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研究成果の概要（和文）：本検討は、バレット食道を背景とする腺癌の発生におけるNotchシグナルの役割を明
らかにすることを目的として行った。バレット食道においてはCdx2によるNotchシグナルの抑制により腸上皮化
生の誘導を来すが、バレット腺癌においては、Notchシグナルの下流のHes-1の発現亢進を認めた。バレット腺癌
細胞株においてもHes-1の発現亢進とCdx2の発現低下を認め、増殖抑制因子であるP27kip1が抑制されていた。腺
癌組織において、上皮間葉移行関連因子の発現亢進を認め、Hes-1の発現と関連した。これらの結果から、バレ
ット食道の発癌・進展にはHes-1の発現亢進が重要な役割を果たすことが示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the relationship between Notch 
signaling and Cdx2 in the development of adenocarcinoma in Barrett’s esophagus. Inhibition of Notch
 signaling by Cdx2 has been reported to induce intestinal differentiation of esophageal columnar 
cells. While, Notch target genes, Hes-1, was significantly enhanced in Barrett’s adenocarcinoma. 
Likewise, enhanced expression of Hes-1 with decreased Cdx2 expression were found in Barrett’s 
adenocarcinoma cell lines. In addition, the expression of P27kip1 was related to those expressions. 
In Barrett’s adenocarcinoma, epithelial mesenchymal transition (EMT) related factors, such as 
Snail, were abundantly expressed, and those expressions were associated with Hes-1 expression. 
Collectively, we demonstrated that enhanced expression of Hes-1 with decreased Cdx2 expression 
played an important role in the development, progression, and invasion of adenocarcinoma in 
Barrett’s esophagus.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
Notchシグナルは消化管の細胞分化の決定や
恒常性の維持において重要な役割を担う分
子であるが、食道上皮における詳細な機能に
ついては明らかではなかった。私共は 2008
年に科学研究費補助金（基盤研究（C））を得
て「食道扁平上皮の恒常性維持における
Notch シグナルの役割と腺癌発症機構の解
明」についての研究を行った。この検討でバ
レット上皮における Notch シグナルの発現
パターンは扁平上皮と大きく変化しており、
扁平上皮細胞株への胆汁酸曝露によって同
様の発現パターンが誘導される結果が得ら
れた。さらに Notch シグナルの発現には
Cdx2 が関連していることを明らかにし、バ
レット食道の形成には、Notch シグナルと
Cdx2 の相互作用が重要であることを報告し
た（Tamagawa Y, Ishimura N, et al. Lab 
Invest 2012）。さらに、2011年に科学研究費
補助金（基盤研究（C））を得て「バレット食
道形成過程における Notch シグナルの機能
解析：Cdx2 との相互作用」について研究を
進めた。この検討でバレット食道の形成にお
けるNotchシグナルとCdx2のクロストーク
について評価し、バレット食道の形成には
Cdx2 が中心的に作用し、Notch シグナルは
Cdx2 の発現と関連してバレット食道の形成
に影響を与えていることを明らかにした
（Tamagawa Y, Ishimura N, et al. Lab 
Invest 2016）。しかしながら、バレット食道
を背景とする腺癌の発生過程において、
Notchシグナルと Cdx2がどのように関与し
ているのかについては明らかではない。 
 
２．研究の目的 
バレット食道を背景とする腺癌の発生にお
けるNotchシグナルとCdx2の関連について
評価し、発癌・進展に関わる Notchシグナル
の役割を明らかにすることでバレット食道
腺癌の治療応用につなげることを目標とす
る。 
 
３．研究の方法 
ヒト生検・手術材料および培養細胞を用いて
以下のごとく検討を行った。 
（1）バレット食道・dysplasia・腺癌組織に
おけるNotchシグナルおよびCdx2の発現変
化 
 ヒト生検組織・手術標本を用いた検討：免
疫組織染色法を用いて、上記の各段階におけ
るNotch 1, Hes-1, ATOH1, Cdx2の発現状況
を評価した。 
（2）培養細胞株における Notch シグナル・
Cdx2発現および転写因子 P27kip1の発現 
 バレット食道細胞株（CP-A）・バレット腺
癌細胞株（OE19・33）を用いて Notchシグ
ナルおよび Cdx2 発現を mRNA および蛋白
レベルで評価するとともに、サイクリン依存
性キナーゼ（CDK）阻害因子である P27kip1
の発現を蛋白レベルで評価した。P27kip1は

腫瘍抑制因子として作用し、発現抑制によっ
て CDK が活性化され、細胞増殖が誘導され
るとともに、Cdx2 の分解亢進にも作用する
とされている。 
（3）Notch シグナルの発現変化による
P27kip1の発現調節 
 培養細胞株を用いて、リコンビナント
Notch リガンド（Jagged-1）を添加して、
Notch シグナルを亢進させた際の、P27kip1
の発現変化を評価した。 
（4）Cdx2発現変化によるHes-1調節が細胞
増殖能・浸潤能に与える影響 
 バレット食道細胞株（CP-A）に Cdx2 
shRNAを導入し、Cdx2の発現抑制系を作成
し、細胞の増殖能の変化を MTS assay およ
び BrdU assayを用いて評価した。 
（5）バレット食道・バレット腺癌組織にお
ける上皮間葉移行（EMT）関連因子の発現 
 ヒト生検組織・手術標本を用いて、バレッ
ト食道およびバレット腺癌組織における
EMT 関連因子（E-cadherin, snail, slug, 
Twist）の発現を免疫組織学的に評価した。 
（6）培養細胞株における EMT関連因子の発
現変化 
 バレット食道細胞株（CP-A）および腺癌細
胞株（OE-19・33）における上記 EMT関連
因子の発現状況を評価する。さらに、Notch
シグナル阻害薬（DAPT）添加によって、EMT
関連因子の発現に変化があるかどうかを評
価した。同様に、リコンビナント Notchリガ
ンドおよびNotch IC domainの transfection
によるNotchシグナルの亢進がEMT関連因
子の発現に与える影響についても評価した。 
 
４．研究成果 
（1）バレット食道・dysplasia・腺癌組織に
おけるNotchシグナルおよびCdx2の発現変
化 
バレット食道では Hes-1 の発現低下および
ATOH1・Cdx2の発現亢進が見られ、私共の
これまでの検討と一致する結果であった。し
かしながら、dysplasia・腺癌と進展すると
Hes-1 の発現の亢進が認められる一方、
ATOH1 と Cdx2 の発現低下を認め、バレッ
ト食道とは明らかに異なる発現パターンを
示した。 
（2）培養細胞株における Notch シグナル・
Cdx2発現および転写因子 P27kip1の発現 
 腺癌細胞株において、Hes-1の発現亢進、
Cdx2 の発現低下を認めた。また、バレット
食道細胞株に比して、バレット腺癌細胞株に
おいて P27kip1の発現亢進を認めた。 
（3）Notch シグナルの発現変化による
P27kip1の発現調節 
 Cdx2 が強く発現している CP-A 細胞にお
いては、Notch リガンド刺激を行っても、
P27kip1の発現変化は軽度であったが、Cdx2
の発現低下をきたしているバレット腺癌細
胞株においては、Notchリガンド刺激によっ
て、P27kip1の発現低下が顕著となった。さ



らに、腺癌細胞株に Cdx2ベクターを導入し
て、Cdx2を高発現させると P27kip1の発現
は抑制が見られた。 
（4）Cdx2発現変化によるHes-1調節が細胞
増殖能・浸潤能に与える影響 
 CP-A に Cdx2 発現抑制を行うと、有意な
細胞増殖能の亢進を認めた。また、この際、
Hes-1の発現亢進を認めた。また、γ-セクレ
ターゼ阻害薬（DAPT）を用いて、Notch シ
グナルを抑制させると増殖能の抑制を認め
た。 
（5）バレット食道・バレット腺癌組織にお
ける上皮間葉移行（EMT）関連因子の発現 
 バレット腺癌組織において、E-cadherinの
発現低下および snail をはじめとする EMT
関連因子の発現亢進を認めた。また、転移・
進行例においてその傾向は顕著であり、これ
らの発現とHes-1の発現亢進に関連が見られ
た。 
（6）培養細胞株における EMT関連因子の発
現変化 
 腺癌細胞株では、バレット食道株に比べて
EMT 関連因子の発現亢進が見られたが、
Notch シグナル阻害薬（DPAT）の添加によ
ってこれらの発現の抑制が見られた。また、
バレット食道株に Notch リガンドを添加し
ても、EMT 関連因子の変化は大きくなかっ
たが、Notch IC domainの transfectionによ
って、Notchシグナルを強制的に発現させる
とHes-1の発現亢進とともに EMT関連因子
の発現亢進を認めた。 
 
【まとめ】 
バレット食道においては、Cdx2 の発現亢進
によって、Notchシグナルは抑制的にコント
ロールされているが、バレット食道から発癌
する過程において、Cdx2の発現低下とHes-1
の発現亢進をきたした。また、これらの発現
変化は P27kip1 の発現の抑制と関連が見ら
れた。特にHes-1の発現亢進は、細胞増殖能
の亢進や EMT 関連因子の発現亢進に影響を
与えていることが明らかとなった。今回の検
討で、Notchシグナルの再活性化が、腺癌の
発生、進展に強く関わっていることが示され
た。したがって、γ-セクレターゼ阻害薬など
で Notchシグナルを抑制させ、Hes-1の発現
低下をさせることで、発癌の進展抑制につな
がる可能性があることが示された。 
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