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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌におけるxCT発現の意義,アダプター蛋白XB130との分子間相互作用を検討し
た.TE13,KYSE170において,xCT-siRNA導入によりXB130発現が抑制された.また,TE2,TE9,TE13,KYSE170において,XB130-s
iRNA導入によりxCT発現が増強されたが,共免疫沈降では両者の直接的結合は確認できなかった.xCT-siRNA導入TE13のマ
イクロアレイ解析により,G1-S期関連遺伝子の発現が制御されることを解明.さらに切除検体の免疫組織染色により, xC
T陽性率とKi67標識率の正相関を見出すとともに,xCT高発現が独立した予後因子となることを解明した.

研究成果の概要（英文）：The aims of the present study were to determine the roles of xCT, cysteine/glutama
te transporter in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cells, its clinical significance and interacti
on with XB130, adaptor protein. Knocking-down (KD) of xCT decreased XB130 expression, and KD of XB130 incr
eased xCT expression in ESCC cells. Immunoprecipitation revealed no interaction between xCT and XB130. In 
TE13 and KYSE170 cells, KD of xCT inhibited G1-S phase progression. Microarray analysis identified 1652 ge
nes whose expression levels in TE13 cells were altered by the KD of xCT. Pathway analysis showed that the 
top-ranked pathway was the G1/S checkpoint regulation. Immunohistochemical staining showed that the xCT po
sitivity rate was positively correlated with the Ki-67 labeling index. Further, its expression was an inde
pendent prognostic factor. These observations suggest that the expression of xCT in ESCC cells might affec
t the cell cycle and impact on the prognosis of ESCC patients.
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１．研究開始当初の背景 
 我々はこれまで、新規アダプター蛋白
XB130 の機能解析を行い、食道癌における細
胞周期制御機構、予後因子としての意義を明
らかにしてきた。一方近年、アミノ酸輸送体
xCT は、癌幹細胞表面マーカーである接着分
子CD44と結合して機能することが報告され、
様々な癌腫との関連が報告されている。我々
が XB130 に関する研究を進める過程で、恒
常 XB130 非発現甲状腺癌細胞株を用いたマ
イクロアレイにより、xCT の mRNA 発現が
抑制されることが明らかとなり、両者の分子
間相互作用機序が存在する可能性が示唆さ
れた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、“XB130/xCT 分子間相互作用
により食道癌細胞の細胞周期が制御される”
という実験仮説の検証を行う。その結果から、
XB130/xCT による全く新たな細胞周期制御
機構を解明し、両者の分子間相互作用機序を
標的とした斬新な治療概念を構築すること
を本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト食道癌細胞株における XB130、xCT
発現レベルの解析 
 種々のヒト食道癌細胞株における XB130、
xCT の蛋白発現レベルをウェスタンブロッ
ト法で確認。 
(2) ヒト食道癌細胞株における XB130、xCT
発現調節（siRNA）による相互発現変化解析
と蛋白質間相互作用の解明 
 xCT 高発現細胞株に xCT-siRNA を導入し
た際の XB130 発現を解析。同様に、XB130
高発現細胞株に XB130-siRNA 導入した際の
xCT 発現を解析。蛋白・mRNA の発現はウ
ェスタンブロット法・定量的 RT-PCR で解析。
XB130 と xCT の直接的結合の有無を共免疫
沈降法により解析。 
(3) ヒト食道癌細胞株におけるxCT発現調節
（siRNA）と細胞周期・microarray 解析 
 xCT 高発現細胞株に xCT-siRNA 導入後、
細胞周期への影響をフローサイトメトリー
を用いて検証。また、関連遺伝子発現変化を
microarray により網羅的に解析。 
(4) ヒト食道癌組織におけるxCT発現レベル
の解析と、臨床病理学的因子との相関性の検
討 
 手術臨床標本のパラフィンブロックを用
い、xCT に対する免疫染色で発現レベルを確
認すると共に、臨床病理学的因子・予後・再
発形式との相関を解析。また、種々の細胞増
殖 制 御 因 子 (Ki67 ・ CyclinD1 ・ p21 ・
Anit-phosphohistone H3・E2F5)との相関を
解析。 
 

４．研究成果 
 まず、ヒト食道癌細胞株(TE2, TR5, TE9, 
TE13, KYSE70, KYSE170）における XB130、
xCT の蛋白発現レベルを確認した。ウェスタ
ンブロット法で解析したところ、TE2, TR5, 
TE9, TE13, KYSE170 において、両者の発現
を認めた（図 1）。TE13, KYSE170において、
xCT-siRNA を導入したところ、XB130 の蛋
白・mRNA 発現レベルが抑制された（図 2）。
また、TE2, TE9, TE13, KYSE170 において、
XB130-siRNA の導入したところ、xCT の
mRNA 発現レベルが増強された（図 3）。
xCT・XB130 の直接的結合の有無を確認する
ため、xCT 発現ベクターを導入した TE9, 
KYSE170 細胞株において、Halo tag Resin
を用いた共免疫沈降を施行。結果、両者の直
接的結合が存在しないことが明らかとなり、
他の細胞増殖制御因子を介した間接的作用
機序の存在が強く示唆された。 
 一方、xCT 高発現の細胞株 2 株(TE13, 
KYSE170)において xCT-siRNA を導入し、
細胞周期解析及び細胞増殖解析を行ったと
ころ、G1 停止を介する増殖抑制効果が確認
できた（図 4, 5）。xCT-siRNA を導入した
TE13 を Microarray で解析したところ、
cyclinD1, p21, p53, E2F5 等を含む 1652 個
の遺伝子発現に変化を認め、Pathway 解析で
は、”G1/S checkpoint regulation”が xCT に
関連する機能として抽出された（図 6）。食
道扁平上皮癌 49 例の切除標本における xCT
発現を免疫組織染色で解析したところ、xCT
陽性率と Ki67 Labeling index には正の相関
が認められた（図 7）。全生存期間は xCT 高
発現群で予後不良な傾向を認め、多変量解析
では T2-3、リンパ管侵襲陽性、xCT 高発現
が独立した予後因子として抽出された（図 8）。
これらの研究成果は英文論文として発表し
た(J Gastroenterol:2014)。 
 同時に、食道癌における XB130 の細胞周
期制御機構と臨床病理学的意義の解明(Ann 
Surg Oncol:2013)を行うとともに、他の癌細
胞株を用いた XB130 に関する基礎実験を行
い、XB130 による Akt を介する細胞増殖・
アポトーシス制御機構(PLoS One:2012)、
XB130 による microRNA 制御機構を解明し
た(PLoS One:2013)。さらに詳細な食道癌細
胞増殖制御因子の個別解析を進め、p21・
Anit-phosphohistone H3・E2F5 の予後因子
としての意義を明らかにし、各々英文論文と
して発表した（Anticancer Research:2013,3
編）。また、アミノ酸輸送体 xCT の研究から、
食道癌における他の輸送体の発現意義につ
いても解析を進め、水輸送体である AQP5（J 
Gastroenterol:2014）、イオン共輸送体である
NKCC1(World J Gastroenterol:2014 in 
press)の発現意義を検証し、各々英文論文と
して発表した。 



 

図 3  XB130-siRNA導入による xCT 発現変化 

図 4 細胞周期解析 

図 5 細胞増殖解析 

図 6 細胞周期関連遺伝子の発現変化

図 2 xCT-siRNA 導入による XB130 発現変化 

図 1 食道癌細胞株における XB130・xCT 発現 
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