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丁SLClによる食道癌増殖抑制と

そのメカニズム解析の研究
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はじめに

食道癌は世界における 6番 目の癌死因であり、

アジアにおいては扁平上皮癌がその90%以上を占

めている。手術手技や周術管理が進歩した現在で

もその患者予後は依然として不良である。食道扁

平上皮癌の進展に関連する遺伝子変化はいくつか

報告されているものの、生物学的、病理学的にそ

の関連性が示されたものは少数に過ぎない。それ

ゆえ食道扁平上皮癌の進展に関わる新しい遺伝子

を同定することが求められている。

染色体1lq23の 高頻度のアレル欠失が食道扁平

上皮癌において報告されているが、この座位に

存在する癌抑制遺伝子は食道扁平上皮癌ではこ

れまで報告 されていない。Comparative genollruc

hyb五 dization法 による解析では食道扁平上皮癌細

胞株で34%(10/29株 )、 食道扁平上皮癌組織でも

37%(17/46組織)で 1lq23の 欠失が報告されてい

る。 2磁″θ″Sに,prassθ″J%L″管 a″
`ι

ttI(以t下

観 α)は非ガヽ細胞性肺癌細胞A549を用いた染色

体1lq23.2で の機能的クローニングにより同定され

た新規癌抑制遺伝子である。観 α遺伝子は442

アミノ酸からなる一回膜貫通型糖タンパクをコー

ドしてお り、そのタンパクはNじNの 細胞外 ド

メインと構造上のホモロジーを有していることか

ら、細胞―細胞接着への関与が想定されている。

TttCl発現が減弱もしくは欠失していることが非

小細胞性肺癌、肝癌、膵癌を含む数種の細胞株で

示されており、プロモーター領域の過メチル化が

その主な原因であると考えられており、TSLα遺

伝子の突然変異は稀であると報告されている。

蜜LClは これまで数種の癌の進展に関わってい

ることが示されているが、食道扁平上皮癌におけ

るその役割は未だに検討されておらず、TIClに

よる増殖抑制を含む腫瘍抑制メカニズムは不明で

ある。また、■光Cl発現の臨床的な意義について

の報告はない。そこで、我々は食道扁平上皮癌進

展への緊LClへの関与を調べ、その臨床的意義、

腫瘍抑制メカニズムを検討することをこの研究の

目的とした。

1.食道扁平上皮癌細胞株および組織におけ

る 丁SLCl発現欠失

食道扁平上皮癌におけるTttCl発現欠失の有無

を調べるために、当科で樹立した36株の食道扁平

上皮癌細胞株、 2株の正常食道上皮細胞株、およ

び当科で手術を施行した56症例の腫瘍組織、正常

食道組織を用いて RT‐PCRを行なったところ、細

胞株においては75%(27/36)、 腫瘍組織において

は50%(28/56)で ■LCl発現が欠失していた (図

1へ B)。 これに対して、すべての正常食道上皮細

胞株、正常組織ではTLCl発現を認めた。この結

果よりTSLCI遺伝子は食道扁平上皮癌発生の過程

で高頻度に不活化されている可能性が示唆された。

2.食道扁平上皮癌における 丁SLCl発現欠

失の臨床的意義

猟LCl発現欠失の臨床的意義を評価するため

に、TttCl発現を調べた56腫 瘍 を発現陽性28腫

瘍、発現陰性28腫瘍の 2つのグループに分け、臨

床病理学的因子との関連を調べた (表 1)。 pT(p
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図 1 食道扁平上皮癌における丁SLCl mRNA発現欠失 (RT¨PCR)
(A)代表的な細胞株 10株、(B)5症例よりの腫瘍組織 (T)および正常食道上皮 (N)。 KYSEは食道扁平上皮

癌細胞株、HEEClと KNEC2は正常食道上皮細胞株。

表 l TSLCl発現と臨床病理学的因子の関連

TttCl発現

項 目 陽性 (n=28) 陰性 (n=28) 夕値

年齢

`性層U

pT

pN

pL〔

pTNM

局在

組織型

リンパ管浸潤

血管浸潤

平均 士SD

ⅣIale

Female

pTl
p2
pT3
pT4

pN0
pNl

pM0
pMl

I

Ⅱa
Ⅱb
III

IVa
IVb

上部
中部
下部

高分化
中分化
低分化

あり
なし

あり
なし

65.2± 9.87

22
6

11

2

9

6

13
15

26
2

10
1

2

13
1

1

5

15
8

3

15
10

10
17

14
13

65.6± 9.71

25
3

3

11
9

5

8
20

20
8

1

7

5

7

2

6

3

15
10

8
12
8

5

21

10
14

0.87α

O.27α

O.012b

O.17α

O.036α

0.002み

0,70わ

0.24ι

O.15α

O.33α

α;Fisher's exactテ ス ト、b;Ch卜squareテ ス ト

=0.012)、 ph/1(p=0.036)、 pTNM(p=0.002)に

おいて発現陽性腫瘍と発現陰性腫瘍 との間に統計

学的有意差が認められたが、年齢、性別、pN、 腫

瘍局在、組織型、リンパ管浸潤、血管浸潤におい

ては有意差を認めなかった。Kttlan― Meier法 によ

る生存分析では (図 2)発現陰性腫瘍を持つ患者は

発現陽性腫瘍を持つ患者に比し予後不良の傾向を

認めた (p=0.079)。 次に■光Cl発現欠失が独立し

た予後因子であるかどうかを調べるために Cox多変

量解析を行なったところ (表 2)、 TttCl発現欠失

(RR2.47;C11.00-6.05,p=0.049)は pT(RR 3.77;CI

O.92-12.3)、 pN(RR3.8■ C11.11-13.2)と共に独立し

た予後因子であった。これらの結果よりTttCl発現

欠失は食道扁平上皮癌患者の予後に関連した有益な

予後マーカーとなり得ることが示唆された。
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表 2 Cox多変量解析

項 目 Estirnates  RR 95%CI ク値

性別 (男性 )

]′
=0.079 11:)4)

1.83     3.36   0.92-12,3    0.067

2.62     3.77   1.40-10.2    0,009

2.12     3.83   1.11-13.2    0.034

pⅣl(1)        -0.23    0.88  0.31-2.55   0.819

組織型 (低分化)  0.19  1.10 0.41-2.98  0.848

TSLCl(― )      1.97    2.47  1.00-6.05   0.049

RR; risk ratio, CI; confidence interval

図 2

Slllvival Tilne

Kaplan‐ Meier法 による食道扁平上皮癌患者

(TSLC]発現陽性 28例 、発現陰性 28例 )の生存

曲線。

CPG site 1 2 3 4 5 6

KYSE270 0 0 0 0 0 0
KYSE410 0● ②●●●
KYsEs2o oooooo
KYSE960● @O② O②
Qunmethylated O hypermethylated @ parttally methylated

図 3 食道扁平上皮癌細胞株における TSLC]
のメチル化分析

転写開始部位よリー459bpよ リー368bpの間の

6ヶ 所の CpGに含まれるシ トシン残基のメチ

リレ化の状態 (bisulfite sequencing法 )。 丸Eロ

はそれぞれの細胞株 DNAの この領域に含まれ

る 6ヶ所の CpGを示している。

TSLCl
expresslon

十

3.プ ロモーターのメチル化 による TSLCプ

遺伝子不活化

RLClプ ロモーターのメチル化の状態 を調

べるために、 4種類の食道扁平上皮癌細胞株

(TSLCl発 現欠失株 ;KYSE270、 ■光Cl発現陽

性 株 ;KYSE410、 KYSE520、 KYSE960)を 用

いて転写開始部位上流のプロモーター配列上

に存在する 6ヶ 所の CpGの シ トシン残基のメ

チル化 の状態 を bisul■te sequencing法 により

直接同定 した (図 3)。 蜜LClを 発現 している

KYSE270の ゲノムDNA上のシトシン残基 6ケ

所はすべてメチル化の修飾 を受けていなかっ

たのに対 し、■LCl発現を欠失している他の 3

株では 5ケ 所以上でシ トシン残基のメチル化

を認め、特 に KYSE520で は 6ヶ 所すべてのシ

トシン残基が過メチル化 を受けていた。次に

脱メチル化剤によって■光Cl発現が回復する

かどうかを検討するために、上記の細胞株に対

し5-aza‐ 2'‐deoxycytidineを 接 触 させ TSLCl発

現 を RT―PCRに て調べ た ところ、KYSE410、

KYSE520、 KYSE960で は■LCl発現が回復 した

が、KYSE270ではその発現は不変であった (data

not shown)。 これ らの結果 より食道扁平上皮

癌においてはプロモーター領域のメチル化が

rSLCI遺伝子の不活化に関与 していると考えら

れた。

Overall survival

(+)(n=28)

TSLCl(―)(■=28)

″
′
Tツケυぉ 乃′.Iθ 助 .I"04



(A)

a. Northern blot

D. Westem blot

ftactin @

4.わ vitЮ および lin ttyoに おける丁SLCl
導入による増殖抑制

これまでの検討で TSLCI遺伝子の不活化によ

り食道扁平上皮癌細胞はある一定の悪性形質を獲

得する可能性が示唆された。そこで、プロモータ

ー領域の過メチル化により■ICl発現を欠失し

ているKYSE520に発現ベクターを用いて蜜LCl
を遺伝子導入し、TttClを発現する 2つの独立し

た安定細胞株 TSl、 ヽ 2を得た。同時にKYSE520

にベクターのみを導入した mOck株を得た (図 4

Al。 ヽ 1と ヽ 2は ノーザンブロット法ではほぼ同

じレベルの蜜LCl mRNAを 発現 しているのに対

し (図 4ム α)、 ウエスタンブロット法ではTS2

は「鵬1よ りも強い TSLClタ ンパク発現を示 した

(b)。 形態学的にはKYSE520、 mock細胞、ヽ 1

は細胞が比較的解離 した状態で増殖するが (図

4B,α ,b)、 ヽ 2は 細胞同士がお互いに強固に集

まった形で増殖する像が観察された (ε )。 次に

TLClタ ンパクの局在を調べるためにこれらの細

胞を用いて免疫蛍光染色を行なったところ (図 4

C)、 単一細胞状態では■光Clタ ンパクは主とし

て細胞質に存在していたが (α)、 細胞接着の初期

より■光Clタ ンパクは細胞接着面で鋸歯状に分

図 4 食道扁平上皮癌細胞株 KYSE520に
対する TSLCl導入

(A)ノ ーザンブロッ ト法による丁SLC]
mRNAの 検出 (a)と ウエスタンブロット

法による丁SLClタ ンパクの検出 (b)。

“Mock"は ベクター導入株、“TSl"と TS2"
は 丁SLCl導 入 株 を示 す。(B)mock、
下Sl、 TS2細胞の形態 (× 100)。 (C)免疫

蛍光染色による丁S2細胞における丁SLCl
タンパクの細胞内局在 (× 200)。

布し (θ )、 コンフルエント状態では細胞 ―細胞境

界部に不規則に分布していた (/)。

TLCl発現が KYSE520の増殖に与える影響を

調べるために、細胞増殖実験を行なったところ、

電 1お よびT減の増殖は KYSE520、 mock細 胞と

比して有意に抑制され (p<0.01)、 電 2の増殖は

ヽ 1と 比 して有意に抑制されていた (p<0。 05)

(data nOt showll)。 さらに、鴬 LClに よる′πυ′υθ

での腫瘍抑制活性を検討するために、ヌー ドマ

ウス皮下に細胞接種 し腫瘍体積を調べた (図 5

へ B)。 その結果、KYSE520の腫瘍増殖は外来性

筆LCl発現により大幅に抑制され、接種28日 目の

腫瘍体積は mOck細 胞に比 して電 1で 64%、 ヽ 2

で98%抑制され (p<0.01)、 T減の腫瘍はTSlに

比しても有意に抑制されていた (p<0.01)。

■光Cl発現による増殖抑制メカニズムをさらに

調べるため、上述の細胞における細胞周期変化を

フローサイ トメ トリーにて検討 した (図 5C)。

Gl期の細胞の割合はTSlで 56± 1.5%、 電 2で 68。 8

±1.6%であ り、mOck細 胞の48± 0。8%と 比 して

有意に高値であった。

これ らの結果 は食道扁平上皮癌 において

■光Clが著明な腫瘍増殖抑制活性を持つことを示

Single cell Low densitv
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14     21
Time

b. mock
Gl:48.5+0.8%
G2lM:24.0+2.5Vo

DNA content

グ.TS2
Gl:68.8± 1.6%

G2/h江 :17.0」ヒ1.20/0

DNA content                       DNA content

図 5 丁SLClによる rrl ЙrrO及び わ百yoにおける増殖抑制

アステリスクは mockに対する有意差 (p<0,01 TUkey― K「amerテス ト)を示す。

(A)KYSE520、 mock、 TSLCl導入 (丁Slと TS2)細胞のヌー ドマウス皮下における腫瘍形成。 0日 目に 106個の細

胞を皮下接種し6つの腫瘍の平均体積を測定した。(B)28日 目における mock細胞、TSl細胞、TS2細胞の皮下腫瘍。

(C)フ ローサイ トメ トリーによる細胞周期変化。Glと G2/M期の細胞の割合を平均士SDと して示す。
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唆し、その機序として Glで の細胞周期停止が関

与している可能性が考えられた。

5.TSLCl導 入による わ 磁 ヽでの細胞移動

抑制及び細胞浸潤抑制

腫瘍での臨床病理学的検討で示 したように、

TLCl発現欠失は食道扁平上皮癌の浸潤あるいは

転移に関与していることが想定された。そこで、

TttCl導 入による細胞移動、浸潤能を検討するた

めに、 トランスウェルチャンバーアッセイおよ

びマ トリゲルチャンバーアッセイを行なった (図

6札 B)。 前者のアッセイでは細胞移動能はmOck

細胞に比べヽ 1で70%、 ヽ 2で80%と 有意に抑制

され (p<0.01)、 後者のアッセイでは細胞浸潤能

は mock細胞に比べヽ 1で 65%、 T認で94%と 有

意に抑制された (p<0.01)。 ヽ 1に対するTS2の

浸潤能は有意に抑制されていたが (p<0.01)、 移

動能の抑制は有意ではなかった。これらの結果よ

り蜜光Clは食道扁平上皮癌の浸潤・転移に関与

していることが示唆された。

α.KYSE520
Gl:50.0=Ll.8%
G2/M:20.6」ヒ0。7%

Gl:56.8± 1.5%

G2/M:22.7± 1.1%
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KYSE520  mock    TSl     Ts2

図 6 丁SLC]による わИrroの移動能、浸潤能の抑制

アステリスクは mockに対する有意差 (p<0 01 Tukey‐ Kramerテ ス ト)を示す。 (A)KYSE520、 mock、 TSLCl導
入 (TSl and TS2)細胞の トランスウェルチャンバーを用いた移動能アッセイ。(B)マ トリグルチャンバーを用いた浸
潤能アッセイ。

まとめ

この研究で我々は食道扁平上皮癌 における

■泊mの生物学的、臨床的意義を検討 した。腫

瘍でのTICl発現の有無は腫瘍深達度、転移の

状態と関連していており、TLCl発現欠失は有用

な予後マーカーであることが示唆された。さら

に、食道扁平上皮癌細胞への蜜LCl導入はその

細胞増殖能、移動能、浸潤能を抑制した。ヽ LCl

は細胞接着に関わる膜タンパクであることから、

B“dherinが食道扁平上皮癌を含む様々な腫瘍の

進展に関連しているのと同様に、TttCl発現欠失

による細胞 ―細胞相互作用の破壊が食道扁平上皮

癌細胞の浸潤や転移を促進するのかも知れない。

賓LClに よる腫瘍抑制機序については今後更なる

KYSE520  mock    TSl     TS2

検討が必要だが、我々は今回 Gl期における細胞周

期停止が増殖抑制の一因であることを示唆した。

現在、細胞周期関連遺伝子を含めた蜜池mの新た

なターゲット分子同定を目指してマイクロアレイ

等を用いた dowllslК arn解析を行なっているとこ

ろである。

また、賢LCl発現欠失は食道扁平上皮癌におい

てもプロモーターのメチル化によって引き起こさ

れることが示唆されたが、蜜LCl発現が食道扁平

上皮細胞の増殖を劇的に抑制したことからも、脱

メチル化剤を用いた■LCl発現回復が食道扁平

上皮癌の新たな治療戦略の一つとなることが期待

される。
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