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研究成果の概要（和文）：本研究により、EMP3遺伝子が食道癌における新規癌抑制遺伝子である

可能性を示した。特異性の高いEMP3抗体の策定を行い、同時にマイクロアレイによる遺伝子プロ

ファイリング解析により、EMP3の新たな関連遺伝子候補を抽出した。さらに、EMP3発現制御機構

解明のために必要な材料として、同遺伝子のプロモーター領域における複数のDeletion mutant

（欠失変異体）を構築した。 

 

研究成果の概要（英文）：This study demonstrates the possibility of EMP3 as a candidate 

tumor suppressor gene for esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). The conditions for 

EMP3 Immunohistochemistry were not known, so we tried to evaluate the specific conditions 

for the assay. We did a genome wide profiling analysis using oligonucleotide microarray, 

were EMP3 overexpression in ESCC cells showed novel candidate down-stream target genes.  

In order to assess the regulatory mechanisms of the EMP3 gene, we constructed deletion 

mutants in the proximal promoter region. 
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１．研究開始当初の背景 
食道癌は全悪性腫瘍の中でも最も予後不良な癌
の一つであり、その本体解明にむけた様々な研
究がなされている。中でも癌の発生促進に関与

する癌抑制遺伝子の研究は進められており、
TP53、CDKN2A、FHIT、RARB (RARβ2)、APC、
MGMT、CDH1 (E-cadherin)、TSLC1、RASSF1A
などの癌抑制遺伝子と食道癌の発生予後と
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の関連性を示唆する報告もあるが、未だ全容は
あきらかでなく、未知の癌抑制遺伝子の存在も
示唆される。EMP3は、神経芽細胞腫および神経
膠腫において癌抑制遺伝子としての可能性が最
近報告された遺伝子であるが（Alaminos M., et 
al. Cancer Res., 65:2565-2571, 2005）、これ
までに食道癌における癌抑制遺伝子としての報
告はない。申請者らは，網羅的遺伝子発現解析
により食道癌細胞20細胞株において正常細胞に
比し、普遍的かつ著名に発現低下を来たしてい
る遺伝子群を抽出し、同遺伝子群の中に神経芽
細胞腫および神経膠腫において癌抑制遺伝子と
しての可能性が最近報告されたEMP3が含まれて
いることを確認した。そこで、EMP3の食道癌に
おける新規癌抑制遺伝子としての解明を進め、
以下の知見を得ている。1）食道癌細胞株
（KYSE-170、-2270）へのEMP3強制発現により細
胞形態は変化し、細胞増殖が抑制される、2）食
道癌組織においては，正常組織と比較してEMP3
発現レベルは必ずしも低下していない、3）EMP3
低発現サンプルにおけるプロモーター領域（転
写開始点から413塩基上流までの領域）、高発現
サンプルにおけるコード領域にEMP3発現レベル
と関連性を持つ遺伝子変異は認めない、4）食道
癌細胞株においてEMP3は高頻度にメチル化され
ており、発現制御機構としてプロモーター領域
のメチル化の関与が証明され、さらにTSA (HDAC
阻害剤)投与により濃度依存的にEMP3の発現が
抑制されたことから、何らかのレプレッサーが
プロモーター領域に作用することにより発現抑
制を来していることが示唆された。一方、食道
癌組織では殆どメチル化されていない、5）食道
癌組織におけるEMP3発現レベルにより2群に分
けた予後の比較では、無病生存期間においては
同等であった（P = 0.72）が，再発後生存率に
おいて高発現群は有意に予後良好であった（P = 
0.05）。このことは，EMP3の不活化が、早期の
growth advantageを賦与するのではなく、無限
増殖を促進している可能性を示唆している。以
上の結果より、EMP3は、食道癌の多段階発癌過
程において癌化の制御ではなく、癌細胞が株化
する過程、すなわち不死化に関わる癌抑制遺伝
子である可能性があると考えている。 
 
２．研究の目的 
特異性の高い EMP3抗体の作製・設定後、原発巣
及び転移巣のホルマリン固定パラフィン包埋標
本の免疫組織化学染色を行い、臨床情
報解析から、 EMP3 遺伝子が食道癌において
不死化を制御する癌抑制遺伝子であるか否かを
明らかにする。また、既に樹立した EMP3強制発
現クローンを用いた遺伝子プロファイリング解
析により EMP3 による食道癌細胞増殖抑制に関
わる分子機構を明らかにするとともに、不死化
食道癌細胞に存在すると考えられるメチル化以
外の EMP3発現抑制機構を解明する。 
 

３．研究の方法 
(1) 特異性の高い EMP3 抗体の策定と臨床検
体の集積: 既存する EMP3 に対する一次抗に
関しては、免疫組織化学染色での十分
な情報が得られていない。そこで、同抗体を
用い培養細胞、臨床検体組織を用いた免疫
組織化学染色を試み、EMP3 発現評価に対
する有用性を検討する。既存抗体で十分な結
果が得られないようであれば、より特異性の
高い EMP3 抗体の作製・設定を行う。また、
同時に食道癌臨床検体及び情報の集積を進
める。 
 
(2) EMP3による食道癌細胞増殖抑制に関わる
分子機構の解明: 既に樹立している細胞増
殖能の低下を来たした EMP3 強制発現クロー
ンと細胞増殖能に変化のないコントロール
ベクター導入クローンを用い、オリゴヌクレ
オチドマイクロアレイによる遺伝子プロフ
ァイリング解析を行う。さらに、増殖抑制に
差がある EMP3 強制発現クローンも樹立済み
であり、このクローン間の遺伝子プロファイ
ルも比較する。この結果を Ingenuity 
Pathways Analysis (IPA)によるパスウェイ
解析で解析し、関連遺伝子及び分子機構を明
らかにする。 
 
(3) EMP3 発現制御機構の解明: EMP3 発現制
御機構としてプロモーター領域のメチル化
が関連しているという報告（Alaminos M., et 
al. Cancer Res., 65:2565-2571, 2005）が
ある一方で、メチル化が少ないにも関わらず
その発現が低下している食道癌細胞株が存
在すること、さらに TSA処理した食道癌細胞
（HEEC-1）のみならず、食道癌以外の細胞株
（SV-11、TF-1）においても処理した TSA の
濃度依存的に EMP3 の発現が抑制されたこと
を報告した（Fumoto S, Noguchi T, et al. 
Cancer letters, in press, 2008.）。このこ
とは、プロモーター領域のメチル化以外の発
現制御機構の存在を示唆している。そこで、
プロモーター領域における発現制御因子の
作用部位の塩基配列からそのレプレッサー
を策定することを目的にプロモーター領域
（転写開始点から約 2000 塩基上流まで）に
おける複数の Deletion mutant を作製する。 
 
４．研究成果 
(1) 特異性の高い EMP3 抗体の策定と臨床検
体の集積: 既存する EMP3 に対する一次抗体
に関しては、免疫組織化学染色での十分な情
報が得られていなかった。そこで、臨床検体
組織を用いた同抗体の適切な免疫組織化学
染色の条件設定を行った。また、同時に多数
のホルマリン固定食道癌臨床検体及びその
臨床情報の集積を行った。 
 



 

 

(2) EMP3による食道癌細胞増殖抑制に関わる分
子機構の解明: EMP3発現に関連する遺伝子の新
たなネットワークの解明を目指し、既に樹立し
ている細胞増殖能の低下を来たした複数の
EMP3 強制発現クローンと細胞増殖能に変化の
ないコントロールベクター導入クローンを用い、
オリゴヌクレオチドマイクロアレイによる遺伝
子プロファイリング解析を行った。この結果を 
GeneSpring GX11 にて解析し、新規関連候補遺
伝 子 と し て の CSH1 （ Chorionic 
Somatomammotropin Hormone 1）の抽出に至った。 
 
(3) EMP3発現制御機構の解明: EMX2のプロモー
ター領域における発現制御因子の作用部位の塩
基配列からそのレプレッサーを策定するため、
プロモーター領域における複数の Deletion 
mutantの構築に至った。 
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