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研究成果の概要（和文）：EB2が細胞分裂期において特異的に微小管上から消失すること、リン酸化酵素によってリン
酸化修飾されることを見出した。さらに、EB2が細胞分裂期において特異的にリン酸化されることで、紡錘糸との結合
性を低下させることが示された。EB2のリン酸化部位を決定した後、非リン酸化型EB2をもつ細胞を作製して観察したと
ころ、非リン酸化型EB2は細胞分裂期において微小管に強く結合することで微小管の過剰な安定化を促し、細胞分裂期
の進行遅延を誘導した。さらに、非リン酸化型EB2をもつ正常細胞を一定期間培養したところ不均等な染色体分配が誘
導され、染色体数が維持できずに異数性を示す細胞が観察された。

研究成果の概要（英文）：Temporal regulation of microtubule dynamics is essential for proper progression 
of mitosis and control of microtubule plus-end tracking proteins by phosphorylation is an essential 
component of this regulation. Aurora B and CDK1 phosphorylate microtubule end-binding protein 2 (EB2) at 
multiple sites within the amino terminus and a cluster of serine/threonine residues in the linker 
connecting the calponin homology and end-binding homology domains. EB2 phosphorylation, which is strictly 
associated with mitotic entry and progression, reduces the binding affinity of EB2 for microtubules. 
Expression of non-phosphorylatable EB2 induces stable kinetochore microtubule dynamics and delays 
formation of bipolar metaphase plates in a microtubule binding-dependent manner, and leads to aneuploidy 
even in unperturbed mitosis. Aurora B and CDK1 temporally regulate the binding affinity of EB2 for 
microtubules, ensuring kinetochore microtubule dynamics, proper mitotic progression and genome stability.

研究分野：消化管外科
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１．研究開始当初の背景 

癌の治療成績向上のためには手術療法に加

え、化学療法・放射線療法を含めた集学的治

療のさらなる発展が望まれる。特に化学療法、

放射線療法感受性の分子機構の解明は、実臨

床へのフィードバックの観点からも急務で

ある。 

治療効果予測因子研究の一環として、術前温

熱・化学・照射療法を行った食道癌症例を対

象に、治療前の生検材料を用いて検討したと

ころ、p21 蛋白低発現例で有意に組織学的治

療効果が低く、また p53、p21 の組み合わせ

で解析したところ、p53 変異かつ p21 低発現

例で有意に組織学的治療効果が低いという

結 果 で あ っ た (Ishida, Saeki et al. 

Anticancer Res 2007）。このように、ある症

例においては p53、p21 が治療効果予測因子

として有用であると言えるが、これらの因子

だけでは予測困難な症例が存在することも

事実であり、更なる研究が望まれる。 

SNP-CGH の進歩に伴い DNA コピー数の異常な

ど染色体ダイナミクスが詳細にとらえられ

るようになり、これまでは検出不能であった

染色体異常の実態が解明されはじめた。血液

腫瘍では、濾胞性リンパ腫において多数の染

色体でコピーニュートラルLOHが存在するこ

とが報告された（Ross CW et al. Clin Cancer 

Res 2007）。その後骨髄性白血病においても

同様の報告がなされ（Tuna M et al. Trends 

Mol Med 2009, O‘Keefe C et al. Blood 2010）、

血液腫瘍の発生過程において重要な役割を

果たすことが示唆された。さらに固形癌にお

いても、乳癌、大腸癌、肺癌などにおいても

この現象を多く認めることが報告され

（ Murthy SK et al. Mod Pathol 2002, 

Andersen CL et al. Carcinogenesis 2007, 

Ogiwara H et al. Oncogene 2008）、固形癌

の発癌過程における意義について現在注目

が集まっている。 

我々は、食道癌において解析を行い、p53 遺

伝子変異を伴う食道癌では染色体不安定性

に伴っておこるp53遺伝子座のコピーニュー

トラルLOHが癌発生の重要なメカニズムであ

ることが明らかとした。その結果をもとに、

食道癌の染色体異常の特徴と発癌メカニズ

ムに関して新たな知見を提唱した（Saeki et 

al. Clin Cancer Res 2011）。一方、これま

で染色体異常が癌治療感受性に影響するこ

とに関しては報告がある（Weiss MB et al. 

Oncogene 2010）ため、本研究では癌集学的

治療のオーダーメイド化に関して新しい知

見が得られることが予測され、臨床での治療

戦略構築への応用が期待される。 

 

２．研究の目的 

進行消化管癌症例に対する外科治療単独で

の治療成績は十分とは言えない。そのよう

な難治性固形癌の治療成績向上のためには、

手術療法に加え、化学療法・放射線療法を

含めた集学的治療のさらなる発展が望まれ

る。そのためには、まず癌の病態を分子レ

ベルで詳細にとらえ、治療にフィードバッ

クすることが強く求められる。一方、近年

の SNP-CGH の開発によりゲノムコピー数の

変化をアレル特異的に検出することが可能

となった。我々は、このゲノム解析技術を

用いて食道癌の染色体異常の特徴と発癌メ

カニズムを関して新たな知見を提唱した

（Saeki et al. Clin Cancer Res 2011）。

本研究では、難治性消化管癌（食道癌、胃

癌、大腸癌）における染色体ダイナミクス

をアレル特異的に詳細に解析することで染

色体異常の特徴を明らかにし、新規治療法

の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

1)“染色体不安定性”という用語の定義に関

しては、文献によりさまざまな見解がある。

我々は、これまでの研究成果から、図３に示

すように、染色体不安定性には DNA コピー数



の増加を伴うものと、DNA コピー数が不変で

あるものが存在すると考えている。両者を区

別して評価するには、複数の解析系による検

証が必要であるため、以下のように順次解析

をすすめる。 

2) 対象は、食道癌、胃癌、大腸癌の細胞株、

切除標本とする。まずは、laser scanning 

cytometry による DNA ploidy 解析と SNP-CGH

によるアレル特異的なゲノム変化（コピーニ

ュートラル LOH を含む）の解析を行い、DNA

コピー数の変化に着目して染色体不安定性

の成因別に大別する。さらに、マイクロサテ

ライトマーカーによる LOH 解析、CGH、FISH

などを行い、これまで蓄積された遺伝子解析

データと対比することで、臓器ごとにゲノム

データベースを作成する。 

3) 上記の結果が得られた後は、データベー

スを基にさまざまな臨床病理学的因子と対

比し、さらに化学療法や放射線療法の感受性

を実際の症例の治療経過をもとに解析する

ことが可能である。これまで染色体異常と薬

剤感受性の相関に関しては報告がある

（Weiss MB et al. Oncogene 2010）ため、

特徴的な結果が得られることが期待され、そ

れらの結果を臨床での治療戦略構築へと応

用していく。 

4) 最終的に、得られた臨床検体のデータを

基に細胞株を用いた実験的検証へ展開する。

予 備 実 験 に て い く つ か の 細 胞 株 の

characterize はすでに行っているため、適し

た細胞株をピックアップして演繹的な手法

により２）３）の事象を検証する。例えば、

コピーニュートラルLOHのメカニズムのひと

つの可能性として、DNA2 重鎖切断修復経路の

異常が考えられる。この DNA2 重鎖切断修復

には BRCA2、Rad51 をはじめとして多くの因

子が関わっており、その経路が巧妙に制御さ

れることが知られている。研究代表者は、哺

乳類細胞において I-SceI と GFP 遺伝子レポ

ーターを用いた系を用いた機能解析を行い、

BRCA2 の機能ドメインについて先駆的な成果

を発表してきた(Saeki et al. PNAS,2006）。

よって、DNA２重鎖切断修復関連蛋白質の機

能ドメインの解析など、感受性規定因子の分

子レベルでの解析も可能である。 

 

４．研究成果 

1) LINE-1はゲノム全体に渡って存在する転

移因子であり、そのメチル化はゲノム全体の

メチル化の指標である。一方、染色体不安定

性と癌の悪性度の関連が種々の癌で報告され

ている。食道扁平上皮癌におけるLINE-1メチ

ル化異常および染色体不安定性の生物学的意

義について明らかにすることに検討した。術

前無治療で手術を行った食道扁平上皮癌105

例を対象とした。癌部と非癌部のDNAを用いて、

パイロシークエンス法にてLINE-1メチル化解

析を行った。対象を高メチル化群と低メチル

化群とに分類し、臨床病理学的因子との関連

を検討した。p53のexon2－10の遺伝子変異解

析をdirect sequence法にて行った。代表的な

症例にてSNP-CGHを行い、染色体異常を検討し

た。癌部では非癌部に比してLINE-1メチル化

レベルが有意に低下していた（p＜0.0001）。

非癌部におけるメチル化レベルと喫煙、飲酒

量は有意な逆相関を認めた。癌部における

LINE-1低メチル化は、脈管侵襲、リンパ節転

移、病期進行、p53変異陽性と関連を認めた。

高・低メチル化群の5年生存率はそれぞれ61%、

33%であり、低メチル化群で有意に予後不良で

あった（p=0.0026）。癌部の低メチル化と染

色体不安定性との間には有意な相関を認め、

低メチル化症例では癌の発生・進展に関わる

複数の遺伝子領域で染色体異常を認めた。食

道癌においてゲノム全体の低メチル化により

染色体不安定性が生じ、癌の発生と進展の両

者に関与する可能性がある。 

2) プロテインキナーゼには、癌の分化や増

殖に関連しているものがある。

p21-activated kinases (PAKs)はセリン/ト



レオニンキナーゼであり、グループⅠ（PAK1、

PAK2、PAK3）とグループⅡ（PAK4、PAK5、PAK6）

の 2つのサブグループに分類されている。近

年、PAK の過剰発現および遺伝子変異による

活性化が癌の発育に関与している、との報告

がある。消化管癌（食道癌、胃癌、大腸癌）

における PAK1 および PAK4 の遺伝子異常を解

析し、癌の発育・進展における意義について

明らかにすることを目的に検討した。術前無

治療で切除を行った食道癌 13例、胃癌 8例、

大腸癌 22 例を対象に、それぞれの癌部から

DNA を抽出し SNP-CGH 解析を行った。PAK1 と

PAK4 遺伝子の増幅、欠失、copy-neutral LOH

（CNLOH）、その他のコピー数異常（CNA）を

解析した。p53 変異はダイレクトシークエン

ス法にて解析し、SNP-CGH のデータをもとに

染色体不安定性をゲノム全体に対するコピ

ー数異常の部位の割合（% defect）で評価し

た。食道癌においては PAK1 に 8例（CNA7 例、

欠失１例）、PAK4 に 9例（増幅 3例、欠失２

例、CNLOH１例、CNA3 例）、胃癌においては

PAK1 に 3例（増幅 2例、CNA1 例）、PAK4 に 2

例（増幅 1例、CNA1 例）、大腸癌においては

PAK1 に 1例（欠失）、PAK4 に 3例（増幅 2例、

CNLOH1 例）遺伝子異常を認めた。特に食道癌

においては、PAK1 または 4に遺伝子異常を認

めた症例は 13 例中 11 例（85％）であり、そ

の全例で% defect が高く、p53 遺伝子変異を

10 例に認めた。消化管癌において PAK の遺伝

子異常が、癌の発育・進展に関与している可

能性がある。特に食道癌においては、染色体

不安定性と p53遺伝子変異が PAK遺伝子異常

と関連していた。 

3)これまでに染色体の数を維持するための

研究報告は、染色体自身の動態や中心体の制

御に関して数多くされてきたが、紡錘糸の制

御メカニズムに関しては、いまだ未知の部分

が多く残されている。微小管結合性の EB フ

ァミリータンパク質は、MAPRE 遺伝子にコー

ドされた EB1、EB2 および EB3 からなる。ま

た EB ファミリータンパク質のうち、EB2 のみ

が転写開始点の異なることにより分子量の

異なる 2つのフォームが存在する。 

我々は、紡錘糸の構成成分である微小管の結

合タンパク質として知られるEB2が細胞分裂

期において特異的に微小管上から消失する

こと、Aurora B および CDK1 と呼ばれるリン

酸化酵素によってリン酸化修飾されること

を見出した。さらに、EB2 はリン酸化される

と微小管への結合強度が低下することがわ

かり、EB2 が細胞分裂期において特異的にリ

ン酸化されることで、紡錘糸との結合性を低

下させることが重要である可能性が示され

た。そこで、EB2 が細胞分裂期において特異

的にリン酸化されることの重要性を明らか

にするため、EB2 のリン酸化部位を決定した

後、非リン酸化型 EB2 をもつ細胞を作製して

観察したところ、非リン酸化型 EB2 は細胞分

裂期において微小管に強く結合することで

微小管の過剰な安定化を促し、細胞分裂期の

進行遅延を誘導した。さらに、非リン酸化型

EB2 をもつ正常細胞を一定期間培養したとこ

ろ不均等な染色体分配が誘導され、染色体数

が維持できずに異数性を示す細胞が観察さ

れた。以上の研究結果より、微小管結合タン

パク質のEB2が細胞分裂期においてリン酸化

修飾されて紡錘糸への結合性を負に制御さ

れることが、正常な細胞分裂期の進行および

染色体数の維持を保証するのに重要である

ことが明らかとなった。 
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局所進行食道癌に対する集学的治療の成績

と個別化治療への展開 

佐伯浩司、中島雄一郎、堤 亮介、工藤健介、

中司 悠、西村 章、秋山真吾、田尻裕匡、

堤 智崇、由茅隆文、笠木勇太、財津瑛子、

津田康雄、安藤幸滋、今村 裕、大垣吉平、

沖 英次、前原喜彦 

 

第 53 回日本癌治療学会 

（2015 年 10 月 29 日、京都） 

食道癌に対する術前治療の効果予測バイオ

マーカーとしての Rad51 発現の意義 

佐伯浩司、中ノ子智徳、堤 亮介、西村 章、

中司 悠、田尻裕匡、堤 智崇、由茅隆文、

笠木勇太、杉山雅彦、中島雄一郎、園田英人、

大垣吉平、沖 英次、前原喜彦 

 

第 26 回日本消化器癌発生学会総会 

（2015 年 11 月 20 日、米子） 

食道扁平上皮癌における MTH1 発現のバイオ

マーカーとしての意義 

佐伯浩司、秋山真吾、北尾洋之、西村 章、

工藤健介、中司 悠、田尻裕匡、堤 智崇、

由茅隆文、笠木勇太、杉山雅彦、中島雄一郎、

大垣吉平、園田英人、沖 英次、前原喜彦 

 

〔図書〕（計 0 件） 

なし 

 

〔産業財産権〕 

なし 

 

〔その他〕 

なし 

 

６．研究組織 

(1)研究代表者 

 佐伯 浩司（SAEKI HIROSHI） 

九州大学・医学研究院・准教授 

 研究者番号：80325448 

 

(2)研究分担者 

 森田 勝（MORITA MASARU） 

独立行政法人国立病院機構（九州がんセン

ター臨床研究センター）・統括診療部長 

 研究者番号：30294937 

 

 北尾 洋之（KITAO HIROYUKI） 

九州大学・医学研究院・准教授 

 研究者番号：30368617 

 

 沖 英次（OKI EIJI） 

九州大学・大学病院・講師 

 研究者番号：70380392 

 

(3)連携研究者 

なし 

 


