(2)癌抑制遺伝子 p53 異常の解析 
①p53 遺伝子変異および LOH 
食道癌においては 61%に p53 遺伝子変異を
認めた。その変異スペクトラムは他の癌腫と
異なり、喫煙、酸化ストレスが関与するトラ
ンスバージョン変異が優位であった。一方、
p53遺伝子座のLOHを68%に認めた。また、
p53 遺伝子変異と LOH の間に有意な相関を
認めた。食道癌における p53 機能異常は、遺
伝子変異、LOH ともに高頻度であり、点突
然変異及び染色体異常の両方がその発生に
関与している。これらの p53 の異常は食道発
癌において重要であると考えられる。
(Digestion 2009, J Surg Oncol 2011, 消化器
科 2009) 
 
②LOH のメカニズムに関する検討 
食道癌細胞株 10 株中 4 株に p53 遺伝子変異
を認めたが、すべてにおいて野生型シグナル
が変異シグナルに完全に置換されていた。
p53 遺伝子領域の LOH の存在が示唆された
ため、CGH により遺伝子コピー数を解析し
たが明らかなコピー数減少を認めなかった。
また、食道癌臨床検体と細胞株を用いて
FISH を施行したところ、p53 遺伝子変異に
伴う LOH の 85.7％がコピー数変化を伴わな
い LOH（コピーニュートラル LOH）である
ことが明らかとなった。以上より、p53 遺伝
子変異を伴う食道癌においてはp53遺伝子座



のコピーニュートラル LOH が発癌の主要メ
カニズムであることが示唆された。（図２、
Clin Cancer Res 2011）。 
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