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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌の免疫染色にて、PPARγ発現が増殖抑制に関与することが示唆された。第三
世代PPARγ agonistはPPARγを強力に活性化し、食道癌細胞株に対し抗腫瘍効果を示した。その作用機序は、腫瘍増殖
に関与するAkt Ser473、p21 Thr145を不活化、増殖抑制に関与するp21の核内蛋白発現の増加であった。一方、PPARγ 
agonist投与にて増殖に関与するEGFRの活性化を認めた。抗EGFR抗体との併用にて相乗的に抗腫瘍効果を示した。本研
究にて新規PPARγ agonistの食道扁平上皮癌に対する抗腫瘍効果、PPARγ agonistと抗EGFR抗体との併用効果が示され
た。

研究成果の概要（英文）：The novel third-generation thiazolidinedione peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma(PPARγ) agonist,previously demonstrated an anti-tumor effect in patients with advanced 
cancers.PPARγ expression was found to decrease in the tumors of esophageal squamous cell carcinoma(ESCC) 
patients,and its expression exhibited an inverse relationship with the expression of Ki-67.The novel 
PPARγ agonist can inhibit the proliferation ESCC cell lines both in vitro and in vivo.The PPARγ agonist 
was revealed to upregulate the p21 protein level in the nucleus by inactivating the AKT pathway and 
dephosphorylating p21 at Thr145.Treatment with the PPARγ agonist led to phosphorylate the EGFR and the 
MAPK pathway.The combination of the PPARγ agonist with cetuximab exerted synergetic anti-proliferative 
effects by negatively regulating EGFR.Our findings suggest that the novel PPARγ agonist can be used both 
alone and in combination with cetuximab as a potential therapeutic approach for ESCC.

研究分野：癌と代謝
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１．研究開始当初の背景 

 

Warburg effect と抗癌剤耐性 

 

Warburg effectにおける乳酸産生と抗癌剤
耐 性 の 関 係 が 、 近 年 報 告 さ れ て い る
(Hirschhaeuser F et al. Cancer Res. 2011)。
乳癌細胞においては、Warburg effect に関連
する遺伝子として、LDHA の発現が予後と関
係しており、抗癌剤耐性に影響を及ぼすこと
が報告された(Zhou M et al. Mol Cancer. 

2010)。直腸癌において、Warburg effect 関
連蛋白である Glucose transporter１(Glut1)、
LDHA、PDK1、HIF1A のなかで、Glut1 の
発現と化学放射線治療の治療効果の関係が
報告された(Shim BY et al. Int J Colorectal 

Dis. 2013)。しかし、Warbrug effect と抗癌
剤耐性の機序には未だ不明な点が多く、臨床
検体での検討、および耐性機序の解明が重要
である。 

 

Glut1 の発現制御と発現意義 

 

Glut1 は、12 回貫通型の膜内在性タンパク
で糖の取り込みを行う。正常上皮においては
発現が低く、悪性腫瘍では、多くの癌種にて
Glut1 の 発 現 上 昇 が 報 告 さ れ て い る 

(Carvalho KC et al. Clinics 2011)。 Glut1

は、Warburg effect において HIF1A や MYC

によって転写活性が上昇する(Dang CV et al. 

Clin Cancer Res. 2009)。さらに、近年 MAPK

の活性化が PKM2 をリン酸化し、Glut1 の発
現を制御すると報告され(Yang W et al. Nat 

Cell Biol. 2012)、Warburg effect 関連遺伝子
の作用機序が解明されている。In vivo での検
討で、Glut1 過剰発現ベクターを導入した乳
癌細胞は、増殖速度が速くアポトーシス細胞
が少ないと報告された (Young CD et al. 

PLoS One. 2011)。我々は、食道扁平上皮癌
において Glut1 の発現増加が、原発巣、リン
パ節転移巣において FDG-PET の SUVmax

と関係することを示した（Hiyoshi H et. al. 

Oncoloty 2009） 

 

２．研究の目的 

 

Warburg effectが抗癌剤耐性に関すると報
告されたが、その機序に関しては不明な点が
多い。我々の研究によって、Warburg effect

において抗癌剤耐性に関与する主要な遺伝
子を同定し、それらの遺伝子の Warburg 

effect 関連遺伝子への相互作用、糖代謝経路
に与える影響を明らかにすることで、抗癌剤
耐性機序の解明することが目的である。食道
癌に対して化学療法を施行した症例の生検
サンプル、臨床データを集積し、化学療法前
後での FDG-PET SUVmax、ＣＴを用いた
RECIST 判定、切除後標本の治療効果判定に
基づいて、化学療法前の生検サンプル、手術
切除標本と化学療法治療効果との関係を解

析する。実臨床における抗癌剤耐性に関係す
る遺伝子を同定が可能である。遺伝子に対す
る阻害剤を使用し Warburg effect 関連遺伝
子への影響や、作用機序を検討することで、
抗癌剤耐性の機序が解明し、食道扁平上皮癌
における予後の改善のための新しい治療法
に寄与することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

抗癌剤耐性に関し、我々は食道扁平上皮に
おいて RPN2 がドセタキセルの耐性に関係
することを報告してきた(Kurashige J et al. 

Br J Cancer 2011)。同様の手法を用いて、抗
癌剤耐性を評価する。化学療法前、化学療法
施行後にFDG-PETを施行した症例の治療前
サンプルを用いて、化学療法前後での
SUVmax の減少率および RECIST 分類にお
いて、治療効果が高い群と低い群に分類し、
代謝関連遺伝子(Glut1、HK2, LDHA、PDK1

など)の発現変化を解析する。さらに、代謝産
物を網羅的に解析する。また、PKM2 などの
リン酸化の状態が重要となる因子に関して
は、免疫染色にて評価する。とくに、食道癌
の予後とGlut1の発現と抗癌剤耐性の可能性
を臨床検体 122 例で検討したが、同定された
遺伝子に関しても、同症例において免疫染色
を行うことで、抗癌剤耐性との関係を明らか
にする。 

抗 Glut1 抗体を 1:200 の濃度となるように 

0.1 M phosphate-buffered saline (PBS; pH 

7.4)で希釈した。薄切標本を 10 mmol/L 

citrate buffer (pH 6.0)中で 20 分間、マイク
ロウエーブ処理し、その後、室温にて 3% 

hydrogen peroxide で 5 分間、内因性ペルオ
キシダーゼを失活させた。 それぞれのサン
プルを一次抗体として抗 Glut1 抗体を用い
4℃オーバーナイトで反応させた。二次抗体
に は 、 horseradish peroxidase-labeled 

polymer (Envision™+ Kit, Dako)を用いて、
室温にて 60 分反応させた。 

 Glut1 の発現は、癌細胞の細胞膜に発現
している割合をカウントし、低発現(0-10%)、
中等度発現(11-50%)、高発現(51-100%)の 3

段階に分けて評価した。145 例中 52 例
(35.9%)に低発現、52 例(35.9%)に中等度発現、
41 例(28.2%)に高発現を認めた (図 9)。それ
ぞれの無再発生存率を比較すると、Glut1 の
低発現の症例に対し、中等度発現の症例はハ



ザード比 1.100 (95%信頼区間: 0.527-2.341, 

P=0.804)、高発現の症例はハザード比 1.444 

(95%信頼区間: 1.005-2.073, P=0.047)であっ
た。そこで、Glut1 の高発現症例を Glut1 陽
性として解析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

 

On line data base の cDNA array data か
ら、食道扁平上皮癌において Gluts の中で、
癌部での Glut1, Glut3 の発現が正常粘膜よ
り上昇していることを確認した。また、HK2, 

PKM2, PDK1 の発現も上昇を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、消化器癌における代謝関連遺伝子と
生命予後との関係を調べると、さまざまな遺
伝子と生命予後に関係を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Warburg effectに関連した遺伝子において、
Lactate あ る い は 、 Pentose phosphate 

pathway が化学放射線療法耐性と関係する
と報告されている。直腸癌においては、Glut1, 

LDH-5, PDK-1, HIF1A のうち、Glut1 が化
学放射線療法の感受性と関係すると報告さ
れた。そこで、我々は、食道癌生検サンプル
（N=122）を用いて化学療法の感受性を検討
した。食道癌生検サンプルの免疫染色を行っ
たところ、良好な染色がえられた。 

 

 

 

 

 

 

 

術前加療を行わない切除標本においては、 
Glut1 陽性は、145 例中 41 例(28.2%)の患者
に認められ、単変量解析にて TNM 分類 

(P=0.001)、腫瘍深達度 (P<0.001)、リンパ節
転移 (P=0.025)および静脈侵襲 (P<0.001)と
関係を認めた (表 3)。多変量二項ロジスティ
ック解析では、Glut1 陽性は、腫瘍深達度 T3

以深(オッズ比 2.984; 95% 信頼区間: 1.208–
7.371; P=0.018)と静脈侵襲(オッズ比 2.771; 

95% 信頼区間: 1.118–6.871; P=0.028)との
関係を認めた。また、術前に PET を施行し
た症例において Glut1 の発現と FDG-PET 

SUVmax に関係を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

術前化学療法はリンパ節転移陽性症例に
対して施行しているため、食道癌生検サンプ
ル（N=122）においては進行症例を多く含ん
でおり、Glut1 陽性症例を 45.7%であり多く
認めた。臨床病理学的検討においては、Glut1

の発現との関係は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FDG-PET SUV max の変化率は、化学療
法の治療効果、および生命予後と関係すると
多数の報告があるが、我々は、化学療法前の
生検サンプルにおけるGlut1の発現と化学療
法前後の SUV max の関係を調べた。 

化学療法前の SUV max は Glut1 高発現症
例では高値である傾向を認めた（P=0.0752）。
治療後に行った PET 検査においては、Glut1

高発現症例において、FDG-PET SUVmax が
有意に高値（P=0.0016） であることが確認
された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、SUVmaxの変化率を調べると、Glut1

高発現症例において、優位に SUV max 減少

率が低い(P=0.0453)ことが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上より、Glut1 高発現が化学療法耐性と関
係していることが示唆された。 

 そこで我々は、On line data base を用いて、
食道癌細胞株におけるGlut1の発現とシスプ
ラチンの IC50 の関係を調べた。すると、
Glut1 高発現細胞株である TE-10、TE-15 は、
Glut1 低発現細胞株である TE-8, TE-1 に比
較して IC50 が高いことが確認された。 

さらなる解析を行うため、Glut1 過剰発現
細胞株を作成し、Glut1 蛋白の細胞膜での発
現を確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 今後、Glut1 の発現の変化により抗癌剤感
受性の変化を確認するとともに、その他の
Warburg effect 関連遺伝子に関しても、確認
を行っていく予定である。 
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