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研究成果の概要（和文）：食道癌においてSOX2は遺伝子増幅により過剰発現している。一方、進行食道癌に対する治療
法は限られており、その予後は不良である。今回の研究では、SOX2がどのようなシグナル経路を介して食道癌で癌促進
的に作用するのかを明らかにし、SOX2が過剰発現している食道癌に対する分子標的治療の基礎的検討を行った。SOX2は
食道癌細胞において、AKT／mTORC1経路を活性化させ、腫瘍増殖を促進することを明らかにした。またAKT／mTORC1経路
の阻害はSOX2過剰発現食道癌の増殖を抑制することができた。さらに食道癌臨床標本においてSOX2とリン酸化AKTの発
現は正の相関を認めた。

研究成果の概要（英文）：The transcription factor SOX2 is essential for the maintenance of embryonic stem 
cells and normal development of the esophagus. We have revealed that the SOX2 gene is an amplification 
target of 3q26.3 in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). To identify the oncogenic activity of SOX2 
in ESCC cells, using a phosphoprotein array, we assayed multiple signaling pathways activated by SOX2 and 
determined that SOX2 activated the AKT/mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1) signaling 
pathway. LY294002, an inhibitor of phosphatidylinositol 3-kinase, suppressed the ability of SOX2 to 
enhance proliferation of ESCC cells in vitro. In mouse xenografts, SOX2 promoted in vivo tumor growth of 
ESCC, which was dependent on AKT/mTORC1 activation. LY294002 suppressed the ability of SOX2 to enhance 
tumor growth of ESCC. Furthermore, tissue microarray analysis of 61 primary ESCC tumors showed a positive 
correlation between expression levels of SOX2 and phosphorylated AKT.
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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、
遺伝的素因に加え、感染や炎症、発癌物質な
どによる環境的因子によりゲノム異常が蓄
積し、その結果、無秩序な増殖、浸潤・転移
あるいは薬剤耐性といった癌の悪性形質を
獲得する。分子レベルの癌の病態解明のため
には、癌の本質であるゲノム異常を明らかに
することが必要である。 
これまでに、ゲノム異常の解析によって
ERBB2 や EGFR やといった癌遺伝子が遺伝
子増幅によって活性化することが同定され、
現在、乳癌に対する抗 ERBB2 抗体 (ハーセ
プチン) や肺癌に対する抗 EGFR 抗体(イレ
ッサ) として分子標的治療薬として、臨床応
用されている。このような閾値を越えた活性
化を導く変異である遺伝子増幅の標的を同
定することは、癌発生の分子機構の解明に寄
与するだけでなく、癌細胞を選択的に傷害す
る分子標的治療薬の開発という側面からも
重要である。 
 
こうした観点から、申請者は、高密度オリ

ゴヌクレオチド・アレイを用いて、DNA コ
ピー数解析を推進してきた。このアレイは 20
万個を超えるマーカーで全ゲノム領域をカ
バーし、癌に生じた DNA コピー数変化を詳
細かつ定量的に解析することができ、微細な
新規の遺伝子増幅領域やホモ欠失領域をピ
ンポイントで検出することができる。 
これまでの検討で、高密度オリゴヌクレオチ
ドアレイを用いて、食道扁平上皮癌における
新規 3q26 増幅領域の標的遺伝子（遺伝子増
幅に伴って、その発現と機能が亢進している
遺伝子）が SOX2 であることを同定した
（Cancer genetics cytogenet 2010）。同時期
に他のグループから肺の扁平上皮癌におい
てもSOX2が同様に増幅の標的遺伝子である
ことが報告されている（Nature genetics 
2009）。 
 
２．研究の目的 

 
SOX2 は幹細胞における多分化能と自己複

製の維持に必須の転写因子であり、induced 
puluripotent cell (iPS 細胞)の作成にも必須
である。一方、食道において、SOX2 は食道
重層扁平上皮の形成に決定的な役割を果た
す。しかし、食道癌における機能は明らかで
はない。本研究の目的は、食道癌において
SOX2 過剰発現がどのようなシグナル経路を
介して癌促進的に作用するのかを明らかに
し、SOX2 が遺伝子増幅/過剰発現している食
道癌に対する分子標的治療に対する基礎的
検討を行うことである。これまでの予備的検
討において、SOX2 過剰発現に伴い、細胞生
存・増殖に関わるセリン/スレオニンキナーゼ
である AKT のリン酸化を亢進しその下流の
mTOR 経路も活性化されていることが明ら

かになっており、SOX2 の AKT 経路を介し
た腫瘍増殖機序とSOX2高発現食道癌に対す
る AKT 経路阻害効果を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 
（１）SOX2 が遺伝子増幅している食道癌細
胞において RNAi 法を用いて SOX2 を抑制し
たときに変動するシグナル経路のスクリー
ニングのため、リン酸化蛋白アレイ(抗体ア
レイ)を行う。得られた結果は、ウェスタン
ブロッティング法を用いて検証した。 
 
（２）SOX2 の発現が低い食道癌細胞に対し
て SOX2 を導入し、SOX2 安定発現株を作製
した。SOX2 安定発現株およびコントロール
の細胞をヌードマウスの皮下に接種し、腫瘍
形成させることで、in vivo における腫瘍増殖
能を評価した。また、in vivo で形成された腫
瘍を回収し、SOX2 の過剰発現に伴う AKT／
mTOR シグナル経路の亢進を調べた。 
 
（３）SOX2 過剰発現細胞における AKT 経路
阻害剤の効果を調べた。すなわち、AKT 経路
の阻害による AKT/mTORC1 経路抑制の確認
と、それにともなう SOX2 過剰発現細胞の増
殖抑制効果を in vitro および in vivo で検証し
た。 
 
（４）食道癌臨床標本を用いて SOX2 および
リン酸化 AKT の免疫組織染色を行い、発現
の相関について検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）SOX2 が遺伝子増幅し、過剰発現して
いる食道癌細胞 KYSE70 と KYSE140 におい
て、RNAi 法を用いて SOX2 をノックダウン
し、そのときに変化するシグナル経路をリン
酸化蛋白アレイを用いて、スクリーニングし
た。その結果、リン酸化 AKT（p-AKT）およ
び mTOR 経路（リン酸化 S6(p-S6)）の発現が
SOX2 のノックダウンにより減弱化すること
が明らかとなった（図 a）。AKT は mTOR 複
合体（mTORC1）を介して、4E-BP1 や p70S6K、
S6 のリン酸化を促し、細胞増殖を促進するこ
と が 知 ら れ て い る た め 、 SOX2 は
AKT/mTORC1 経路を亢進させ、増殖を促進
している可能性が示唆される結果であった。
一方で、AKT 経路の上流となりうるリン酸化



EGFR やリン酸化 ERBB2 といったレセプタ
ー型チロシンキナーゼのリン酸化レベルは
明らかな差を認めなかった。これらの結果は
ウェスタンブロッティングで検証した。 
 
（２）SOX2 の発現が極めて低い食道癌細胞
KYSE30 細胞に対して SOX2 を強制発現させ
た安定発現株を作成した。コントロールの細
胞と SOX2 安定発現株をヌードマウスの皮下
に接種し、腫瘍形成させ、増殖能を検討する
と SOX2 安定発現株は腫瘍増殖が速い結果で
あった（図 b）。in vivo で形成された腫瘍サン
プルを回収し、SOX2 および AKT/mTORC1
経路（p-AKT、p-p70S6K、p-4EBP-1、p-S6）
の発現をウェスタンブロッティングで検証
し た と こ ろ 、 SOX2 の 発 現 に 伴 い 、
AKT/mTORC1 経路が亢進していることを示
した。 

 
（３）つぎに SOX2 過剰発現細胞に対する
AKT/mTORC1 経路の阻害効果を AKT の活性
を阻害する LY294002 を用いて検証した。
SOX2 の遺伝子増幅のある KYSE70 および
KYSE140 細胞に対して LY294002 を in vitro
で投与すると、いずれの細胞においても濃度
依存性に p-AKT および mTORC1 経路の指標
である p-6 の発現が減弱し、細胞増殖が抑制
された。さらに SOX2 安定発現株をヌードマ
ウスの皮下に接種して腫瘍形成させ、その後、
LY294002 を投与すると、in vivo において腫瘍
増殖を抑制することができた。In vivo の腫瘍
は回収し、ウェスタンブロッティングで
LY294002 の投与により p-AKT、p-S6 が減弱
していることを確認した。 
 
（４）食道癌臨床標本 61 検体を用いて、SOX2
および p-AKT の免疫染色を行った。SOX2 の
発現が高い標本において p-AKT の発現も高
く、正の相関を認めた。 
 
以上の結果から、食道癌において SOX2 は
AKT/mTORC1 経路を介して腫瘍増殖を促進
していることが明らかとなり、SOX2 高発現
の食道癌に対して AKT あるいは mTOR 阻害
剤を用いる治療が有効な可能性を示唆する

結果であった。 
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