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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌に生じたDNA コピー数異常を高密度オリゴヌクレオチドアレイで網羅的に解
析した結果、細胞極性の形成に必須の分子Partition-defective 3 (PAR-3) 遺伝子のホモ欠失と発現消失を発見した。
PAR-3とタイトジャンクションのマーカーZO-1 との蛍光二重染色、およびPAR-3の強制発現とノックダウン実験から、P
AR-3が消失するとタイトジャンクションの形成が阻害されることが示された。臨床検体において、PAR-3発現量の低い
症例は有意にリンパ節転移が多いことが判明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated DNA copy number aberrations in human esophageal squamous cell carc
inoma (ESCC) cell lines using a high-density oligonucleotide microarray and found a homozygous deletion of
 PARD3 (the gene encoding PAR-3). The PAR-3 protein is implicated in the formation of tight junctions at e
pithelial cell-cell contacts. Exogenous expression of PARD3 in ESCC cells lacking this gene enhanced the r
ecruitment of ZO-1, a marker of tight junctions, to sites of cell-cell contact. Conversely, knockdown of P
ARD3 in ESCC cells expressing this gene caused a disruption of ZO-1 localization at cell-cell borders. Exp
ression of PARD3 was significantly reduced in primary ESCC tumors compared with their nontumorous counterp
arts, and this reduced expression was associated with positive lymph node metastasis and poor differentiat
ion. Our results suggest that deletion and reduced expression of PARD3 may be a novel mechanism that drive
s the progression of ESCC.
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１．研究開始当初の背景 
「癌は体細胞に生じた遺伝子病」であり、

遺伝子および染色体の構造の不安定性によ

り生じたゲノム異常の蓄積がその癌の特性

を規定する。したがって、浸潤や転移あるい

は薬剤耐性といった癌の悪性形質獲得の機

序を解明するためには、それに関与するゲノ

ム異常を明らかにする必要がある。 

食道扁平上皮癌はわが国で多い癌で、しか

もその予後は不良である。食道扁平上皮癌の

発生・進展に関与する分子病態を明らかにす

ることは、治療標的分子を同定するためにも

重要である。 

食道扁平上皮癌を対象に、高密度オリゴヌ

クレオチド・アレイを用いて網羅的 DNA コピ

ー数解析を行った結果、染色体 10p11 に新規

ホモ欠失領域を同定した。そして、その欠失

領 域 を 限 局 化 し 、 PAR-3

（partition-defective 3）遺伝子のホモ欠

失と発現消失を見出した。 

細胞極性と細胞間接着は組織形成に必須

である。逆に、細胞極性と細胞間接着の消失

は進行癌に共通して観察され、周囲への浸潤

や転移に密接に関連する。細胞極性は、線虫

からホ乳類まで進化的によく保存されてい

る partition-defective (PAR)タンパク質フ

ァミリーによって制御されている。その一員

である PAR-3 は、細胞間タイトジャンクショ

ンにおいて、PAR-6 および atypical protein 

kinase C (aPKC)と結合し、AR-3－PAR-6－

aPKC 複合体はタイトジャンクションの形成

と細胞極性の確立に必須であることが知ら

れている。 

２．研究の目的 
 食道扁平上皮癌におけるPAR-3欠失の機能

的役割とその臨床病理学的意義を解明する

ことを目的とした。 

３．研究の方法 
 GeneChip 250K アレイ（Affymetrix 社）を

用いて食道扁平上皮癌細胞株のDNAコピー数

異常を解析した。発見した染色体 10p11 の新

規ホモ欠失領域について genomic PCR で欠失

領域を限局化し、最小共通ホモ欠失領域を同

定した。食道扁平上皮癌細胞株と臨床検体を

対象に、PAR-3 遺伝子の DNA コピー数、mRNA

量を定量した。 

機能解析として、PAR-3 遺伝子の欠失が癌

細胞のタイトジャンクションの形成および

浸潤・転移・増殖に関与するかどうか、遺伝

子導入実験（強制発現およびノックダウン）

で検証した。具体的には、PAR-3 の発現が保

持されている食道扁平上皮細胞株とPAR-3の

発現が消失した細胞株で、PAR-3 とタイトジ

ャンクションのマーカーである ZO-1 の蛍光

二重免疫染色を行い、比較した。さらに、

PAR-3 発現ベクターを作製し、細胞株にトラ

ンスフェクションしてPAR-3強制発現させた。

また siRNA をトランスフェクションして、

PAR-3 の発現をノックダウンした。 

食道扁平上皮癌の臨床検体（内視鏡生検組

織）における PAR-3 の mRNA 発現量変化と体

細胞変異の有無について検討した。それらと

臨床データおよび病理学的特徴とを照合す

ることで、PAR-3 の食道扁平上皮癌における

臨床病理学的意義を検討した。 

４．研究成果 

食道扁平上皮癌細胞株 KYSE30 と KYSE270

において PAR-3 遺伝子がホモ欠失し、その最

小共通ホモ欠失領域が PAR-3遺伝子の exon 3

から exon 22 であることを見出した。KYSE30

細胞と KYSE270 細胞ではホモ欠失の結果、

PAR-3 mRNAとタンパク質の発現が完全に消失

していた。臨床検体では 15%で PAR-3 遺伝子

のコピー数が減少していた。シークエンス解

析では PAR-3 遺伝子の変異は認めなかった。 

PAR-3 と ZO-1 の蛍光二重免疫染色の結果、

PAR-3の発現が保持されている細胞ではZO-1 

と PAR-3が細胞間接着面に共局在していたの

に対し、PAR-3 の発現が消失した KYSE30 細胞

と KYSE270 細胞では PAR-3 だけでなく ZO-1

の細胞間接着面での局在が消失していた。そ



して、KYSE30 細胞と KYSE270 細胞に PAR-3 を

強制発現すると ZO-1 の細胞間接着面での局

在が回復し、逆に PAR-3 の発現がある細胞株

で PAR-3 の発現をノックダウンすると ZO-1

が細胞間接着面から消失した。以上より、

PAR-3 が消失した食道扁平上皮癌細胞ではタ

イトジャンクションの形成が阻害されるこ

とが示唆された。 

PAR-3 の臨床病理学的意義についての検討

では、内視鏡検査時に採取した食道扁平上皮

癌とその周囲の非癌部の生検サンプルを用

いて PAR-3 mRNA 量を定量したところ、PAR-3 

mRNA 量は非癌部と比較して癌部で有意に低

下していた。そして興味深いことに、PAR-3 

mRNA 発現量の低い症例は有意にリンパ節転

移が多かった。以上まとめると、食道扁平上

皮癌におけるPAR-3発現低下はタイトジャン

クションの形成を阻害し、リンパ節転移を促

進する可能性が示唆された。 

本研究は、食道扁平上皮癌で PAR-3 遺伝子

の異常を初めて発見し、それがリンパ節転移

に関与することを明らかにしたことに価値

がある。 
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