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研究成果の概要（和文）： 食道癌切除症例においてTumor buddingと臨床データを解析し予後との有意な相関を認めた
。次に、Tumor buddingと上皮間葉転換(Epithelial to mesenchymal transition; EMT)において、EMT status,タンパ
クレベルでも予後との有意な相関を認めた。以上より、食道癌におけるTumor buddingの発生機序としてEMTが強く関与
していることが示唆された。
 一方、L1CAMの発現をmRNAレベル,タンパクレベルで測定し、臨床病理学的因子や予後との相関を解析したが、食道癌
ではL1CAMの発現は胃癌ほど重要な予後因子ではないことが判明した。

研究成果の概要（英文）： Pathological finding "Tumor budding" in esophageal cancer has significant 
correlation to the prognosis of the patients under went esophagectomy. WE focused on EMT (Epithelial to 
mesenchymal transition). The EMT status and expression of related protein significantly correlate to the 
status of tumor budding. These findings suggested EMT could have a role in the genesis of Tumor budding.
 On the other hand, expression of L1CAM using rt-PCR and Western blotting was investigated in the same 
specimens. However, there was no significant relation between expression of L1CAM and the prognosis of 
the patients. Unlike in gastric cancer, L1CAM is not a useful prognostic factor for esophageal cancer.

研究分野：消化器外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年の食道癌治療では、手術療法のみなら
ず薬物療法・放射線療法を加えた集学的治療
によりさらに成績の向上が実現されている。
その半面、全般に治療の侵襲が大きく、これ
まで以上に治療の個別化が必要とされてい
る。個別化のひとつの柱である癌の悪性度の
指標として、これまでに様々な分子病理学的
因子が提唱されてきたが、臨床応用にいたっ
たものは少ない。 

“Tumor budding”は腫瘍先進部において、
癌細胞が個々あるいは小胞巣を形成しつつ
散在性に間質内に浸潤する組織所見である 
(下図矢印部分)。本所見は元来本邦の臨床家

に見出され、その意義が認識されるようにな
ったもので、特に大腸癌において予後との相
関が多く報告されている。何と言ってもヘマ
トキシリンエオジン染色 (HE 染色) 後の検
鏡のみで観察可能であり、一般的で安定した
染色方法で臨床へのフィードバックが容易
であることから、学会の主題演題としても取
り上げられ、広く検討されるに至っている。
しかし、扁平上皮癌についての知見は乏しい
ことから、研究代表者らは食道扁平上皮癌で
検討を進め、“tumor budding”が独立した予
後因子であることをつきとめた (Koike et 
al, Ann Surg Oncol, 2008)。さらに T1食道
癌 (癌の進行が食道壁の粘膜下層までにと
どまっている)においても本所見による悪性
度判定が可能であることを見出した。 

癌の悪性度評価は、接着能, 遊走能, 浸潤
能, 増殖能など、転移に必要な細胞特性にか
かわる遺伝子の発現異常や変異を見出す見
地から幅広く試みられている。個々の細胞が
何らかの理由で腫瘍先進部で活性化し
“tumor budding”をきたすとすれば、“tumor 
budding”を規定する遺伝子の検索を通じて
転移のメカニズム解明を前に進め、同時に有
力な予後因子を拾い上げることができるも
のと考える。 

こうした遺伝子の候補として、我々は接着
因子“L1 (L1-CAM)”に着目した。“L1”は神
経細胞の遊走を含め脳神経系の発達をコン
トロールする糖蛋白の１つとして知られる
が、近年、卵巣癌, 大腸癌を含む様々な腫瘍
の予後因子あるいは治療標的となりうるこ
とが報告され、注目を集めている。また、“L1”

は癌化のシグナル伝達経路のひとつである
β-catenin/TCF の新しい標的遺伝子であり、
その発現により、β-catenin と E-cadherin
の発現は減弱し、癌細胞の運動能, 増殖能が
亢進することが大腸癌細胞にて確認されて
いる。さらに大腸癌において“L1”の発現が
腫瘍先進部で増強しているとの報告がみら
れることから、研究代表者らはこの遺伝子が
何らかの形で“tumor budding”に関与する
ことを通じて転移能、ひいては悪性度の指標
となりうるものと考え、本研究の発想に至っ
た。 
 
 
２．研究の目的 

以下の順に、食道癌における予後因子とし
てみられる組織所見“Tumor budding”と、
既に大腸癌にて予後因子となりうると確認
されている細胞接着因子“L1”の関係を解明
していき、食道癌においても“L1”が重要な
予後因子（転移能や悪性度の指標）となり得
るかを明らかにする。〔(1)〜(4)〕 

上記で得られた結果、“L1”の予後因子と
しての有用性が認められれば、更に L1 発現
に関与する遺伝子についても追求し、食道癌
における悪性度診断ひいては分子標的治療
などの治療の個別化に向けて、より有用な指
標となり得る因子を同定する。〔(5)〜(7)〕 

(1). 食道癌での外科切除標本において、免
疫組織染色, RT-PCR を行い、腫瘍組織内
における L1 の発現状況を調査し、食道扁
平上皮癌に対する予後因子としての意義
を検討する。 

(2). 以前研究代表者が“tumor budding”
の予後因子としての検討を行った際の HE
染色した切片を対象として、L1 の免疫組
織染色を行い、L1 の局在と budding との
関連 (腫瘍先進部や budding における染
色性) について検討する。 

(3). 食道癌細胞株における遺伝子レベル, 
蛋白レベルでの L1 の発現を定量する。細
胞株の遊走能, 接着能, 増殖能, in vivo
における造腫瘍能, 転移能等を評価し、
L1 発現との相関を調査する。 

(4). L1 の発現している食道癌細胞株を用
いて、siRNA により L1 を knockdown し、
knockdown 前後の造腫瘍能, 転移能を比
較する。 

(5). Microarrayにより knockdown前後の遺
伝子発現の変化を網羅的に調査し、L1 の
さらに下流における作用点となる遺伝子
を追求する。 

(6). (5)で得られた情報を元に、新たな分
子の食道癌組織における発現をRT-PCRで
確認し、その予後因子としての意義につ
いて検討する。 

(7). 以上の検討を通じ、最終的には生検で



得られる微量の検体を元に悪性度の診断 
(予後の推測) ができる系を構築する。 
 
 
３．研究の方法 

(1). 食道癌における病理所見“Tumor 
budding”と接着因子“L1”との関連を
検討 

食道癌患者から採取した検体を用いて、
細胞接着因子“L1”を病理組織学的, 分
子生物学的それぞれの手法で発現させ、
食道癌の予後因子としての病理所見
budding との関連を臨床病理学的因子を
含めて検討した。 

① 免疫組織学的な“L1”発現の検討 

我々名古屋大学医学部附属病院・消化
器外科学教室では年間40～50例の食道切
除症例があり、そのデータベースが予後
を含めて整っている。研究代表者が以前
HE 染色で“tumor budding”の予後因子と
しての検討を行った切片を対象として、
L1 の免疫組織染色を行い、L1 の発現と予
後及び臨床病理学的因子との関係を検討
するとともに、L1 の局在と病理所見
buddingとの関連 (腫瘍先進部やbudding
における染色性) について検討した。 

② RT-PCR 法による“L1”発現の検討 

我々名古屋大学医学部附属病院・消化
器外科学教室においては過去手術時に採
取した凍結標本のストックが存在する。
これら標本を用いRT-PCR法を用いての遺
伝子レベルでの L1 発現の検討を行い、臨
床病理学的因子との相関をみるとともに、
病理所見“tumor budding”との関連を検
討した。 

(2). 食道癌における“Tumor budding”の機
序解明と新規予後因子の同定 

食道癌手術にて採取された新たな検体
を用いて食道癌細胞株を作成し、接着能, 
分解能, 増殖能, 遊走能等と“L1”の発
現との相関を in vivo, in vitro の実験
において検討した。更に、L1 発現細胞株
を対象にsiRNAを用いてknockdownさせ、
その前後の造腫瘍能, 転移能を比較し、
食道癌における悪性度と“L1”の発現の
因果関係を調べた。次に、Microarray に
よる knockdown 前後の“L1”に関係する
遺伝子発現の変化を調べ、RT-PCR で食道
癌組織における発現を確認し、“L1”の下
流において作用する遺伝子の予後因子と
しての意義を検討した。 

① 食道癌手術にて得られた新たな検体を
用いて食道癌細胞株を作成し、“L1”の発
現を調べ、“L1”発現の有無による造腫瘍
能, 転移能などへの影響を検討 

食道癌細胞株における遺伝子レベル, 

蛋白レベルでの L1 の発現を定量し、食道
癌細胞株の遊走能,接着能,増殖能、in 
vivo における造腫瘍能, 転移能等を評価
し、L1発現との相関を調査、また、in vitro
での増殖速度や遊走能などについても比
較検討した。 

② L1 knockdown 細胞株の確立と“L1”発現
の有無による細胞動態の変化の検討 

L1 発現させた食道癌細胞株を対象に
siRNA を用いて L1 を knockdown する。
knockdown 前後の細胞株の造腫瘍能,転移
能を比較することで、食道癌の悪性度と
L1 発現の因果関係を調べた。 

(3). (1)①,②,(2)③,④ により、食道癌に
おける“Tumor budding”と“L1”の関
係を検討した。 

上記の結果、“L1”の発現が食道癌にお
ける予後因子になり得ると考えられれば、 
・ Microarray による L1関連遺伝子の検索 
・“L1”関連遺伝子と腫瘍悪性度の検討 
についての研究を進める予定であったが、
食道癌において“L1”の発現は胃癌ほど
の相関が見られなかったため、“L1”との
関わりが深いとされる“上皮間葉転換” 
(Epithelial to mesenchymal transition; 
EMT) に着目し、以下の方法にて検討した。 

(4). 食道癌における“Tumor budding”と
“EMT”の相関について検討 

癌の浸潤や転移で認められる EMT を形
態学的に示しているのが腫瘍先進部にお
ける“tumor budding”と仮定した。 

① 食道癌細胞株において“EMT”の代表的
上皮マーカーであるE-cadherinと間葉系
マーカーの Vimentin について、定量 PCR
法と Western blotting 法で mRNA および
蛋白の発現を測定し、われわれの提唱す
る EMT status (Epithelial type と
Mesenchymal type)の確認を行った。 

② 当教室での食道癌切除検体の腫瘍中心
部に対して前述同様の定量 PCR 法と上皮
マーカーによる免疫染色を行い EMT 
status を決定した。 

③ 我々はこれまでに“tumor budding”が
食道癌術後患者の予後と相関することを
示してきたが、本検討に用いた 78 検体で
も同様に相関していることを確認した。 

④ 臨床検体の EMT status と予後および
“tumor budding”との相関を検討した結
果、相関が認められたため、現在、予後
に影響すると思われる臨床病理学的因子
を含めて多変量解析を行い、独立した予
後因子を同定しているところである。 
 
 
４．研究成果 



まず、“Tumor budding”と細胞接着因子“L1”
との関係について、我々がこれまでに胃癌に
おいて研究を進めてきた L1CAM の発現を、食
道癌の細胞株、切除検体において検討した。 

食道癌細胞株と当教室における食道癌切
除検体を用い、腫瘍部における L1CAM の mRNA
発現を定量 PCR 法にて測定した。胃癌におい
ては、L1CAM の mRNA レベルにおける発現は術
後生存成績と強く相関しており、また、siRNA
を用いた細胞株における機能解析において
は、胃癌細胞の増殖能や浸潤能に深く関与し
ていたが、食道癌において L1CAM の発現を
mRNA レベル, 蛋白レベルにおいて測定し、臨
床病理学的因子や予後との相関を解析した
結果、胃癌と食道癌では組織型の相違もあり、
L1CAM の発現は胃癌ほど重要な予後因子では
ないことが判明した。 

以上のことより、当初の目的であった“L1”
の検討は、食道癌においてはさほど重要では
ないと結論づけ、L1 との関わりが深いとされ
る “ 上 皮 間 葉 転 換 ”  (Epithelial to 
mesenchymal transition; EMT) に着目し検
討を続けた。 
 
当教室で切除した食道癌症例において、腫
瘍部から mRNA を抽出し、定量 PCR 法により
“EMT”の代表的マーカーである E-cadherin
及び Vimentin の発現を測定した (Fig. 1)。 

Fig. 1. 

A: 食道癌細胞株におけるE-cadherinおよび
VimentinのmRNA発現を定量的RT-PCRにて
検討 

 

B: Western blotting 法による E-cadherin   
およびVimentinのタンパク発現の検討 

 

次に、E-cadherinとvimentinの発現比によ
り“EMT status“EMTｓ”を決定し、臨床デー
タとの解析を行ったところ、予後と有意に相
関していることが判明した (Fig. 2)。 

Fig. 2. EMT status (Epitherial Group v.s. 
Mesenchymal Group) による全生存率 

 

Mesenchymal GroupはEpitherial Group
に比べて有意に全生存率が低かった。 
EMT statusの定義 
・Epitherial Group：V/E ratio* <0.85 
(median) 
・Mesenchymal Group：V/E ratio* ≤0.85 
(median) 
(*V/E ratio: vimentin mRNA expression 
divided by E-cadherin mRNA 
expression in cancerous tissues) 
Mesenchymal GroupはEpitherial Group
に比べて有意に全生存率が低かった。 
(31.5% vs. 62.0%, HR=2.01; 95% CI, 
1.11-4.04; P=0.021) 

 
更に、EMTを制御する転写因子としてZeb-1
などの発現状況も確認した。その結果、食道
癌切除例においては、EMT と予後との間に有
意な相関を見出すことができた。 

続いて、同症例における HE 標本を用い、
“tumor budding”の状況を観察した。臨床
データとの解析においては、“tumor budding”
も予後との有意な相関を認めていた (Fig 3)。 

Fig. 3. buddingの発現頻度による全生存率 

 



High-grade budding group (≥3 tumor 
buds) はLow-grade budding group (<3 
tumor buds) に比べて有意に全生存率
が低かった。 
(25.9% vs. 75.1%, HR=5.33; 95% CI, 
2.55-12.5; P<0.001) 

先の EMT status と“tumor budding”との
相関について解析すると、両者には有意な相
関を見出すことができた (Table I,II)。 

Table I： EMT status と臨床病理学的因子 

 

Mesenchymal Group は年齢と有意な相
関を認めた。 

Table II： “Tumor budding”と臨床病理学
的因子 

 

High-grade budding group では、EMT 
satus，病理学的進行度，リンパ管浸潤
および壁深達度と有意に相関していた。 
 

また、E-cadherin と Vimentin の免疫染色
を行うと、蛋白レベルにおいても“tumor 
budding”との相関を認めていた (Fig. 4)。 

Fig. 4. “Tumor budding”の HE 染色及び
E-cadherin と Vimentin 免疫組織染色 

 

 
High-grade budding group 
A: Tumor budding (矢印) (×400)。 
B: E-cadherin の 免 疫 組 織 染 色 。
E-cadherinの発現は弱い。 
C: Vimentinの免疫組織染色。Vimentin
の強発現を認める。 

Low-grade budding group 
D: Low-grade budding (×400)。腫瘍先
進部にbudding包巣を認めない。 
E: E-cadherinの免疫組織染色。腫瘍細
胞にE-cadherinの発現を認める。 
F: Vimentinの免疫組織染色。Vimentin
の発現は認められなかった。 

 
以上より、食道癌における“Tumor budding”
の発生機序として、EMTが強く関与しているこ
とが示唆された。本研究期間内では、独立し
た予後因子を同定しきれなかったが、今後も
引き続き検討していく。 
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