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研究成果の概要（和文）： 

切除標本の免疫染色で，Osteopontin，Cytokeratin14，Statimin の蛋白発現で有意にリンパ節
転移とリンパ管侵襲との関連性を認め，生検標本の免疫染色では，有意にリンパ節転移との関
連性を認めた．切除標本の免疫染色で，Ep-cam, ColA71 の蛋白発現で壁深達度とリンパ節転移
との関連性を認めた．しかし，生検標本の免疫染色では，臨床病理学的因子との関連性を認め
なかった． 
 
研究成果の概要（英文）： 

In resected specimen, the protein’s expressions of Osteopontin, or Cytokeratin14, or 

Statimin proteins were significantly concerned with the lymphatic invasion and lymph node 

metastasis. Furthermore there was significantly relationship between those protein’s 

expressions and lymph node metastasis in biopsy specimen. Ep-cam, and ColA71 proteins 

were significantly concerned with the tumor invasion and lymph node metastasis in resected 

specimen. However, in biopsy specimens, these was no association with clinicopathological 

factors. 
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１．研究開始当初の背景 

食道扁平上皮癌は難治性消化器癌の一つ
であり，その治療法は主に手術療法に委ねら
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れてきた．近年，化学放射線療法との組み合

わせによる集学的治療法が確立されつつあ

る が ， い ま だ 予 後 不 良 な 疾 患 で あ る

（Mariette C, et al. Cancer, 2003）．食道

扁平上皮癌患者の予後に影響を及ぼす最も

重要な因子はリンパ節転である．現在，食道

扁平上皮癌症例のリンパ節転移診断は，画像

診断により行われているが，最終病理学的診

断との間には解離が存在する．この問題を解

決する目的で，リンパ節転移に関与する分子

生物学的因子の検討がこれまでにも試行さ

れてきた（Kadowaki T, et al. Cancer Res, 

1994）．しかしながら,これらの研究はリンパ

節転移との関連性を持つ分子の報告であり，

臨床的な応用を最終目標にした研究ではな

いのが現状である（Shiraishi T, et al. Int 

J Cancer, 1998）．申請者らも現在までに，

食道扁平上皮癌切除標本や術前内視鏡下生

検組織または血液検体などの生体材料を用

いて，特定の分子発現によるリンパ節転移と

の関連性，予後解析，補助療法の感受性に関

する検討を精力的に行い，その重要性を報告

してきた（Natsugoe S, et al. J Surg Oncol, 

2002）．近年，分子生物学的な因子の検討方

法において大きな進歩がおとずれた．それは，

これまでの手法と違い Microarray を用いた

遺伝子発現の検討である．この手法により，

同一組織に対し一度に数万種に及ぶ遺伝子

発現の検討が食道扁平上皮癌においても可

能となった（Lu J, et al. Int J Cancer, 2001）．

そこでわれわれは，臨床応用を目標とし，こ

の手法を用いたリンパ節転移の本質にあず

かる遺伝子群の検討が急務と考えた．まず,

食道扁平上皮癌の切除標本を用いて間質の

影響を除いた癌細胞のみに特異的に発現す

るリンパ節転移関連遺伝子を検索し検討す

ることとした（Uchikado Y, et al. Int J 

Oncol., 2006 ）．当教室において根治切除手

術を施行された食道扁平上皮癌１６症例の

凍結標本の癌組織の間質を除く癌細胞のみ

を Laser Microdissection 法（LMD 法）を用

いて切離・回収し，また，同症例の非癌部扁

平 上 皮 か ら も Total RNA を 抽 出 し ，

Oligomicroarray を施行した（図１）．この方

法により，非癌部と比較して癌細胞にのみ発

現するリンパ節転移関連遺伝子を抽出する

ことができた．その中には，Cell-cycle，細

胞接着，細胞分裂に関与する遺伝子が存在し，

非癌部にくらべて＋２ＳＤ以上で高発現し

ている遺伝子を総計 43種類確認した．また，

Apoptosis や，上皮分化に関与する遺伝子は

低発現しており，計 138 遺伝子確認された．

その中で，高発現遺伝子のうち５遺伝子

(SPP-1, CKS2, CCT5, STMN1, NDUFB9)，低発

現遺伝子のうち１遺伝子(GJB2)をピックア

ップし， real-time RT-PCR による組織での

発現を検討したところ，Oligomicroarray の

結果と相関していた．次に，Microarray を行

っていない別の２１症例の組織を用いて，前

述した６遺伝子の発現を real-time RT-PCR

で検討したとところ，リンパ節転移と有意に

相関を認めた．さらに,高発現遺伝子 SPP-1

の産物である Osteopontinの蛋白発現を根治

切除標本の免疫染色法により検索したとこ

ろ，有意なリンパ節転移との関連性を確認す

ることができた（Kita Y, et al. Br J Cancer., 

2006 ）． 

 
２．研究の目的 

Microarray で得られた遺伝子情報をもとに，

切除標本だけでなく生検標本の遺伝子蛋白

発現を検討し，画像診断だけでは捉えられな

い，リンパ節転移予測の診断を行えるかどう

かを以下の項目について検討した．①高発現

遺伝子群の産物蛋白発現を切除標本内で確

認し，発現分布状況およびリンパ節転移との

関連性を検討し，臨床応用への候補分子を集



積する．②上記分子の発現を術前生検組織で

検討し実際のリンパ節転移との相関を検討

する． 

 
３．研究の方法 

術前に生検標本が得られ，根治切除手術症例

の切除標本・郭清リンパ節のプレパラートが

得ることのできる食道扁平上皮癌で，かつ同

意が得られている症例を対象とする．

Microarryの結果で得られたリンパ節転移関

連遺伝子のなかで発現増強していた上位5遺

伝子(Osteopontin, Cytokeratin14, Statimin, 

Ep-cam, ColA71)の蛋白発現を，免疫染色法で，

切除標本の蛋白発現を検索した．また，リン

パ節転移の有無については，通常の病理検査

だけでなく，切除症例の郭清リンパ節の微小

転移の有無についてCytokeratin AE1/3抗体

による免疫染色法も用いて検索した． 

 
４．研究成果 

1. Osteopontinの蛋白発現を生検標本の免疫

染色により検索し，リンパ節転移と関連性を

認めた． 

2. Cytokeratin 14, Statiminの蛋白発現につ

いて切除標本の検索したところ，リンパ管侵

襲とリンパ節転移との関連性を認めた． 

3.Cytokeratin 14, Statiminの蛋白発現を生

検標本の免疫染色によりリンパ節転移との関

連性を認めた． 

4. Ep-cam, Col7A1の蛋白発現について切除標

本の検索したところ，壁深達度とリンパ節転

移との関連性を認めた． 

5. Ep-cam, Col7A1の蛋白発現について生検標

本の免疫染色により，臨床病理学的因子との

関連性を認めなかった． 

6. 根治切除症例におけるOsteopontin, 

Cytokeratin14, Statimin, Ep-cam, ColA71

の蛋白発現で，とくに3種類以上の蛋白発現を

認めている場合には有意に予後不良であった． 
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