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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌の原因遺伝子は、非常にまれな家族性食道癌 (Tylosis)家系および非遺伝性
の通常の散発性食道癌の研究から17番染色体長腕 (17q25.1)に存在することが示唆されている。本研究では同領域内に
存在する遺伝子の網羅的発現解析から原因遺伝子の同定を試みた。食道癌組織で有意な発現低下が見られたST6GALNAC1
遺伝子の検討では、遺伝子変異、染色体欠失、高メチル化が高頻度に認められた。ST6GALNAC1遺伝子の不活化が食道癌
発生に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Tylosis is an autosomal dominant skin disorder that is associated with the early o
nset of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) in several families.The tylosis esophageal cancer (TOC) 
gene locus has been mapped to chromosome 17q25.1 using linkage analyses of pedigrees of such families. Thi
s region is also frequently lost in sporadic ESCC. Therefore, genes involved in the development of esophag
eal cancer may exist in the TOC region on 17q25.1. Among many genes in the region, significant downregulat
ion of ST6GALNAC1 expression in esophageal cancer tissues was confirmed. Frequent mutation, loss of hetero
zygosity, and hypermethylation in ST6GALNAC1 gene were observed. Our results suggest that downregulation o
f ST6GALNAC1 via hypermethylation and LOH are associated with the development of ESCC.
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍の原因遺伝子を同定することは腫

瘍の診断・治療・予防の観点から極めて重

要なことである。癌原因遺伝子の多くは家

族性腫瘍の連鎖解析により同定されてきた。

食道癌では掌蹠角化症の亜系で高率に食道

扁平上皮癌を発症する Tylosis という家系

が報告されている。Tylosis はイギリス、ド

イツ、アメリカなど世界で数家系の報告が

されている。連鎖解析では本疾患の原因遺

伝子が 17q25.1 上に存在することが示唆さ

れTylosis Oesophageal Cancer (TOC) locusと

命名されている。われわれは散発性食道癌

で TOC 領 域 に 高 頻 度 の loss of 

heterozygosity (LOH)を認めることから同領

域に食道扁平上皮癌の原因遺伝子が存在す

る 可 能 性 を 示 し た  (Iwaya T et al, 

Gastroenterology 1998)。TOC 領域内の候補

遺伝子について変異解析を試みてきた。デ

スモゾームに局在する Envoplakin (EVPL)

は有力な候補遺伝子であったが、われわれ

の散発性食道扁平上皮癌における変異解析

では 20 例中１例 (5%)に missense 変異を認

めるのみであり（Iwaya T et al, Oncol Rep 

2005）、Tylosis 家系の解析でも EVPL 変異

は見られなかった。一方、Tylosis 家系の連

鎖解析では TOC locus は 42.5kb まで狭めら

れ、同領域内の Cytoglobin (CYGB)がメチル

化により不活化され、腫瘍抑制遺伝子とし

て機能している可能性が報告された(文献

1)。しかし、CYGB のメチル化は膀胱癌、

大腸癌、乳癌、白血病など多くの癌腫で見

られ食道癌に特異的なものではなく、腫瘍

抑制機能も非小細胞肺癌細胞株で示された

のみで食道癌細胞では報告はない（文献 2）。

また、われわれは日本人の食道癌における

CYGB の検証をおこなったが、発現異常は

認められなかった。以上より、TOC locus

上には他の食道癌原因遺伝子が関与する可

能性が示唆される。 
 

２．研究の目的 
 本研究課題では、家族性食道癌および散

発性食道癌で共通して異常が報告されてい

る領域 17q25.1 上に存在する食道癌原因遺

伝子の同定、食道癌発生メカニズムの解明

をこころみた。 
 
３．研究の方法 
１） RNA-seq 解析 

食道扁平上皮癌 3 切除検体の癌部、正常粘

膜より組織を採取し RNA を抽出した。次

世代シークエンサーを用いた RNA-seq 解

析により網羅的遺伝子発現解析をおこなっ

た。特に TOC locus を含む 17q25.1 上の

1500kb の領域の遺伝子発現について検討

をおこなった。 

 

２） 定量 RT-PCR 

RNA-seq 解析で、正常食道粘膜に比較して

癌部にて有意な発現低下を認めた遺伝子に

つき、 90 例の食道扁平上皮癌症例で

qRT-PCR (TaqMan PCR)をおこない検証し

た。 

 

３）候補遺伝子の変異解析 

発現解析から得られた候補遺伝子について、

46 症例の DNA サンプルより coding region

の遺伝子変異解析を Direct sequence 法にて

おこなった。 

 

４） microsatellite LOH 解析 

候補遺伝子領域の染色体欠失の有無につき

PCR microsatellite LOH 解析をおこなった。 

５） 候補遺伝子のメチル化検索 

候補遺伝子の不活化に過剰メチル化が関与

しているかについて、食道扁平上皮癌培養

細胞株を用い、5-aza-dC 処理を行い当該遺

伝子の発現状態の変化を確認した。 

 

６）候補遺伝子の siRNA による knock down

による機能解析 



siRNA により候補遺伝子を knock down し、

細胞増殖能をMTT assayにて control群と比

較した。 
 
４．研究成果 
１） RNA-seq 解析 

頸部高分化食道扁平上皮癌 T1N0M0、胸部

中部低分化食道扁平上皮癌 T3N0M0, Stage 

II、胸部下部腹部中分化食道扁平上皮癌 

T3N1M0, Stage III の３症例における

RNA-seq 解析では、17q25.1 上の TOC locus

を含めた 1500 kb 領域内で、癌部で正常部

に比較し 70%以上の有意な発現低下を認め

た遺伝子は EVPL と ST6GALNAC1 の２遺

伝子であった。 

 

２） 定量 RT-PCR 

食道癌 90 症例における qRT-PCR による発

現解析では、ST6GALNAC1 および EVPL

とも正常部に比較し腫瘍組織で有意な発現

低下を示した（図１）。 
 
３） ST6GALNAC1 遺伝子変異解析 

上記発現解析からえられた２遺伝子のうち

EVPL は過去の解析で変異が低頻度である

こ と が 示 さ れ て お り 、 本 検 討 で は

ST6GALNAC1 遺伝子の変異について検討

した。46 症例中 5 例 (11%)で Exon 2 にア

ミノ酸変化をともなう変異（Missense 

mutation: 2 例、3 bp の small deletion: 3 例）

および silent mutation 2例を認めた（図２）。

Intron 3/ Exon 4 境界部の intron 3 上の“C” 6

塩基 repeat 部で 1bp “C” deletion が見られた。

しかし、これらの変異は食道正常粘膜でも

確認されており、polymorphism の可能性も

考えられた。 

４） ST6GALNAC1 領域の microsatellite 

LOH 解析 

ST6GALNAC1 遺伝子の intron に存在する

microsatellite marker: D17S2238, D17S2243, 

D17S2245 を用い、34 症例で LOH 解析を施

行した。すべての marker が homo を示した

case 以外の 26 例の informative case のうち

17 例 (65%)で少なくとも１つの marker で

LOH が確認された。 
 
５）候補遺伝子のメチル化検索 

食 道 扁 平 上 皮 癌 細 胞 株  KYSE150, 

KYSE270, TE8, TE9, TE10 の 5 株を 3μM の

5-Aza-dC に 72hr 暴露後、RNA を採取し

qRT-PCR を 用 い ST6GALNAC 発 現 を

Control と比較した。すべての細胞株で

5-Aza-dC 処理後に ST6GALNAC1 発現の上

昇が認められた（図３）。 
 
５） siRNA による ST6GALNAC1 knock 

down 

siRNA 実験では、食道癌細胞株でもっとも

ST6GALNAC1発現の高かったTE15を用い

た。TE15 で St6GALNAC1 発現を knock 

down すると細胞増殖能は低下した。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１． 

定量 RT-PCR による ST6GALNAC1 および

EVPL 遺伝子発現. N: 正常組織、T: 腫瘍組織 



 

 
考察 
 
食道癌切除検体の遺伝子発現解析から食道
癌発生に ST6GALNAC1 遺伝子の不活化が
関与していることを明らかにした。
ST6GALNAC1 の不活化には遺伝子変異、
LOH、メチル化が関与しているものと考え
られた。 
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