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研究成果の概要（和文）：食道癌細胞株を用いて、オートファジーの状態に合わせた新たな治療体系の確立を目
標に実験を進めた。オートファジーの中心遺伝子であるATG7発現の食道癌組織における低下は、オートファジー
抑制や予後悪化と関連する事を確認し、ATG7発現とオートファジーの回復が、細胞内のp62選択的分解により低
下する事を確認した。これにより、細胞保護因子であるNrf2の分解促進や不安定化が、抗がん剤などの刺激への
抵抗性やがん細胞の弱体化・予後などに与える影響を検討中である。またAQP5分子の分解へのオートファジーの
関連の可能性が高まり、肝細胞癌におけるオートファジーによる選択的分解と抗腫瘍効果を確認し報告を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is an establishment of a novel therapeutic strategy
 according to the state of autophagy in esophageal carcinoma. It was confirmed that decrease of ATG7
 expression, which is the main gene of autophagy flux, associated with the suppression of autophagy 
or worse prognosis. Moreover, the restoration of ATG7 expression and autophagy flux lead the 
suppression of p62 protein expression due to the autophagy specific degradation. This suppression of
 p62 protein lead the degradation or destabilization of Nrf2, which is the main factor of cellular 
protection, and now the effects for cancer cells or prognosis due to the decrease of Nrf2 protein 
are being investigated. 
On the other hands, the degradation of AQP5 protein is likely to be caused by autophagy specific 
degradation. It was reported that autophagy is associated with the specific degradation of AQP5 and 
anticancer effect in hepatocellular carcinoma.    
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打ち切り例（0）

１．研究開始当初の背景 
オートファジーは、不要となった細胞内小
器官や蓄積タンパクをリソソームの融解酵
素により分解し、そのエネルギーを自身で用
いる事により細胞の生存に寄与する。細胞に
おけるオートファジーの低下や異常は、様々
なストレスや外因物質の影響で細胞内不良
タンパクや活性酸素の蓄積を招き、細胞の腫
瘍化や癌細胞の悪性化につながる事が確認
されている。一方で、一過性にオートファジ
ーを亢進することで、状態維持や薬剤に対す
る抵抗性を獲得し、癌細胞の生存に寄与して
いる事も報告されている。 
このように癌細胞は、オートファジーを制
御することで悪性度の維持や生存を保証し
ていると考えられるが、これらの制御機構に
ついては不明な点も多い。癌におけるオート
ファジーの制御機構を十分に解明・理解する
ことは、様々な経路に対する治療の効果を総
合的に解釈できる可能性を持ち、オートファ
ジー関連遺伝子を指標とした有効な治療体
系の確立につながる可能性を持つ。 
 
２．研究の目的 
オートファジーの増減が、抗がん剤に対
する抵抗性の獲得や悪性度に関連するとの
報告も認められものの、オートファジーの
調節機構や癌細胞に対する影響には、いま
だ一定の見解が得られていない。今回、食
道癌細胞株におけるオートファジー関連遺
伝子や調節因子の発現を様々な状態で網羅
的に解析し、癌細胞の生存にも寄与すると
考えられるオートファジーやその関連遺伝
子を指標とした、癌調節機構の解明と各種
抗癌剤(分子標的薬)の新たな使用法の開発
を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）食道癌切除検体における免疫染色でオ
ートファジーの中心的分子である ATG7 発現
と予後・臨床病理因子との関連を検討した。
また、ATG7 の発現調節による食道癌細胞株に
おける他の関連分子の発現変化を確認した。 
（２）オートファジーに関連した Nrf2 発現
と食道癌の予後・臨床病理因子との関連を検
討した。また、食道癌細胞株を用いて Nrf2
に関わる分子機構や抗がん剤耐性との関連
についても検討中である。 
（３）オートファジーによる選択的な分解が
確認された AQP5 分子に関して、肝細胞癌細
胞株を用いて、選択的分解の確認と抗腫瘍効
果に関して検討した。 
 
４．研究成果 
（１）オートファジーの中心分子である ATG7
の食道癌組織における発現と予後との関連
について免疫組織染色を用いて検討した。こ
の結果、新たな食道癌組織（47 例）における
ATG7 タンパク発現の低下は、不良な予後との

相関を認め（図１）、予備実験における結果
と同様であり、ATG7 タンパクの発現低下すな
わちオートファジーの抑制が、予後の悪化と
関連する可能性が示唆された。 
図 1 
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臨床病理因子との比較では、ATG7 タンパク
発現と明らかな相関を認める因子は同定で
きなかった。 
 また ATG7 欠失の食道癌細胞株に ATG7 発現
コンストラクトを導入し、オートファジー・
LC3B-formII の発現を確認した安定発現株に
おいては、p62/ Nrf2 タンパクの発現低下が
確認された（図 2）。これらのことから、ATG7
低発現群での不良な予後は、p62/ Nrf2 タン
パクの蓄積が一因となっている可能性が示
唆された。 
図２ 

 
 
（２）食道癌組織における Nrf2 発現と予後
との関連を検討したが、（１）の結果などか
らの予想に反して、組織における Nrf2 の低
発現群ほど予後不良な結果となった（図１）。
また臨床病理学因子と Nrf2 発現の間にも、
明らかな相関関係は認めなかった。 
 また、食道癌細胞株において siRNA により
Nrf2 発現を抑制することで増殖能の低下が
確認された（図 2）。抗がん剤に対する感受性
に関して、5FU 処理に対しては Nrf2 発現によ
って感受性に差を認めないものの、CDDP 処理
に対して siRNA による Nrf2 抑制により、感
受性の低下が確認された（図 3）。 
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しかしながらこれらの結果は、ATG7 や Nrf2
タンパクの発現による予後の差などの結果
とは一部矛盾する結果を含んでおり、さらな
る検証実験を継続中である。 
 
 
 

（３）オートファジーによる分解が示唆され
たAQP5に関して、肝細胞癌細胞株（Alexander 
cell）での発現とオートファジーの活性化に
ついて検討した。条件の検討において、温熱
刺激（42℃）によって AQP5 の分解がより促
進される事を確認し、同条件下での AQP5 タ
ンパク発現を検討した（図 1）。CHX 投与に
より新たなタンパク合成を阻害し、温熱刺激
を加える事により、AQP5 の分解が促進され、
このような変化はプロテオソーム阻害剤で
ある EPX 投与によって変化がないものの、リ
ソソーム阻害剤であるBafA1投与によりAQP5
の蓄積を認めた。これらのことから、温熱刺
激による AQP5 の分解が、リソソームによる
分解系であるオートファージ―と関連する
ことが示唆された。 
図 1 

 
 
また、免疫蛍光染色や LC3B formII の発現亢
進から、温熱刺激によるオートファゴソーム
形成の促進と AQP5 の共局在が示唆され、温
熱刺激による AQP5 分解がオートファジーに
より行われる可能性が高くなった。 
図 2 

 
温熱刺激により肝細胞癌細胞株は増殖抑制
を受けており（図 3）、この変化は siRNA を用
いて AQP5 発現を抑制した際の変化と同様で
あった。これらの結果から、温熱刺激による
肝細胞癌細胞株の増殖抑制は、オートファジ
ーの活性化に伴う AQP5 の分解促進によるタ
ンパク発現の低下に起因するものであると
考えられた。 
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