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はじめに 

 

食道癌について 

 食道癌は消化管における最も悪性度の高い癌の一つである。国際的には、

2008年の全世界の疫学調査にて発病率は全癌疾患の3.8%であり、死亡数は

全癌疾患の5.4%であった[1]。食道癌の発生は男女ともに東アジアに多い。

欧米では下部食道腺癌(バレット食道腺癌)が急速に増加し、米国では腺癌

が68％を占めている[2]。 

 本邦では、2004年の推計によると男性が24.4人(人口10万人対)、女性が

4.0人(人口10万人対)であった[3]。2012年の我が国における食道癌の死亡率

は全悪性新生物の約3.2%を占め、男性死亡者数は9724人、女性死亡者数は

1868人であった[4]。年齢は60代、70代に好発し、全体の年代の68％を占め

る[5]。胸部中部食道癌が最も多く55％、次いで胸部下部食道癌が26.4％で

ある。組織型は日本人では扁平上皮癌が88.7％を占め、腺癌は2.9％であり、

欧米とは腫瘍の性質が異なっている。重複癌は同時・異時を含めて約18％

に認められると報告されている[6]。同時性重複癌は胃癌(3.5%)・咽頭癌

(1.8%)の順で多い。 

 食道扁平上皮癌の主要なリスクファクターとして飲酒や喫煙があげられ

る[7-9]。アセトアルデヒドの腫瘍代謝酵素であるALDH2は東アジアでは遺

伝子多型で活性が欠損するALDH2*2 alleleが存在しており、日本人では約

10%がホモ欠損型で、30～40%がヘテロ欠損型である。ALDH2ヘテロ欠損

型の飲酒家は食道癌リスクが高く[10]、頭頸部表在癌の合併も多い[11]。 

 食道扁平上皮癌は、形態学的に、低異型度上皮内腫瘍から高異型度上皮

内腫瘍の段階を経て進行癌へと進行する[12]。遺伝子レベルでは、p53遺伝

子変異、cyclin D1の遺伝子増幅などにより細胞周期の制御機構が破綻し、

EGFRやc-MYC等の癌遺伝子が活性化され癌化する。また、予後不良因子
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としては、E-cadherinの発現低下, VEGFの発現亢進などが報告されている

[13]。 

 

食道癌の標準治療  

 食道癌の治療は手術、化学療法、放射線療法やそれらを組み合わせた集

学的治療法が行われている。本邦では日本食道学会より治療ガイドライン

が示され、これに基づいて診療が行われている[6]。 

 

表在癌の治療 

 リンパ節転移および脈管侵襲が極めて希な深達度T1a-EP (M1)ないし

LPM(M2)までは内視鏡切除が広く行われている。Endoscopic mucosal 

resection (EMR)が広く行われていたが、近年、endoscopic submucosal 

dissection (ESD)の技術が安定し、EMRに代わって広く行われるようになっ

てきた[14, 15]。ESDはより広範囲の粘膜を一括切除可能となったが、3/4周

以上を行う際は瘢痕狭窄の発生が予想される。prednisoloneの経口投与が

狭窄予防に有効と報告されて適応が広がりつつある[16]。T1a-MM (M3)/ 

SM1ではリンパ節転移率は10～15％と上昇するが侵襲が少ないため、相対

的適応として内視鏡切除を行うこともある。一方、sm浸潤が疑われる症例

ではリンパ節転移の頻度が高く、手術療法または化学療法、放射線療法が

行われるようになってきた。 

 

切除可能胸部進行癌の治療 

 食道癌はリンパ節転移を来しやすい。粘膜筋板に達したものでは9.3％に

リンパ節転移がみられ、粘膜下組織に深く浸潤したものでは50％程度の転

移率である[17]。そのため、切除可能胸部食道癌において、3領域郭清を伴

う手術療法が基本である[18]。しかし5年生存率はリンパ節転移無しで68％、

リンパ節転移症例では24.8％と報告され[19]、治療成績の向上を目指して化

学療法の併用が進んできた。 
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 手術の前後に行う化学療法を比較したJCOG9907試験の成績から、現在

は多くの主だった施設で術前cisplatin (CDDP) / 5fluorouracil (5-FU) 療法

(術前CF療法)後の手術が実施されている[20]。しかしその治療成績は未だ

満足できるレベルではなく、より有効性の高い治療法の登場が要求されて

おり、より強力な術前化学療法や、放射線を加えた術前化学放射線療法な

ど、様々な臨床研究が盛んに行われている[21]。 

 一方で、手術を行わない根治化学放射線療法も検討されたが治療成績の

向上が得られず晩期合併症のリスクのため現在は標準治療とはされていな

い[22]。 

 

頸部食道癌の治療 

 頸部食道癌は進行癌の頻度が高く、リンパ節転移率が高いがリンパ節転

移は頸部に限局することが多く根治手術の適応も多い。近年は喉頭摘出を

回避する目的で根治化学放射線療法を行い機能温存が行われている[23]。 

 

切除不能進行癌の治療 

 切除不能進行癌は化学療法・放射線療法の適応である。広くはCF療法が

行われているが生存期間延長のエビデンスが明確ではなく、姑息的な治療

としての位置づけである。様々な併用療法などが報告されているが未だ標

準治療となるものはなく、臨床試験が行われている。 

 

 

治療成績  

標準治療を基本とする集学的治療が行われているが、日本での全進行度

の食道癌治療成績は、手術、化学療法単独、放射線療法単独、化学放射線

療法における5年生存率で、それぞれ50.2%、 8.6%、 15.5%、 26.4%と報

告されている[5]。 
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進行度別治療成績として、1999年から2009年までの自治医科大学付属病

院における治療成績は、3年生存率で、Stage 0 = 86%, Stage I = 91%, Stage 

II = 79%, Stage III = 56%, Stage IV = 11%と報告されている[24]。 

これらの治療成績は未だ満足できるものではなく、更なる治療成績の改

善が求められる[5, 25-27]。 

 治療成績の向上を目的として、化学療法を更に強力にする方法が挙げら

れる。頭頸部癌[28, 29]および進行胃癌[30]では従来の2剤によるCF療法と

これにdocetaxelを加えた3剤によるdocetaxel/CDDP/5-FU(DCF)療法の比較

試験が行われ、DCF療法の優越性が報告されている。この強力な化学療法

は、食道癌にも応用されてきている。欧米では食道腺癌および食道胃接合

部腺癌に対し術前および術後化学療法としてDCF療法を行うことで治療成

績の改善を得ることが報告されている[31, 32]。 

 

 

当院における術前化学療法の成績(参考論文について) 

 これらの報告を基に自治医科大学附属病院では、切除可能胸部進行食道

癌(Stage II/III)に対し従来の術前CF療法に代え、多施設共同臨床試験の登

録症例として術前DCF療法を行い[33]、後に一般臨床でも術前DCF療法を

広く導入した。私は2007年4月から2011年9月までに自治医科大学付属病院

で施行した術前CF療法38例と術前DCF療法38例を比較検討し報告した（参

考論文として提示した）[34]。患者背景に差は無かった(補足表1；文末に添

付)。Grade 3およびGrade 4の血液毒性は術前DCF療法で有意に多かった

(補足表2、術前DCF群87％、術前CF群13％、P < 0.001)。根治切除は術前

DCF群で79％、術前CF群で66％であり差は無かった(P = 0.305)。在院死亡

はなく、周術期合併症も差が無かった。術前CF療法の短期成績は総合評価

で奏効例(CR + PR)が24％だったが術前DCF療法は63％と有意にDCFが優れ

ていた(P = 0.001)。また組織学的評価でも著効例(Grade 3 + Grade 2)で術前

CF療法5％に対し術前DCF療法63％と有意に術前DCF療法が優れていた(補
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足表3、P < 0.001)。長期成績の比較では無増悪生存期間(hazard ratio, 

0.462; 95% confidence interval (CI), 0.253 to 0.844; p = 0.010, log-rank test)

および全生存期間(hazard ratio, 0.344; 95% CI, 0.175 to 0.676; p = 0.001, log-

rank test)において術前DCF療法は術前CF療法より良好な成績を得ることが

できた(図1)。 

 しかしながら、術前DCF療法でも治療抵抗症例(総合評価SD + PD 37%や

病理評価Grade1 + Grade0または切除不能例37%)が存在しており、治療成

績の改善には治療抵抗症例の成績向上が必要になると考えられる。 

 このため、薬剤耐性の獲得のメカニズムの解明が重要であり、その耐性

の克服が治療成績の向上には不可欠である。 

 

 

図1 当院における術前CF療法と術前DCF療法の比較。 

(A) 無増悪生存期間、(B) 全生存期間 
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食道癌で用いられる抗癌剤  

食道癌の化学療法には、ピリミジン系・白金系[35]・タキサン系抗癌剤

が用いられている[6]。 

フルオロウラシル系抗癌剤は腫瘍で取り込みが亢進しているウラシル

[36]にフッ素が導入された薬剤である。作用機序は、腫瘍細胞に取り込ま

れた後に、ウラシルと競合的にチミジル酸合成酵素に取り込まれ、その合

成を阻害する[37]。また、RNAのなかに入り込んでRNA合成を抑える働き

もある。食道癌では5-FUが広く使われる。5-FUは体内で速やかに分解され

抗腫瘍活性が落ちるため持続投与が行われる。 

白金系抗癌剤としてCDDPがある。CDDPの作用機序としては、DNAの

プリン塩基(グアニンとアデニン)と結合することで細胞周期を停止させた

り、HMG1やHMG2などの核タンパク質に結合してアポトーシスを誘導す

ることで細胞毒性効果を示す[38]。これらの機序にはAkt/XIAPのみならず

NFκBやp53, JNK pathwayが指摘されている[39]。一方でCDDPの耐性獲得

機序には、(1) CDDPの細胞への取り込み・排出による抵抗性(Mechanisms 

of pre-target resistance)、(2) DNAへの結合阻害による抵抗性(Mechanisms 

of on-targeting resistance), (3) シグナル伝達など細胞死を誘導する経路に

関する抵抗性(Mechanisms of post-target resistance), (4) CDDPの作用と明

らかな関連が指摘できない抵抗性(Mechanisms of off-target resistance)の4

に分類できる[40]。 

タキサン系抗癌剤の作用機序は、βチュブリンのGDP部位に結合し脱重

合を阻害することにより、重合を促進し微小管の安定化を図る[41]。さら

に微小管動態を下げ、異常な紡錘糸を形成し、分裂停止からアポトーシス

を導く。その他、直接caspase 3を活性化してアポトーシスを導く[42]。タ

キサン系の耐性機序として、ATP-binding cassette (ABC)スーパーファミリ

ーに属するP糖タンパク質(MDR-1 / ABCB1)の過剰発現による細胞内薬剤濃

度変化が挙げられる[43]。その他、チュブリンの変異[44]、p53, bcl-2, bcl-x
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などアポトーシス系の異常が指摘されている。食道癌ではdocetaxelが広く

使われる。 

 

 

抗癌剤で誘導されるアポトーシスのメカニズム 

 抗癌剤はアポトーシスを誘導して細胞毒性を生じ、アポトーシスの異常

が薬剤耐性・治療不応を引き起こす[45]。アポトーシスには大きく2つの経

路が存在する。一つは外因系として、デスレセプターを介してシグナルが

細胞内に伝達し、アポトーシスを誘導する。もう一つは内因系として、

Bcl-2 familyを介してミトコンドリアによりシトクロムcがリリースされア

ポトーシスが誘導される経路である。caspaseはこの2つのアポトーシスの

経路の中心となる。また、両経路にはクロスオーバーがある。 

 このほか、アポトーシスを抑制する因子としてアポトーシス抑制タンパ

ク質(inhibitor of apoptosis protein (IAP) family)がある。IAP familyの一つ

であるXIAPは直接的にcaspase-9およびそのeffectorのcaspase-3, -7の活性

を抑制することでアポトーシスを抑制している[46]。 

 

 

XIAPの制御  

 AktはXIAPのリン酸化を行い、XIAPの安定化に関与している[47]。XIAP

の上昇はCDDPに誘導されるcaspase-3の活性化を低下させる[48]。XIAPと

Aktの活性化を阻害することは抗癌剤耐性の克服に重要な役割になる可能

性がある。 
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タンパク質の恒常性 

 細胞内タンパク質は様々なストレスで構造が変化・変性することが知ら

れており、癌に対する治療としても注目されてきた。タンパク質は

ribosomeにおいてmRNAを鋳型として翻訳され合成される[49]。合成され

たタンパク質は小胞体内でフォールディングされ、様々な修飾を受けて機

能タンパク質となる(図2)。タンパク質はストレスなどにより不良タンパク

質となると分子シャペロン(HSP90など)によりリフォールディングされ、

機能タンパク質に戻るが、リフォールディングされない不良タンパク質は

プロテアソームやリソソームにより分解される[50]。不良タンパク質が蓄

積・凝集化すると機能低下や細胞死を来したり、コンフォメーション病(パ

ーキンソン病やアルツハイマー病など)が引き起こされる[51]。 

 

 

図2 タンパク質代謝の模式図。細胞内では様々なストレスにより不良タン

パク質が作られるため、分子シャペロン(HSP90など)により機能タンパク

質に安定化するか、分解を受ける。 
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Heat shock protein 90について 

 分子シャペロンタンパク質群はクライアントタンパク質がストレスやダ

メージを受けた際に分子構造を安定化させる機能を持つ[52]。Heat shock 

protein 90 (HSP90)は200以上のタンパク質の安定性および活性に関与する

分子シャペロンである(図3)。そのクライアントタンパク質にはセリン・ス

レオニンキナーゼ(Akt, Raf-1, Cdk4)や転写因子、HIF-1αやp53、受容体キ

ナーゼ（HER2, EGFR, Srcファミリーキナーゼ）、ストレスホルモン受容

体が含まれる[53]。このクライアントタンパク質は、腫瘍の増殖・生存に

大きく関わっており、HSP90阻害剤は、これらクライアントタンパク質の

機能を阻害することで種々の癌細胞に対する抗腫瘍活性を示す[54, 55]。 

 

図3 HSP90はたくさんのクライアントシャペロンを持つ。HSP90はATP依存

性にクライアントタンパク質を安定化する。Neckersら著より一部改変[52] 

 

 

マイクロアレイデータを用いた薬剤耐性遺伝子の探索  

 抗癌剤耐性を克服するにはマイクロアレイ解析を用いた網羅的遺伝子検

索を行うことが有効である[56]。マイクロアレイ実験データから遺伝子リ

ストの作成には様々な方法が報告されている。広く用いられている方法の

一つは、先ず、t検定、ANOVA等で遺伝子の発現差の有意度を計算し、

false discovery rate (FDR)法で確率閾値を設定し有意差のあった遺伝子リス
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トを作成する。次にこの遺伝子リストをgene ontologyや既知のパスウェイ

に照らし合わせて多くの遺伝子が何の機能に関係が深いかを二項分布や超

幾何分布などを用いて調べるものである。この方法の問題点として閾値p

は主観で決められるため、pによって検出する遺伝子リストが変化してし

まう。 

 そこで、閾値pによる遺伝子リストは作成せず、全遺伝子リストを用い

て有意差のより高い物に、ある機能に関連した遺伝子群が含まれているか

を判断するGene Set Enrichment Analysis (GSEA)が注目されてきた[57]。

GSEAは入力された遺伝子をサンプル間の発現の差で並べ替えることで遺

伝子セットの優位性を検定する。ある遺伝子セットに注目したとき、全体

の順番がほぼ保たれているのか、順位が上位(または下位)に偏った遺伝子

が多く含まれているのかを検定する。これにより機能遺伝子セットを効率

よく検出可能となる。 

 

 

研究の目的  

 これまでに示したように食道癌の治療は集学的治療が行われており、よ

り強力な治療を組み合わせることで治療成績の向上が得られるようになっ

てきた。しかしながらこれらの強力な治療でも治療無効例が存在している。

治療無効症例では化学療法の薬剤耐性獲得が問題となっており、薬剤耐性

の克服は癌治療におけるブレイクスルーになると期待される。 

 本研究では、食道扁平上皮癌細胞株を用いて、薬剤耐性癌細胞株に特徴

的な遺伝子発現を網羅的に解析することで、従来まで用いられていない分

子標的治療のターゲットを発見し、さらに既存薬剤との併用により食道扁

平上皮癌の新たな治療戦略への応用を目指した。 
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方法 

 

細胞株と培地  

 食道扁平上皮癌細胞株 TE1, TE4, TE5, TE6, TE8, TE9, TE10, TE11, TE14, 

TE15, EC-GI-10を理化学研究所バイオリソースセンター(Saitama, Japan)よ

り購入した。KYSE30, KYSE70, KYSE140, KYSE150, KYSE170, KYSE180, 

KYSE220, KYSE270, TT, TTnをヒューマンサイエンス振興財団研究資源バ

ンク(Tokyo, Japan)より購入した。これら食道扁平上皮癌細胞株に関しては

癌のheterogeneityを考慮し、セルバンクより購入可能な全ての細胞株を取

得した。全ての食道扁平上皮癌細胞株は37℃、5% CO2の環境下で培養した。

培地はRPMI-1640 (R8758; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)に10%牛胎児

血清(Fetal Bovine Serum: FBS)と抗生物質penicillin (100 U/ml)と

streptomycin (100 μg/ml)を添付した。 

 

阻害剤  

 CDDPと17-AAGはSigma-Aldrichより購入した。CDDPは0.9%食塩水で

溶解した。17-AAGはdimethyl sulfoxide (DMSO)で溶解した。docetaxelと

5-FUは、和光純薬工業株式会社(Osaka, Japan)から購入し、DMSOで溶解

した。BortezomibはLKT laboratories (St. Paul, MN, USA), MG-132はEnzo 

Life Sciences, Inc. (Farmingdale, NY, USA)から、MK-2206はSelleck 

Chemicals (Houston, TX, USA)から購入した。それぞれDMSOで溶解した。

溶解後、全ての薬剤は-20℃で保存した。 

 

抗体  

 caspase-3 (#9662), PARP (#9542), XIAP(3B6) (#2045), c-IAP1 (#4952), c-

IAP2(58C7) (#3130), livin (D61D1) XP (#5471), survivin (71G4B7) (#2808), 

phospho-Akt (Ser473) (D9E) (#4060), Akt (#9272), phospho-p44/42 MAPK 
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(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (#9101), p44/p22 MAPK (Erk1/2) (#9102)に対する

抗体はCell Signaling Technologies (Beverly, MA, USA)から購入した。抗β-

actin抗体はSigma-Aldrichから購入した。Bcl-2 (#610391), Bcl-xL (#60982), 

Bid (#61158), Bad (#610391), Bax (#610982), Beclin (#612112), BAG-1 

(#611868)はBD Biosciences (San Jose, CA, USA)から購入した。 

 

薬剤感受性試験  

 阻害剤の感受性試験は96wellプレートを用いて行った。10% FBS添付し

たRPMIを培地とし、2000から4000の細胞を各条件につき5ウェルずつ播種

した。24時間後に濃度調節した薬剤を添付した培養液と交換し、72時間培

養した。生細胞はwater-soluble tetrazolium salt (WST-8, cell counting kit-

8; Dojindo, Kumamoto, Japan)を用いて、マイクロプレート吸光度計(Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)を使い450nmで測定した。 

 

遺伝子発現解析  

22の食道癌細胞株よりRNAを抽出し、東京大学・先端科学技術研究セン

ターゲノムサイエンス部門に依頼し、22の食道扁平上皮癌細胞株について

遺伝子発現情報を取得した。遺伝子発現解析にはoligonucleotide 

microarray (GeneChip Human Genome U133A, Affymetrix, Santa Clara, 

CA)を使用し、Genome Imbalance Map algorithmにてmRNA解析した[58, 

59]。2群間のmRNAの発現様式をGene Set Enrichment Analysis (GSEA, 

http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp)を用いて遺伝子セット解析を

行った[60, 61]。 

 

Combination Index (CI) 

IC50はCompuSyn software (ComboSyn, Inc., Paramus, NJ, USA)を用いて

計算した。併用効果の定量的解析のため併用係数(combination index: CI)は

下記の式を用いて計算した[62]。 
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それぞれの変数は以下の通りである。 

Dx1 = 薬剤1単剤で細胞を50％抑制する薬剤1の濃度 

D1 = 混合薬剤で細胞を50％抑制する薬剤1の濃度 

Dx2 = 薬剤2単剤で細胞を50％抑制する薬剤2の濃度 

D2 = 混合薬剤で細胞を50％抑制する薬剤2の濃度 

ここで、併用する2つの薬剤の作用点や作用機序が異なる場合(mutually 

nonexclusive mode)はα=1、作用を競合する場合(mutually nonexclusive 

mode)はα=0とする。 

 

経時変化アッセイ 

96wellプレートに同数の細胞を播種し、WST-8 cell counting kit-8を用い

て0時間、24時間、48時間、72時間の経時細胞数変化を観察した。結果は0

時間の吸光度に対するpercentageで示した。 

 

タイムラプス撮影 

癌細胞を35mm/Glass base disk（Iwaki, Japan）に播種し、24時間後に

CDDP (1μM)、17-AAG(1μM)をそれらの混合薬剤を添付した。コントロー

ルにはDMSO を終濃度0.1%で添加した。癌細胞の増殖や細胞死の過程を

Bio Station(Nikon, Tokyo, Japan)により96時間撮影、観察した。アポトー

シスを確認するため、それぞれの培養液には3μMのCellEvent Caspase-3/7 

Green Detection Reagent For Apoptosis (Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA)を添付した。 
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ウエスタンブロット 

KYSE30とKYSE150は100mmプレートに播種し、24時間後にCDDPまた

は17-AAGを添加した。それに引き続いて24時間、48時間、72時間培養し

た。プレートに接着した細胞と浮遊細胞を収拾し、20 mmol/LのTris-

HCl(PH7.4), 150 mmol/L NaCl, 50 mmol/L NaF, 1 mmol Na3VO4に各種プロ

テアーゼを含むRIPA bufferで溶解した。セルスクレーパーにて掻き取った

後、15000rpm、4℃ 10分間遠心して上清を分取した。タンパク質濃度は

BCA Protein Assay kit(Takara Bio, Inc., Shiga, Japan)にて測定した。タン

パク質はウェルあたり12μgに調節し、Mini-Protean TGX Precast Gel (Bio-

Rad Laboratories)で電気泳動し、nitrocellulose membraneに転写した。

membraneを5% skim milkの入ったTBS(Tris-buffer saline)に浸し室温で30

分振盪し、抗体の非特異的結合をブロックした。0.1%Tweenを含んだTBS

でMembraneを洗浄した後に、1次抗体と4℃でovernightで反応させた。再

度0.1%Tweenを含んだTBSでmembraneを洗浄し、その後に2次抗体と30℃

で1時間反応させた。抗原の検出には western blot detection reagents 

(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)を使用し、発光シグナルの同定

と解析はChemiDoc XRS image analysis system (Bio-Rad Laboratories)を用

いて行った。 

 

RNA干渉  

 XIAPに対するsiRNA(siGENOME Human XIAP (331) siRNA- 

SMARTpool)をThermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)より購入した。

Negative Controlはnegative control siRNA duplexes (1027281) (Qiagen, 

Valencia, CA, USA)を用いた。Lipofectamine RNAiMAX Reagent(Life 

Technologies)とOPTI-MEM I (Invitrogen, Carlsbad, CA USA)を用いて製造

元の指示に従いトランスフェクションした。3cm dishにKYSE30および

KYSE150を播種し、24時間後に5nMから20nMの終濃度のsiRNAでトランス

フェクションを行った。トランスフェクションから24時間後に培養液を交
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換した。トランスフェクションから72時間後にWestern blotでXIAPの抑制

効果を確認した。 

 次に96welプレートにKYSE30およびKYSE150を4000播種し、24時間後に

5nM siRNA XIAPをトランスフェクションした。トランスフェクション後

24時間で培養液を交換し、トランスフェクションから72時間後にWST-8 

cell counting kit-8を用いて細胞数を測定した。 

Target Sequenceを以下に示す: 

GAGGAGGGCUAACUGAUUG 

GAGGAACCCUGCCAUGUAU 

GCACGGAUCUUUACUUUUG 

GAACUGGGCAGGUUGUAGA 

 

統計学的解析  

 統計処理はIBM SPSS Statistics for Windows, version 21.0 (IBM Corp., 

Armonk, NY, USA)およびJMP Ver.10.0.2 (SAS institute, Cary, NC, USA)を

用いて行った。P値が0.05未満を統計学的有意差ありとした。Dunnett's test

をtime-dependent cell growth assayに用いた。2群間の比較にはStudent’s t 

testを用いた。クラスター分析はWard法を用いた。統計値は平均±標準偏

差を示す。 
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結果 

 

3薬剤の感受性試験  

 はじめに食道扁平上皮癌細胞株のdocetaxel, CDDP, 5-FUの感受性試験を

行った。細胞株をそれぞれの薬剤単剤について濃度勾配を付けて培養し、

72時間後に細胞数を測定してIC50を算出した。その結果を図4に示した。

docetaxelのIC50は0.547nMから4.39nM、CDDPのIC50は0.983μMから14.9μM、

5-FUのIC50は2.10μMから42.4μMだった。 
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図4 docetaxel, CDDP, 5-FUのIC50。96wellプレートに細胞を播種後

24時間後に阻害剤を添付した。72時間後に細胞数を測定し、IC50を

算出した。 
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3薬剤の IC50に基づいたクラスター解析 

 3剤への耐性株の決定を目的として、docetaxel, CDDP, 5-FUのIC50の対数

をクラスター解析した。結果を図5に示す。この結果から、3薬剤の低感受

性群(耐性株群)をTE4, KYSE30, EC-GI-10, TE6, TE14の5株とし、高感受性群

をTT, TTN, KYSE140, TE11, KYSE270, KYSE220, KYSE150, KYSE180の8株

とした。 

 

 

図5 クラスター解析 

 docetaxel, CDDP, 5-FUのIC50の対数をとり、クラスター解析を行

った。3薬剤の低感受性株5株と高感受性株8株を決定した。 
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低感受性株群と高感受性株群における遺伝子発現解析  

抗癌剤耐性株における特異的な遺伝子発現を検出するため、低感受性株

群5株と高感受性株群8株でGSEAを用いて網羅的に遺伝子セット解析を行

った。この結果、false discovery rate (FDR) < 25%とすると、低感受性群で

高発現の遺伝子セットとして、KEGG_RIBOSOME, KEGG_PROTEASOME, 

KEGG_LINOLEIC_ACID_METABOLISM, KEGG_PARKINSON_DISEASE

を得た(表1)。一方、高感受性群で高発現の遺伝子セットとしてはFDR 25% 

未満の遺伝子セットは認めなかった。 

このことからタンパク質の代謝に関する遺伝子群の関与が考えられた。 

 

表1 低感受性株群(5株)と高感受性株群(8株)における遺伝子発現解析 

低感受性株が高感受性株に対して発現が多い遺伝子群 

GS DETAIL ES NES NOM 

p-val 

FDR 

q-val 

KEGG_RIBOSOME 0.46 1.93 0.000 0.032 

KEGG_PROTEASOME 0.51 1.92 0.002 0.017 

KEGG_LINOLEIC_ACID_METABOLISM 0.52 1.71 0.005 0.101 

KEGG_PARKINSON_DISEASE 0.36 1.63 0.003 0.161 

GS, gene set. ES, enrichment score. NES, normalized enrichment score, 

NOM p-val, normalized p value. FDR q-val, false discovery rate q value.  
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プロテアソーム阻害の相乗効果  

 まず、プロテアソーム阻害剤であるBortezomib, MG-132を用いて抗癌剤

との相互作用を検討した。BortezomibおよびMG-132とdocetaxel, CDDP, 

5-FUそれぞれの2剤の併用による相乗効果を薬剤感受性試験および

combination indexを用いて検討したが、薬剤の相乗効果は殆ど認められな

かった(データ提示せず)。 

 

HSP90阻害剤(17-AAG)と CDDPの相乗効果  

 ストレス下のタンパク質安定性に関与するHSP90に着目した。HSP90阻

害剤として17-AAGを用いた。17-AAGのIC50を図6に示す。KYSE30のIC50は

2.37±0.52μMであった。KYSE30において低濃度17-AAG存在下(IC50の約1/2

の濃度1μM)、約1/4の濃度0.5μM)にdocetaxel, CDDP, 5-FUのIC50の変化に

ついて感受性試験を用いて行った。その結果、CDDPでは相乗効果による

感受性試験カーブの左方移動を認めた。docetaxel, 5-FUについては殆ど変

化がなく、相乗効果は認めないと判断した。 

 

 
図6 17-AAGに対する食道扁平上皮癌細胞株のIC50 
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CDDPと17-AAGの併用療法の効果を予測するために、CDDPの低感受性

株4株(KYSE30、KYSE150 、EG-GI-10、TE6)について、様々な濃度の

CDDPと17-AAGを単剤および併用薬剤として添加し感受性試験を行った。

図7に示すように、低濃度の17-AAGとの併用療法はCDDPの生存曲線を左

方に移動させた。この効果をcombination index (CI)を用いて評価したとこ

ろ、IC50でKYSE30とKYSE150のCIは0.4から0.7であり、相乗効果を示して

いた(表2)。対照的にEC-GI-10とTE6ではCIは1.0から1.8であり、相加的か

ら拮抗作用を呈していた。 

 

図7 17-AAG (KYSE30では1μMまたは0.5μM, KYSE150では0.05μMま

たは0.025μM)とCDDP (0.1から40μM)における72時間後の用量反応

曲線。(A) KYSE30, (B) KYSE150。 
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表2 CDDPと17-AAGにおけるCombination index (CI) 

Cell line IC50 of  

17-AAG 

Concentration 

of 17-AAG 

CI at IC50 Interpretation 

 (μM) (μM)   

KYSE30 2.37 1.000 0.49 相乗効果 

  0.500 0.76 中等度相乗効果 

KYSE150 0.10 0.050 0.71 中等度相乗効果 

  0.025 0.55 相乗効果 

EC-GI-10 1.40 1.000 1.80 拮抗作用 

  0.500 1.78 拮抗作用 

TE6 0.04 0.050 1.18 中等度拮抗作用 

  0.025 1.06 相加効果 

17-AAGの異なる濃度における、CDDPのIC50。様々な薬剤濃度において、

non-exclusive equationを用いてcombination indexを算出した。CI, 

combination index. CI > 1.3 拮抗作用, CI = 1.1 to 1.3 中等度拮抗作用, CI 

= 0.9 to 1.1 相加効果, CI = 0.8 to 0.9 軽度相乗効果, CI = 0.6 to 0.8 中等

度相乗効果, CI = 0.4 to 0.6 相乗効果, CI = 0.2 to 0.4 強い相乗効果. 
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CDDPと 17-AAG併用による経時的細胞障害  

 CDDPと17-AAGの相乗効果を確認するため、コントロール(0.1% DMSO)

と1μM CDDP単剤、1μM 17-AAG単剤とそれらの併用を24時間、48時間、

72時間で細胞傷害性を評価した(図8)。 CDDPと17-AAGの併用は単剤投与

に比べ細胞増殖を抑制した。 

 

 

図8 cisplatin(CDDP)と17-AAGの添加による細胞数の変化。(A) 

KYSE30, (B) KYSE150はCDDP単剤(両細胞とも1μM)、17-AAG単剤

(KYSE30は1μM、KYSE150は0.05μM)、CDDPと17-AAGの混合薬剤

を添付された後、24時間、48時間、72時間の細胞数を測定した。* 

P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 

 

タイムラプス撮影 

 KYSE30においてCDDPと17-AAGによる経時的な細胞変化を観察するた

めタイプラプス撮影を行った(図9)。Control (DMSO 0.1%)においてもわず

かにアポトーシスの誘導があるが細胞は良好に増殖した。CDDP単剤およ

び17-AAG単剤ではわずかにアポトーシスの誘導を伴うものの、細胞の増

殖を認めた。CDDPと17-AAGの併用では一時的な細胞増殖を認めるが著明

なアポトーシスの誘導を認め、細胞数の激減が観察された。このことから、

それぞれ単剤では強いアポトーシスを誘導しない濃度でも、CDDPと17-

AAGを併用することで強いアポトーシスを誘導することが証明された。 
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図9 KYSE30での経時細胞変化。3μMのCellEvent Caspase-3/7 Green Detection 

Reagent For Apoptosisを添加することでCaspase-3/7を介したアポトーシスが緑

色に検出される。薬剤投与後96時間間欠的に観察した。正常細胞でもわずかにア

ポトーシスを呈するが細胞増殖が盛んである。CDDPと17-AAGを添付するとより

強くアポトーシスが誘導された。Control DMSO 0.1%. CDDP 1μM. 17-AAG 1μM. 

 

タンパク質発現経時変化  

 CDDPと17-AAGの併用によるタンパク質発現経時変化をウエスタンブロ

ットで解析した(図10)。CDDPと17-AAGの併用がPARPおよびCaspase-3の

活性化を介してアポトーシスを誘導することが分かった。PARPとcleaved 

PARPは24時間後では明らかな変化は認めなかったが、48時間後にCDDPと

17-AAGの併用ではcleaved PARPが認められた。cleaved PARPの増加は単



28 

剤投与より大きかった。cleaved PARPは72時間後では更に増強された。

cleaved caspase-3はKYSE30において、併用72時間後に観察されたが

cleaved PARPと比較すると発現は弱かった。 

 

 
図10 cisplatin (CDDP)および17-AAGの併用によるアポトーシス誘導。

KYSE30とKYSE150はcisplatin (CDDP; 1μM), 17-AAG (KYSE30 1μM, 

KYSE150 0.05μM)と混合薬剤で表記時間処理後、ウエスタンブロッ

トで解析した。 

 

phosphorylated Akt、XIAPの発現低下とアポトーシス誘導  

 アポトーシスの機序を解明するため、アポトーシスを制御するIAP 

familyとBcl-2 familyの解析を行った。先ずIAP familyを検討した(図11)。

KYSE30は、通常状態でXIAP, cIAP1, survivinは高発現でcIAP2は低発現だ

った。KYS150ではXIAP, cIAP1は高発現だったが、cIAP2とsurvivinは低発

現だった。Livinは両細胞ともに検出出来なかった。CDDP単剤、17-AAG

単剤、両剤の併用はcIAP1, cIAP2, survivinの発現を変化させたが、細胞の

増殖抑制やアポトーシスとは関連が認められなかった。それらに比較して、

XIAPの発現量変化は単剤では不明瞭であったが併用すると明らかに減少し
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ていた。Bcl-2ファミリーも検討を行ったが、Bcl-2, Bcl-xL, Bid, Bad, Bax, 

Bim, Beclin, BAG-1はそれぞれ変化は認められなかった(データ提示せず)。 

 これらの結果から、CDDPと17-AAGの併用療法はXIAPを阻害すること

でアポトーシスを誘導する可能性が示された。XIAPの減少の機序を解明す

るために、Akt, Erkパスウェイを確認した。図11に示すように、

phosphorylated AktはCDDP、17-AAGの単剤でも減少していたが、これら

を併用することで明瞭に低下していた。Phosphorylated ErkはKYSE30では

明らかな変化は認めず、KYSE150では単剤および併用で減少していたが細

胞増殖抑制やアポトーシスとの関連は見いだせなかった。 

 

図11 IAPファミリー、Erk, Aktパスウェイのウエスタンブロット解析。

KYSE30とKYSE150はcisplatin (CDDP; 1μM), 17-AAG (KYSE30 1μM, 

KYSE150 0.05μM)と混合薬剤で72時間処理後、ウエスタンブロット

を行った。 
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phosphorylated Akt、XIAPの経時変化  

 経時変化を確認するため、単剤および併用した際のphosphorylated Akt, 

total Akt, XIAPのタンパク質発現を検討した(図12)。phosphorylated Aktは

24時間後には17-AAG単剤と併用で低下がみられた。更に72時間後にはよ

り強力な低下が起こった。KYSE30でのCDDPと17-AAG併用で著明だった。 

XIAP発現も17-AAG単剤と併用において、24時間後にわずかに減少し始め、

48時間で著明に減少していた。 

 

 

図12 phosphorylated Akt, Akt, XIAPの経時変化。KYSE30と

KYSE150はcisplatin (CDDP; 1μM), 17-AAG (KYSE30 1μM, KYSE150 

0.05μM)と混合薬剤で表記時間処理後、ウエスタンブロットで解析し

た。 
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KYSE30、KYSE150における Akt/XIAPパスウェイ 

 KYSE30, KYSE150においてAkt/XIAPパスウェイが認められるかを確認し

た。Akt阻害剤としてMK-2206を用いてphosphorylated Aktを阻害した。

24時間後にウエスタンブロットでタンパク質発現を調べた(図13)。

phosphorylated Aktの阻害およびXIAPの発現低下を認めた。 

 

 

図13 MK-2206を用いたKYSE30およびKYSE150のAkt/XIAP pathway

解析。MK-2206によりphosphorylated Aktが低下し、XIAPの発現抑

制も認められた。 
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siRNAによる XIAP阻害効果  

 XIAPの発現抑制によりアポトーシスが誘導され細胞数の減少が認められ

ることを確認した。まず、siRNA XIAPをトランスフェクションし、72時

間後のタンパク質発現を検討した。Negative controlと比較し、72時間後に

は5nM以上のsiRNAによりXIAPは発現低下を呈した(図14)。 

次にsiRNAをトランスフェクションし72時間後の細胞数をWST-8 cell 

counting kit-8を用いて測定した(図15)。72時間後では、siRNA XIAPトラン

スフェクションした細胞は、Negative controlに比較しKYSE30、KYSE150

の両方で有意に細胞減少していた(P < 0.001)。このことからXIAPの発現低

下が細胞数の減少に関与していることが示された。 

 

 
図14 siRNAを用いてXIAP発現抑制を行ったウエスタンブロット。

KYSE30およびKYSE150において、siRNA XIAP 5nM以上でXIAPの発

現抑制を認めた。 
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図15 5nM siRNA XIAPトランスフェクション後72時間の細胞数の変

化。Negative Controlを100％としてsiRNA XIAPトランスフェクショ

ン後の細胞数をWST-8 cell counting kit-8を用いて測定した。 

*** P<0.001 
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考察 

 

本研究では次の2点を解明した。(1) CDDP耐性食道扁平上皮癌において、

CDDPと17-AAGの相乗効果を初めて示した。(2) CDDPと17-AAGの併用は、

Akt/XIAPパスウェイを抑制しアポトーシスを誘導した。 

CDDP耐性食道扁平上皮癌細胞株において、CDDPと17-AAGは相乗効果

を示した。単剤では殆ど細胞毒性を生じない低濃度の17-AAGの存在下に

おいて、CDDPの細胞毒性が増し、強い抗腫瘍効果を得ることが出来た。

この細胞毒性はPARPとcaspase 3/7の活性化を介して起こるアポトーシス

によって生じていた。タイムラプス撮影でもCDDPと17-AAGの併用は単剤

投与に比べ、より強いアポトーシスを誘導して細胞減少を呈することが視

認でき、この結論を支持している。 

ウエスタンブロットを用いたタンパク質の経時変化から、CDDPと17-

AAGの併用により最初にphosphorylated Aktがより強く減少し、その後に

XIAPが低下した。同時にPARPが活性化され始め、時間経過とともに

PARPの活性化はより高度になり、アポトーシスが強力に誘導されると考

えられた。一方で、Akt阻害剤を用いてphosphorylated Aktを阻害すると

XIAPの発現も抑制され、Akt/XIAPパスウェイが食道扁平上皮癌細胞株で

も認められた。また、XIAPをsiRNAで発現抑制すると細胞死を導くことが

できることから、XIAPの活性化がKYSE30およびKYSE150の生存・増殖に

重要な役割を持つことが示された。これらの結果から、CDDPと17-AAGの

併用により、まずphosphorylated Aktが低下することによりXIAPが減少、

次いでCaspase-9, -3, -7の活性亢進、PARPを活性化を通じてアポトーシス

を誘導し、強い抗腫瘍効果が得られたと考えられる。 

CDDPとHSP90阻害剤の相乗効果については他臓器癌でも報告されてい

る。McCollumらは、非小細胞肺癌A549において、CDDPはHSP90阻害剤

(geldanamycinや17-AAG)と相乗効果を認めており、これはCDDPによる
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heat shock factor-1の不活化を介していると結論づけている[63]。Wengら

は非小細胞肺癌A549とH1650において、17-AAGはthymidine 

phosphorylaseとAkt活性をdownregulationすることでCDDPの細胞毒性を

増強すると示している[64]。食道扁平上皮癌でも同様の作用機序が生じて

いるかどうかを確認する必要がある。しかしCDDP耐性食道扁平上皮癌細

胞株におけるCDDPと17-AAGの相乗効果は報告されておらず、本研究は

CDDPと17-AAGの相乗効果がCDDPの薬剤耐性を改善させた初めての報告

である。 

化学療法においてAkt/XIAP pathwayはアポトーシスの主要な制御因子で

あることが乳癌・卵巣癌・子宮頸癌・黒色腫で報告されている[65-68]。

Aktのリン酸化はXIAPを安定化し、Aktの不活化やノックダウンはXIAPを

不安定にすることでアポトーシスを導く[69]。加えて、XIAP発現の特異的

阻害はアポトーシスを誘導し、Caspase-3の活性化を促す[70]。本研究では

食道扁平上皮癌細胞株であるKYSE30およびKYSE150においても、同様の作

用機序を示しており、CDDPと17-AAGの相乗効果がAkt/XIAP pathwayを

介してアポトーシスが誘導されるという結論を支持している。 

本研究は、in vivoでの結果が欠如している、臨床における効果を予測す

る上ではin vivoの結果が必要と考えられる。また、今回の結果からだけで

はEC-GI-10とTE6で相乗効果が得られなかった原因が分かっていない。最

近の報告に因れば、食道扁平上皮癌においてphosphatase and tensin 

homolog (PTEN)がHSP90阻害剤感受性の効果予測因子になる可能性が示唆

されている[71]。しかしながらHSP90阻害剤やCDDPとHSP90阻害剤の相乗

効果の効果予測因子は確立していない[72]。このような効果予測因子の確

立が臨床応用のためには重要である。その他、今回の結果ではプロテアー

ゼ阻害剤、17-AAG阻害剤ともdocetaxel、5-FUとの相乗効果は認めなかっ

た。更なる治療成績の向上にはdocetaxel, 5-FUの薬剤耐性の克服も重要で

あり、今後の網羅的検索を使った新治療法の開発が必要である。 
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 食道扁平上皮癌の化学療法は進歩してきており、docetaxel, CDDP, 5-FU

の併用であるDCF療法は血液毒性を初めとした有害事象も多いが高い抗腫

瘍効果が得られている[34]。しかし、すでにDCFの不応例に対する二次治

療が問題となってきており、さらなる分子標的治療薬などの開発が期待さ

れている[73]。今回、CDDPと相乗効果を示した17-AAGは乳癌や多発骨髄

腫で既に臨床使用されている(一般名tanespimycin)。食道癌への応用が出

来れば更なる治療効果の改善が得られる可能性がある。 

 

 



37 

結論 

 本研究は低濃度CDDPと低濃度HSP90阻害剤(17-AAG)の組み合わせによ

る、CDDP耐性食道扁平上皮癌細胞株に対する相乗効果を示した。この機

序としてはAkt/XIAPのdownregulationによるアポトーシス誘導が考えられ

た。この結果から、低濃度17-AAGとCDDPの相乗作用により、CDDP耐性

を克服し食道扁平上皮癌患者の治療成績の改善を得られる可能性が示唆さ

れた。 
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おわりに 

 

補足  

補足表 1 患者背景 

 CF DCF  

 (n=38) (n=38) P value 

Gender (n)    

Male / Female 33/5 34/4 1.000 

Age, median (range) years 66(49-78) 62(46-74) 0.318 

Performance status (ECOG)    

0/1/2 34/3/1 32/6/0 0.480 

Histological classification    

SCC/Adenocarcinoma 38/0 37/1 1.000 

Location of primary tumor    

Ut/Mt/Lt 6/18/14 1/16/21 0.079 

Clinical TNM    

T1/T2/T3 1/5/32 0/7/31 0.754 

N0/N1 8/26 12/26 0.435 

M0/M1 (LYM) 34/4 32/6 0.736 

Stage of Disease (UICC)    

Stage II/III/IV 11/23/4 14/18/6 0.582 

CF, cisplatin and fluorouracil; DCF, docetaxel, cisplatin, and fluorouracil. 
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補足表2 化学療法に関連した有害事象 

Event†, n (%) 術前CF療法 

n=38 

術前DCF療法 

n=38 

all Grade 3/4 all Grade 3/4 

Neutropenia 9(24) * 5(13) * 37(97) * 33(87) * 

Febrile neutropenia 0 * 0 * 9(24) * 9(24) * 

Anemia 26(68) 0 33(87) 0 

Thrombocytopenia 3(8) * 0 15(39) * 1(3) 

Anorexia 12(32) 2(5) 21(55) 2(5) 

Nausea 13(34) 2(5) 10(26) 2(5) 

Vomiting 3(8) 2(5) 0 0 

Mucositis oral 7(18) 1(3) 11(29) 1(3) 

Creatine increased 6(16) 0 4(11) 1(3) 

Constipation 3(8) 0 4(11) 0 

Diarrhea 2(5) 0 4(8) 0 

Edema 1(3) 0 2(5) 0 

Aspiration 0 0 1(3) 1(3) 

Hypertension 0 0 1(3) 1(3) 

† Possibly or probably related to study treatment: treatment-emergent 

toxicities occurring at grade 3 to 4 or 5% or more of either group. 

* Fisher’s exact test < 0.05, all in favor of CF. 
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補足表3 術前化学療法の治療成績 

  術前CF群 

(n=38) 

術前DCF群 

(n=38) 
P value 

総合評価 

CR/PR/SD/PD* 

Response (%), CR + PR 

 

0/9/20/9 

9(24) 

 

2/22/12/2 

24(63) 

 

 

0.001 

病理組織学的評価 

Grade 3/Grade 2/Grade 1/Grade 0† 

Response (%), Grade 3 + Grade 2 

 

0/2/19/17 

2(5) 

 

4/20/9/5 

24(63) 

 

< 0.001 

*CR, complete response; PR, partial response; SD, stable disease; PD, 

progressive disease †including cases without operation 
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