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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌組織の網羅的遺伝子発現解析を行い，膜結合型セリンプロテアーゼ
Transmembrane Protease Serine 11 (TMPRSS11) familyの遺伝子群が食道癌組織で発現低下していることを示し
た．最も発現差の大きいTMPRSS11Bについての食道癌64症例および食道癌細胞株10株のqRT-PCRでは 87.5%の症例
で発現低下を認め，また発現状態と臨床病理学的因子の間に相関は見られず，TMPRSS11B発現低下は食道癌発症
初期に生じるものと思われた。TMPRSS11Bの強制発現ではリン酸化EGFR, Aktの発現抑制が見られ癌抑制遺伝子と
しての機能が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aims to identify the genes responsible for esophageal squamous 
cell carcinoma (ESCC) development, using gene expression profiling. Our transcriptome sequence 
analysis of surgically resected tumors and the corresponding normal tissues from 3 patients with 
ESCC revealed that transmembrane protease serine 11 (TMPRSS11) subfamily genes showed decreased 
expression in ESCC tissues. A quantitative reverse transcription PCR demonstrated a downregulation 
of TMPRSS11B in ESCC tissues, compared with its expression in the corresponding normal tissues (n = 
64, p < 0.0001 ). There was no significant difference in the clinico-pathological factors between 
TMPRSS11B - high and TMPRSS11B -low expression groups. Moreover, TMPRSS11B expression was not 
detected in any of the 10 ESCC cell lines investigated, and overexpression of TMPRSS11B induced 
downregulation of EGFR and Akt in the ESCC cell line KYSE410. Our results suggest that TMPRSS11B has
 tumor suppressive roles in ESCC.

研究分野：消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
食道扁平上皮癌（以下、食道癌）は早期よ
り頸胸腹部におよぶリンパ節転移を生じや
すく，また進行癌では大血管・気管などの主
要臓器への浸潤例も多くその予後は極めて
不良である．食道癌治療では食道切除や放射
線療法，化学療法を組み合わせた集学的治療
が行われるが，本邦での５年生存率でも Stage 
I：86.0%，II：51.9%，III：26.4%，IV：12.2%
と他の癌腫に比較してその成績は不良であ
る（全国がんセンター協議会生存率共同調査，
2016年 2月集計；
https://kapweb.chiba-cancer-registry.org）．食道
癌患者の予後改善には早期診断法や新規治
療法の開発が望まれるが，その治療標的やバ
イオマーカーの発見には食道癌発生の分子
メカニズムの解明が重要と思われる． 
食道癌の分子生物学的研究では，近年の次世
代シークエンサーを用いた網羅的遺伝子変
異解析により，１症例につき平均 150個以上
のアミノ酸変化を伴う変異が集積している
が，10%以上の症例で変異が認められる遺伝
子は数遺伝子に限られ，ほとんどの遺伝子変
異は症例特異的であることが示されている．
これらの変異は細胞機能に重要な Pathway上
の遺伝子に排他的に存在することが多く，発
現状態からの重要遺伝子の検索は食道癌の
発生・進展に関わる分子メカニズムをより直
接的に同定できる可能性がある。RNA-seqを
用い食道癌組織の網羅的遺伝子発現解析を
行い，新規癌抑制遺伝子の候補として膜結合
型セリンプロテアーゼの１つである
transmembrane protease serine 11B
（TMPRSS11B）遺伝子を同定した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、食道癌における TMPRSS11B
およびその subfamily の発現状況および細胞
機能解析を行い食道癌発症のメカニズムを
解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
対象：食道切除により得られた食道扁平上皮
癌切除検体のうち、癌組織・正常食道組織と
もに解析に必要なサンプル量のあった 64 症
例および食道扁平上皮癌細胞株 10 株 
(KYSE150，KYSE270，KYSE410，KYSE450，
KYSE510，TE1，TE6，TE8，TE9，TE10)を
対象とした。 
方法 
食道癌切除検体を用いた RNA-Seq解析 
3 症例から採取した腫瘍部と正常部のペアを
用いて RNA-Seq解析を行った． 
食道癌における TMPRSS11B 遺伝子発現の評
価 
64 症例の臨床検体および食道癌細胞株 10 株
で Quantitative reverse transcription-PCR
（qRT-PCR）により発現定量解析を行った・ 
免疫組織染色 
4 症例の食道扁平上皮癌切除検体のパラフィ

ン包埋切片を用い，抗 TMPRSS11B 抗体
（Anti-TMPRSS11B antibody produced in rabbit，
Sigma-Aldrich，St. Louis，Missouri，US）によ
る免疫染色を行った・ 
食道癌細胞への TMPRSS11B発現 vectorを用
いた遺伝子導入 
TMPRSS11Bの cording region（1263bp）全長
が pcDNA3.1-N-enhanced green fluorescent 
protein（eGFP）vectorに組み込まれた
TMPRSS11B発現 vectorを作成した
（GeneScript，Nanjing，Jiangsu，China）．食
道癌細胞 KYSE410に TMPRSS11B発現 vector
または controlとして pcDNA3.1-N-eGFP 
vectorを LipofectamineⓇ 3000（Invitrogen，
Carlsbad，California，US）を用いて導入した。 
Western blot 
上記のVectorをKYSE410に導入し 24時間後
細胞を回収し 20µLの lysis buffer（9M urea，
4% Chaps，2% Pharmalyte［pH 8.0-10.5］，65mM 
DTT）にて cell lysateとし 20℃で保存した．
TMPRSS11B, EGFR, リン酸化 EGFR, Akt, リ
ン酸化 Akrt, p21, GAPDHタンパクについて
western blotを施行した。 
5-Aza/dCを用いたメチル化阻害 
TMPRSS11Bの発現低下のメカニズムを解明
する目的で，5-Aza/dCを用いてメチル化阻害
実験を行った．食道癌細胞株 10株を用いて
2µMの 5-Aza/dCまたは同量の PBSによる処
理を 72時間行った．TMPRSS11Bおよび対象
としてメチル化による不活化が確認されて
いる ST6GALNAC1の遺伝子発現量の変化を
qRT-PCRによって測定した。 
 
４．研究成果 
食道癌臨床検体におけるRNA seqを用いた網
羅的遺伝子発現解析 
3 症例から採取した腫瘍部と正常部のペアを
用いて RNA-Seq解析を行った。解析症例の詳
細は表 1に示した。 
 

正常組織あるいは癌組織で遺伝子発現が検
出可能であった 17,673 個のうち正常組織に
比べて食道癌組織で発現レベルが低下した
20遺伝子を表 2に示した．最も発現低下して
いた遺伝子は TMPRSS11B であった．
TMPRSS11B は膜結合型セリンプロテアーゼ
の HAT/DESC subfamilyに属するが，同 family 
member である TMPRSS11A， TMPRSS11E, 
TMPRSS11BNL, TMPRSS11D, TMPRSS11Fのい
ずれも食道癌組織での発現低下が見られた
（図 1）．以上より TMPRSS11B を含めた
TMPRSS11 subfamilyの発現低下が食道癌発生
に関与することが示唆された． 
 

 

表 1. 食道癌 RNA-seq施行症例 



 

表 2. 食道癌組織で発現低下を示す遺伝子 ‘RNA 
seq) 
 

 

図 1. 食道癌組織における TMPRSS11B subfamily
の発現低下 
 
食 道 癌 に お け る qRT-PCR を 用 い た
TMPRSS11B発現解析 
64 症例の臨床検体では，TMPRSS11B の発現
は食道癌組織で正常組織に比し有意に低下
しており（図 2，p < 0.0001）、TMPRSS11B発
現低下は 64例中 56例（87.5 %）と高頻度で
あった．また，食道正常組織 8検体、食道癌
組織 18 検体、食道癌細胞株 8 株では
TMPRSS11B 発現はいずれも検出感度以下に
低下していた。 
TMPRSS11Bの発現レベルと臨床病理学的因
子との関連解析 
腫瘍組織の TMPRSS11Bの発現量に基づき 64
症例を高発現群（n=32）と低発現群（n=32）
に分け，臨床病理学的因子との関連について

検討した． TMPRSS11B発現レベルと年齢，
性別，占居部位，腫瘍深達度，リンパ節転移・
脈管侵襲の有無，TNM stageとの間に関連は
見られず(表 3)，また発現状態による生存率の
差も認められなかった (p = 0.622） 

 

図 2. 食道正常粘膜、癌組織、細胞株における
TMPRSS11B発現 (qRT-PCR) 

 

表 3. TMPRSS11B発現と食道癌症例の臨床病理学
的因子 
 
食道癌組織の TMPRSS11Bタンパクの免疫組
織染色 
食道癌切除組織の TMPRSS11B免疫組織染色
では，正常食道上皮では表面付近および傍基
底層の細胞膜が染色されたが，食道癌部では
染色が認められなかった(図 3) 

 

 

図 3. 食道癌組織における TMPRSS11B 免疫染
色. 左）正常粘膜、右）癌組織 



TMPRSS11B過剰発現細胞でのタンパク発現
の変化 
食道癌細胞株KYSE410細胞にTMPRSS11B遺
伝子を導入し過剰発現させると，TMPRSS11B
発現株では controlに比べEGFR総量は変化し
なかったが，リン酸化 EGFR（pEGFR）およ
び下流の Akt，リン酸化 Akt（pAkt）の発現
が減少した．また，P21は TMPRSS11B導入で
変化は認められなかった（図 4）。 

 

図 4. 食道癌細胞株 KYSE410への TMPRSS11B遺
伝子導入後のタンパク発現変化 

 
TMPRSS11B遺伝子のメチル化解析 
5-aza-dC処理によるメチル化阻害では、いず
れの細胞株でも TMPRSS11Bの発現回復は見
られなかった。 
 

TMPRSS11Bを含む TMPRSS11 subfamilyが
食道癌で発現低下を示すことを明らかにし
た．TMPRSS11Bの発現低下はほとんどの症例
で見られ，その発現レベルと臨床病理学的因
子との間に関連が見られないことから，食道
癌発生早期から生じる異常であることが示
唆された．近年，食道上皮細胞で ECRG1
（TMPRSS11A）が p21を誘導し G1 arrestを惹
起することや，DESC1（TMPRSS11E）が
EGFR/Akt pathwayを介して apoptosisに関与
していることが示され，これらの遺伝子が癌
抑制遺伝子として機能していることを報告
している．また，TMPRSS11D（HAT）や
TMPRSS11B（HATL5）のタンパク発現が食道，
頭頸部，子宮頸部扁平上皮癌で低下しており，
やはりTMPRSS11 familyが癌抑制的な機能を
有する可能性が報告されている．本研究では
食道癌組織と正常粘膜の網羅的遺伝子発現
解析から TMPRSS11Bを含めた subfamilyの
mRNAレベルでの発現制御を明らかにした．
また食道癌細胞株への TMPRSS11Bの遺伝子
導入では，p21発現に変化はなくリン酸化

EGFR，Aktの発現減少が見られることから，
TMPRSS11Bは ECRG1（TMPRSS11A）の p21
誘導とは異なり，DESC1（TMPRSS11E）と同
様 EGFR/Akt pathwayを抑制することで食道
癌発生に関与する可能性が示唆された． 
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