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序 論 

 

 がんは、1981 年から本邦における死亡原因の第 1 位である。2012 年には、全死亡者数の 3 分の 1 にあ

たる約 36 万人ががんで死亡している。なかでも、食道がんは世界的に死亡率の高いがんの一つであり 

[1]、本邦においては毎年約 1 万人が食道がんで死亡している [2]。死亡率の高い理由は、初期の自覚症状

が乏しく、診断時には既に進行していることが多いためである [3]。 

食道がんは、組織学的に扁平上皮がんまたは腺がんの 2 種類に大別でき、徐々に腺がんの割合が増え

つつあるものの、アジア圏では扁平上皮がんが大半を占めている。食道がんの治療は、他の固形がんと

同様に外科的切除、抗がん剤を用いたがん化学療法及び放射線療法が単独もしくは組み合わせて行われ

る。特にがん化学療法は、術前、術後及び再発時など幅広いタイミングで用いられており、その有効性

は治療成績を大きく左右する。例えば、同じ消化器がんである大腸がんでは化学療法の進歩が目覚まし

く、大腸がんと診断された後の 5 年生存率は約 70%とその治療成績は飛躍的に向上している [2]。しか

しながら、食道がん診断後の 5 年生存率は約 35%と低値で治療成績は未だ十分とは言い難い。 

この低い治療成績の要因として、食道がん化学療法では薬剤の有効性や骨髄毒性及び消化器毒性など

の副作用の個人差が大きい上、使用できる薬剤も少ないことが挙げられる。食道がんに対するがん化学

療法の有効性及び副作用のリスクを事前に予測するための研究が精力的に行われている [4, 5] ものの、

未だ臨床応用に至っているものは存在しない。また、食道がん化学療法には 5-フルオロウラシル (5-FU) 

及びシスプラチン (CDDP) を除き、コンセンサスが十分に得られている薬剤はほとんど存在しない [6]。

さらに、Song ら [7] は、5-FU 及び CDDP を含む一次療法に有効性が認められなかった進行食道がん患

者では、5-FU 及び CDDP 以外でほとんど唯一コンセンサスが得られているドセタキセルを含む二次治療

の有効性も低いことを報告している。すなわち、5-FU 及び CDDP が無効の食道がん患者では、未だ有用

な治療法が存在していないことになる。したがって、食道がんの治療成績向上のためには、食道がん化

学療法における有効性及び安全性の個人差の要因を明らかにするとともに、食道がんに対して有効な新

たな治療薬を見つける必要がある。 

 そこで本研究では、食道がん化学療法における個人差を考慮した治療戦略構築を目的として 5-FU 及び

CDDP を用いた食道がん化学療法による治療効果の事前予測に有用な指標を探索するとともに、食道が

ん化学療法の有効性向上を目指したビスホスホネート系薬物 (BPs) の有用性について検討した。 
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第 1 章 ヒト食道がん細胞株における 5-FU 及び CDDP 感受性を規定する因子の探索 

 

第 1 節 緒言 

 食道がん治療において、5-FU 及び CDDP を用いたがん化学療法が広く施行されているものの、未だ治

療成績は不十分である。その要因として、このがん化学療法は有効性の個人差が大きく、なかには全く

効果を示さない患者も存在することが挙げられる [8]。この個人差が生じる要因の一つとして、腫瘍組織

を構成するがん細胞自身の抗がん剤感受性の相違が考えられる。すなわち、食道がん細胞において 5-FU

と CDDP に対する感受性を規定する因子を明らかにすることは、食道がん化学療法の治療成績を向上さ

せる上で非常に重要である。 

 5-FU及び CDDP の感受性に影響を及ぼす要因については、過去にいくつか報告がなされている。例え

ば、ヒト胎児腎細胞由来 HEK293 細胞における異物排泄トランスポーターである ABCC5 タンパク質の過

剰発現が、5-FU の細胞内蓄積量を減少させ、それにより 5-FU に対する耐性を引き起こすことが報告さ

れている [9]。また、5-FU の代謝酵素であるジヒドロピリミジンデヒドロゲナーゼ (DPYD) の mRNA 又

はタンパク質発現量は、5-FU を含むがん化学療法を行っている大腸がん患者の治療成績と負の相関性を

示すことも報告されている [10, 11]。一方、CDDP の感受性は、DNA 修復関連タンパク質である ERCC1

の増大によって低下することが知られている [12-14]。このように、5-FU 及び CDDP の感受性に影響す

る因子は食道がん以外のがん種においていくつか報告されているものの、これら因子が食道がんに対す

る 5-FU 及び CDDP の感受性を予測し得るバイオマーカーとなるかどうかについては、ほとんど明らか

にされていない。 

 そこで今回、薬物トランスポーター、DNA 修復関連タンパク質並びに代謝酵素を含む 35 種類の機能

性タンパク質に着目し、5 種類のヒト食道がん細胞株におけるこれら 35 種類の mRNA 発現量と、細胞の

5-FUまたは CDDP 感受性との関連性について検討を行った。 
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第 2 節 材料及び方法  

1) 試薬 

5-FU は Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) より、CDDP は和光純薬工業株式会社 (大阪) 

より購入した。ギメラシル及び MK571 は、それぞれ Tronto Research Chemicals, Inc. (Toronto, ON, Canada) 

及び Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA) より購入したものを用いた。また、細胞生存率の測

定に用いた 2-(4-インドフェニル)-5-(2,4-ジスルホフェニル)-2H-テトラゾリウム塩 (WST-1) と 1-メトキ

シ-5-メチルフェナジニウム メチル硫酸塩は、いずれも株式会社 同仁化学研究所 (熊本) より購入した。 

 

2) 細胞及び細胞培養法 

 ヒト食道腺がん由来細胞株OE33細胞は、DSファーマバイオメディカル株式会社 (大阪) より購入し、

RPMI-1690 培養液 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) を用いて培養した。また、ヒト食道扁平上皮が

ん由来細胞株 KYSE30、KYSE70、KYSE140 及び KYSE150 細胞 [15] は、ヒューマンサイエンス研究資

源バンク (大阪) より購入し、培養には Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D-MEM, Life Technologies) を

用いた。なお、細胞の培養液にはウシ胎仔血清 (FBS, lot no. 133570 及び 348777, Life Technologies) を終

濃度 10%となるように加えた。細胞は 37°C、5% CO2条件下で 25 cm2培養フラスコに培養を行い、3 ま

たは 4 日ごとに常法に従い継代した。 

 

3) 細胞増殖性 

 細胞増殖速度の測定は、WST-1 法を用いた。細胞を 96 ウェルプレート (Corning, Corning, NY, USA) に

5×103 cells/well/100 µL の密度で播種し、37°C、5% CO2条件下で 0、6、12、18、24、36、48、72 及び 96

時間培養を行った。それぞれの時間培養した後、細胞培養液を 110 µL の WST-1 溶液含有培養液 (WST-1

溶液 10 µL + 培養液 100 µL) に交換し、3 時間反応させた。反応後各ウェルの吸光度 (吸光波長 450 nm、

参照波長 620 nm) を、マイクロプレートリーダー (SpectoraFluorTM, Tecan, Seestrasse, Switzerland) を用い

て測定し、細胞数を算出した。また、細胞増殖曲線は、0 時間の細胞数を 100%として作成し、細胞の倍

加時間は、以下の式から算出した [16]。 

倍加時間=
(t1-t0) log2

logN1-logN0
 

ここで N0及び N1は、それぞれ時間 t0及び t1における細胞数 (% of 0 h) を示している。 

 

4) 細胞毒性実験 

 細胞を 96 ウェルプレート (Corning) に 5×103 cells/well/100 µL の密度で播種し、37°C、5% CO2条件下

で 24 時間培養した。その後、細胞培養液を吸引し、5-FU または CDDP 含有培養液を添加し、72 時間培

養後の細胞数を WST-1 法により測定した。 

 5-FU 及び CDDP の細胞増殖抑制作用に及ぼすギメラシル及び MK571 の影響は、上記と同様に細胞播

種 24 時間後に、ギメラシル (100 µM) または MK571 (50 µM) を添加した 5-FU または CDDP 含有培養

液を細胞に処置した。72 時間培養後、WST-1 法を用いて細胞数を測定した。 
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 50%増殖抑制濃度 (IC50) の算出には Microsoft® Excel のソルバー機能を用い、次式から算出した [17]。 

E = Emax × 
1 - Cγ

Cγ + IC50
 γ  

なお、E 及び Emaxはそれぞれ細胞生存率 (% of control) 及び最大細胞生存率を示し、C 及び γ はそれぞ

れ細胞培養液中の薬物濃度及びシグモイド係数を示している。 

 

5) リアルタイム RT-PCR 

 各細胞を 2×106 cells/dish の密度で 60 mm 培養皿 (旭硝子, 東京) に播種し、37°C、5% CO2条件下で 48

時間培養後、全 RNA を GenEluteTM Mammalian Total RNA Miniprep kit (Sigma-Aldrich) を用い、プロトコ

ルに従って抽出した。全 RNA (1 µg) は、PrimeScriptTM RT reagent kit (タカラバイオ, 滋賀) 及びサーマル

サイクラー (i-Cycler®, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて逆転写を行った。逆転写反応は、40 µL の反

応溶液を用い、37°C で 15 分、85°C で 5 秒、次いで 4°C の条件で行った。 

リアルタイム PCR には、7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) と SYBR® 

Premix EX TaqTM (タカラバイオ) を用いた。PCR 反応条件は、95°C で 10 秒の初期変性後、95°C で 5 秒、

60°C で 34 秒の伸長反応を 40 サイクル行った。また、伸長反応後、95°C で 15 秒、60℃で 1 分、95°C で

15 秒の融解曲線分析を行い、PCR 産物を確認した。なお、PCR 反応時に用いたプライマー配列は、Table 

1-1 に示す。内標準遺伝子として ACTB を用い、目的遺伝子の mRNA 発現量は 2-∆Ct値として表した。 

 

6) 統計学的処理 

 得られた実験値は、全て平均値 ± 標準偏差 (SD) で示した。また、相関解析は、Pearson’s correlation 

coefficient (r) を用いて評価した。 
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Table 1-1.  Sequences of oligonucleotide primers designed for real-time PCR 

a, Primer sequences were designed using Primer Express® software.  ACTB was used as internal standard. 
Cited from Table 1 of “Minegaki et al. Oncol Lett, 5, 427-434 (2013)”. 
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第 3 節 結果 

1) ヒト食道がん細胞株の増殖速度 

 5 種類のヒト食道がん細胞株において、細胞の倍加時間は 20 から 25 時間と細胞ごとに若干の相違が

認められた。倍加時間は、KYSE30 細胞が 20.1 ± 1.41 時間と最も短く、OE33 細胞が 25.0 ± 0.90 時間と最

も長かった (Table 1-2)。 

 

 

 

2) ヒト食道がん細胞株の 5-FU 及び CDDP 感受性 

 5-FUの IC50値は、ヒト食道がん細胞株間で大きく相違し (0.524-30.2 µM)、CDDP においても同様であ

った (2.17-19.5 µM)。また、いずれの薬物においても、OE33 細胞の IC50 値は最も低値であり、KYSE30

細胞の IC50値は最も高値を示した (Table 1-3)。 

 

 

 

Table 1-2.  Doubling times of esophageal 
carcinoma cell lines 

Each doubling time represents the mean ± SD (n = 6). 
Cited from Table 2 of “Minegaki et al. Oncol Lett, 5, 427-434 (2013)”. 

Table 1-3.  IC50 values for 5-FU and CDDP in 
esophageal carcinoma cell lines 

Each value represents the mean ± SD (n = 4). 
Cited from Table 3 of “Minegaki et al. Oncol Lett, 5, 427-434 (2013)”. 
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3) 各種因子の mRNA 発現量と 5-FUあるいは CDDP 感受性との関係 

 薬物輸送、DNA 修復並びに薬物代謝に関わる各遺伝子の mRNA 発現量は、細胞間で顕著に相違して

いた。有機カチオントランスポーター (OCT) 3 をコードする SLC22A3 mRNA は、OE33 細胞でのみ発現

が認められた。また、KYSE30 及び KYSE70 細胞においては、多剤耐性関連タンパク質 (MRP) 6 をコー

ドする ABCC6 mRNA 発現が認められなかった (Table 1-4)。 

Table 1-4.  Expression levels of mRNA in esophageal carcinoma cell lines 

ND, not detected.  ∆Ct = Ct (target gene) – Ct (ACTB ).  n = 3. 
Cited from Table 4 of “Minegaki et al. Oncol Lett, 5, 427-434 (2013)”. 
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 5 種類の食道がん細胞株における OCT2 をコードする SLC22A2、ビタミン C トランスポーターSVCT2

をコードする SLC23A2、P 糖タンパク質をコードする ABCB1 及び DNA 修復タンパク質 Rad51 をコード

する RAD51 の mRNA 発現量は、それぞれ 5-FU の IC50値と強い負の相関関係 (r < -0.7) を示した。また、

MRP2 をコードする ABCC2、DNA ミスマッチ修復に関わるタンパク質をコードする MSH2 並びに 5-FU

の代謝に関わる DPYD の mRNA 発現量は、それぞれ 5-FU の IC50値と強い正の相関関係 (r > 0.7) を示し

た (Table 1-5, Figure 1-1)。 

  

Figure 1-1.  Relationship between IC50 values for 5-FU and mRNA expression levels in the 
esophageal carcinoma cell lines 
The IC50 values for 5-FU were obtained from growth inhibition studies (Table 1-3).  The mRNA 
expression levels (2-∆Ct) in the cells were evaluated by real-time RT-PCR assay using SYBR® 
Green.  The threshold cycle (Ct) values were used to quantify the PCR product, and the relative 
expression level of the target gene was expressed as 2-∆Ct.  The ∆Ct was calculated by subtracting 
Ct (ACTB ; as an internal standard) from Ct (target gene). 
Cited from Figure 1 of “Minegaki et al. Oncol Lett, 5, 427-434 (2013)”. 
 



9 
 

一方、CDDP の IC50値は、ABCC2、MSH2 及び DPYD mRNA 発現量とそれぞれ強い正の相関関係 (r > 

0.7) を認めた (Table 1-5, Figure 1-2)。 

 

Figure 1-2.  Relationship between the IC50 values for CDDP and mRNA expression levels in the 
esophageal carcinoma cell lines 
The IC50 values for CDDP were obtained from growth inhibition studies (Table 1-3).  The mRNA 
expression levels (2-∆Ct) in the cells were evaluated by real-time RT-PCR assay using SYBR® 
Green.  The threshold cycle (Ct) values were used to quantify the PCR product, and the relative 
expression level of the target gene was expressed as 2-∆Ct.  ∆Ct was calculated by subtracting Ct 
(ACTB ; as an internal standard) from Ct (target gene). 
Cited from Figure 2 of “Minegaki et al. Oncol Lett, 5, 427-434 (2013)”. 
 



10 
 

 

Table 1-5.  Pearson’s correlation coefficient between IC50 
values for 5-FU or CDDP and mRNA expression level 
 

ND, not detected.  ap<0.05 and bp<0.01 significant correlations 
between IC50 values and mRNA expression levels. 
Cited from Table 5 of “Minegaki et al. Oncol Lett, 5, 427-434 (2013)”. 
 



11 
 

4) 5-FU及び CDDP 感受性に及ぼすギメラシル並びに MK571 の影響 

 KYSE30 細胞の 5-FU 感受性は、ギメラシルの同時処置によって約 2.3 倍増強した。しかしながら、ギ

メラシルの同時処置は、他の細胞の 5-FU 感受性に影響を及ぼさなかった。また、CDDP の感受性は、ギ

メラシルの同時処置により全ての細胞で 30-40%程度の減弱が認められた (Table 1-6)。 

 

 

 

MK571 の共存は、OE33 細胞及び KYSE150 細胞の 5-FU 感受性を減弱させた。また、KYSE70 及び

KYSE140 細胞における CDDP の感受性は、MK571 の共存により減弱する傾向が認められた (Table 1-7)。 

  

Table 1-6.  Relative sensitivity of the esophageal 
carcinoma cell lines to 5-FU or CDDP with or 
without gimeracil 

Relative sensitivitiy, the ratio of IC50 value for 5-FU or CDDP without 
gimeracil to those with gimeracil (100 µM). Each value represents the 
mean ± SD (n = 4). 
Cited from Table 6 of “Minegaki et al. Oncol Lett, 5, 427-434 (2013)”. 

Table 1-7.  Relative sensitivity of the esophageal 
carcinoma cell lines to 5-FU or CDDP with or 
without MK571 
 

Relative sensitivitiy, the ratio of IC50 value for 5-FU or CDDP without 
MK571 to those with MK571 (50 µM). Each value represents the 
mean ± SD (n = 4). 
Cited from Table 7 of “Minegaki et al. Oncol Lett, 5, 427-434 (2013)”. 
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第 4 節 考察 

 食道がんは、組織学的に扁平上皮がんと腺がんの 2 種に大別される。本邦を含む東アジア地域では食

道がんの約 90％が扁平上皮がんとなっており、喫煙、アルコール摂取などがリスク因子として知られて

いる。一方、腺がんは、本邦における割合は数％と少ないものの欧米では食道がんの約半数を占めてお

り、肥満や胃食道逆流症に伴うバレット食道などがリスク因子とされている[8]。いずれの組織型におい

ても、5-FU 及び CDDP は食道がんに対する最もコンセンサスの得られている薬剤の一つである [8, 18]。

本研究では、ヒト食道がん由来細胞株として扁平上皮がん及び腺がん由来細胞株をそれぞれ 4 及び 1 種

類選択し実験に用いた。 

 5 種類のヒト食道がん細胞株の 5-FU 及び CDDP 感受性は、細胞間で大きな相違が認められた (Table 1-

3)。なかでも、OE33 細胞の感受性は最も高く、KYSE30 細胞の感受性は最も低かった。また、細胞の倍

加時間は細胞間で若干の相違が認められたものの全ての細胞株で約 20-25 時間であり (Table 1-2)、抗が

ん剤感受性ほどの大きな相違は認められなかった。したがって、倍加時間のみでは感受性の相違は説明

できず他の何らかの感受性規定因子の存在が示唆された。 

 検討した 5 種類の食道がん細胞株において、5-FU の IC50値は、ABCC2、MSH2、DPYD の mRNA 発現

量とそれぞれ正の相関関係 (r > 0.7) を有していた (Fig. 1-1, Table 1-5)。ABCC2 及び DPYD は、それぞれ

薬物排出トランスポーター及び 5-FU の代謝酵素をコードしている遺伝子であるため、これら mRNA 発

現量の増大が 5-FU 感受性を減弱させている可能性が考えられる。一方で、DNA の修復に関わる MSH2

は、ヒト大腸がん由来細胞株である SW420 細胞並びにヒト子宮頸がん由来細胞株である HeLa 細胞にお

いて、siRNAによるノックダウンが 5-FUの感受性に影響を及ぼさないことが報告されている [19] ため、

5-FU感受性と直接的に関連している可能性は低いと考えられる。 

5-FU の IC50値は、SLC22A2、SLC23A2、ABCB1、RAD51 の mRNA 発現量とそれぞれ負の相関関係 (r < 

-0.7) を認めた (Fig. 1-1, Table 1-5)。SLC22A2 は薬物の細胞内取り込みに関与している有機カチオントラ

ンスポーターをコードする遺伝子であり [20, 21]、SLC23A2 はビタミン C を細胞内に取り込むトランス

ポーターSVCT2 をコードする遺伝子であるため、これら mRNA 発現量の増大が 5-FU の細胞内取り込み

を増大させている可能性も推察される。特に、SLC23A2 は、5-FU耐性大腸がん細胞株においてその発現

量の減少が報告されている [22] ため、有力なバイオマーカーの候補であると考えられる。一方で、ABCB1

は薬物排出トランスポーターをコードする遺伝子であること、RAD51 を含む DNA 修復関連タンパク質

の過剰発現がDNAに損傷を与える薬物に対する耐性に関与することが報告されている [23]。すなわち、

ABCB1 及び RAD51 の発現増大は薬物の耐性化を生み出すと考えられ、mRNA 発現量が 5-FU の IC50値と

負の相関性を示したというという結果は一致していない。よって、ABCB1 及び RAD51 が直接的に 5-FU

の感受性に関与している可能性は低いと考えられる。 

 シスプラチンの IC50 値は、ABCC2、MSH2 及び DPYD の mRNA 発現量とそれぞれ正の相関関係 (r > 

0.7) を認めた (Fig 1-2, Table 1-5)。すでに、ABCC2 がシスプラチンの排出トランスポーターとして機能

するということ [24]、ヒト肺がん組織において DPYD mRNA の発現量が CDDP の感受性と相関すること 

[25] が報告されており、ABCC2 及び DPYD の発現量がシスプラチン感受性に影響することが強く疑われ

る。また、MSH2 は口腔がん及び咽頭がん患者において、それらの腫瘍組織における MSH2 タンパク質
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発現量が多いほどシスプラチンによる抗腫瘍効果は高いと報告されている [26] ものの、MSH2 がシスプ

ラチンにより生じた DNA 損傷を修復することも報告 [27] されており、一定の見解が得られていない。

いずれにしても、食道がん細胞における ABCC2、MSH2 及び DPYD の mRNA 発現量は、いずれも 5-FU、

CDDP の両感受性と良好な相関関係を示したことから、食道がん患者の 5-FU 及び CDDP を用いた化学

療法に対する有効性の予測バイオマーカーとなり得る可能性が示唆された。 

 DPYD 阻害剤であるギメラシルが、DPYD mRNA 量の最も高い KYSE30 細胞の 5-FU 感受性を増大さ

せた (Table 1-4, 1-6)。この結果は、食道がん細胞株の DPYD mRNA 発現量は、5-FU 感受性と高い相関関

係を示すという報告 [28] と一致していることから、食道がん細胞における DPYD mRNA が 5-FU の有効

性予測因子となることが示唆された。また、ギメラシルは全ての細胞株において CDDP の感受性を減弱

させたことから、そのメカニズムは不明であるものの、CDDP が細胞毒性を発揮するためには DPYD の

活性が必要である可能性が推察された。一方で、ABCC2 阻害剤である MK571 は 5-FU 及び CDDP の感

受性を増強させるものと予想されたが、OE33 及び KYSE150 細胞において 5-FU 感受性を減弱させ、さ

らに KYSE70 及び KYSE140 細胞において CDDP 感受性を減弱させるという結果が認められた (Table 1-

7)。したがって、ABCC2 の感受性予測バイオマーカーとしての有用性は低いものと考えられる。 

 以上、ヒト食道がん細胞株において 5-FU に対して DPYD が有力な感受性を予測するバイオマーカー

となる可能性とともに、5-FU に対しては SLC22A2 及び SLC23A2 が、CDDP に対しては MSH2 がバイオ

マーカーの候補となる可能性が示唆された。 
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第 5 節 小括 

 ヒト食道がん細胞株を用い、5-FU 及び CDDP の感受性を規定する因子を探索したところ、以下の結果

を得た。 

 

1. 5-FUの感受性は、SLC22A2、SLC23A2、ABCB1、ABCC2、RAD51、MSH2 及び DPYD の mRNA 発現

量と強い相関性を示した。 

 

2. CDDP の感受性は、ABCC2、MSH2 及び DPYD の mRNA 発現量と強い相関性を示した。 

 

3. ギメラシル同時処置による DPYD の阻害は、5-FU の感受性を増強させた。 

 

 以上の結果は、DPYD が食道がん化学療法の有効性を予測するバイオマーカーとして最も有力な候補

であり、SLC22A2、SLC23A2 及び MSH2 についても有効性予測因子として有用となる可能性を示唆して

いる。 
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第 2 章 食道がん化学放射線療法施行患者における SLC23A2 の遺伝子多型と治療効果の関連 

 

第 1 節 緒言 

 抗酸化物質であるビタミン C は、細胞内の酸化還元反応の補基質であり、酸化ストレスにより誘導さ

れる腫瘍の形成を阻害することが知られている [43, 44]。Tsukaguchi ら [45] は、1999 年に 2 種類のナト

リウム依存性ビタミン C トランスポーターである SVCT1 及び SVCT2 をクローニングし、これらトラン

スポーターは還元型ビタミン C を細胞内に取り込む働きを持つことを明らかにしている。SVCT1 は主に

小腸、腎臓などに発現し、ビタミン C の消化管吸収、腎臓での再吸収を行っているのに対し、SVCT2 は

全身のあらゆる組織に分布し、細胞の酸化還元状態を維持する働きを担っている [45-48]。 

SVCT2 をコードしている SLC23A2 の SNPs は、リンパ腫 [49]、頭頸部がん [50]、大腸がん [51] 及び

胃がん [52] の罹患率との関連性が報告されている。また、Abdel-Latif ら [53] は in vitro においてビタミ

ン C の前処置が食道がん細胞株の 5-FU 及びシスプラチン感受性を増強すること、Karasawa ら [22] は

cDNA マイクロアレイ解析により、5-FU 耐性大腸がん細胞の SLC23A2 mRNA 発現量が親株と比較し低

レベルであることをそれぞれ報告している。さらに、第 1 章において SLC23A2 の mRNA 発現量が、5-FU

の感受性と高い相関性を有することを示している。以上のことから、SLC23A2 の SNPs は、食道がん患者

における 5-FU及び CDDP によるがん化学療法の治療効果の予測に利用可能である可能性が考えられる。 

 そこで本検討では、治療効果予測因子としての SLC23A2 の SNPs の有用性を明らかにする目的で、5-

FU 及び CDDP を含む化学放射線療法を施行した日本人の食道がん患者において、SLC23A2 の SNPs の

保有とがん化学療法の完全奏効 (complete response: CR) 率、長期予後並びに重篤な副作用との関連性を

検討した。 
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第 2 節 材料及び方法 

1) 倫理指針 

 これまでに、日本人の食道がん患者において 5-FU 及び CDDP を含む化学放射線療法施行時の治療効

果、重篤な副作用並びに予後を予測できるバイオマーカーを明らかにするため、一連の研究が行われて

いる [54-60]。これらの研究は、全て神戸大学における倫理委員会の承認を受け、医学研究評議会のガイ

ドラインを順守して行った。また、全対象患者は、これらの試験及び将来の研究のためにゲノム DNA を

保管することに同意している。追加の DNA 解析を行う際は、再度神戸大学における倫理委員会の承認を

得た上で、DNA 解析は医学研究評議会のガイドラインを順守して行った。なお、DNA 解析を行う前に

は全ての患者から書面によるインフォームドコンセントを得た。 

 

2) 対象患者 

 2003 年から 2006 年の間に神戸大学医学部附属病院にて 5-FU/CDDP 併用化学放射線療法を受けた食道

がん患者 49 名を対象とした。患者の選択基準は以下の通りである。 

 

1. 国際対がん連合 (UICC) による TNM 分類で T1-T4、N0-N1、M0-M1 であること 

2. 85 歳未満であること 

3. ECOG におけるパフォーマンスステータスが 0-2 であること 

4. 骨髄、腎及び肝機能に異常が無いこと 

5. がん化学療法の治療歴が無いこと 

6. 重篤な合併症が無いこと 

7. 他に活動中の悪性腫瘍が無いこと (早期のものは除く) 

8. インフォームドコンセントが入手可能であること 

 

3) プロトコル 

 1 コースは、5-FU の 5 日間持続点滴静脈内投与 (1-5 日目及び 8-12 日目、400 mg/m2/day)、CDDP の点

滴静脈内投与 (1 日目及び 8 日目、40 mg/m2/day) 並びに放射線照射 (1 日 1 回 2 Gy、5 日間連続照射；1-

5 日目、8-12 日目及び 15-19 日目) から成り、2 週間の休薬期間の後、2 コース目を行う。グレード 3 ま

たは 4 の血液毒性が出現した場合、基準値に回復するまで化学放射線療法は延期し、次回治療は減量の

上施行した。またグレード 2 以上の発熱が認められた場合、改善するまで治療は延期した。腎毒性が認

められた場合は、毒性の程度に合わせ CDDP の投与量を減量した。放射線照射は、化学療法に伴う重篤

な血液毒性もしくは非血液毒性が認められた場合に延期したが、総照射量については原則変更していな

い。 

 

4) SNPs の選択 

 SLC23A2 の SNPs の選択基準は、以下の通りとした。まず、がんとの関連が報告されているもの [49-

52]、かつ NCBI の SNPs データベース (dbSNP) にてマイナーアレルの頻度が 40%以上のものを選択し
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た。なお、アレル頻度の閾値を 40%に設定したのは、5-FU 及び CDDP を含む化学放射線療法の完全奏効

率が 46.9%であり、グレード 3 以上の好中球減少症の発現頻度が 42.9%であるためである。上記基準と合

致した、intron 2 上に存在する rs2681116 及び rs13037458、intron 3 上の rs1715364、intron 8 上の rs4987219

並びに exon 11 上の rs1110277 の 5 種類を選択した。 

 

5) 遺伝子型の判定 

 rs13037458、rs1715364、rs4987219 及び rs1110277 の解析には、血液中の DNAを TaqMan® Sample-toSNPTM 

kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) によりプロトコルに従って抽出することで行った。これら

SNPs は、TaqMan® MGB probe-based PCR 及び StepOneTM real-time PCR System (Applied Biosystems) によっ

て決定した。rs2681116 は QIAamp DNA blood mini kit (QIAGEN, 東京) を用い、血液中から DNA を抽出

後ダイレクトシーケンス法により解析した。rs2681116 を含む配列を Takara EX Taq® (タカラバイオ) 及び

GeneAmp® PCR system 9700 (Applied Biosystems) を用いた PCR 法にて増幅した。この PCR 反応に用いた

プライマー配列は以下に示す。 

Forward: 5’-CCAGTTGTGTTTCCTTTTCCTTTTCT-3’ 

 Reverse: 5’-GTAGAAGGATCACATAAGCCCAGTAG-3’ 

PCR 反応は、94°C、3 分→ (94°C、20 秒→61°C、20 秒→72°C、30 秒) × 35 サイクル→72°C、5 分→4°C

で行い、PCR 産物 (131 bp) は 3%アガロースゲル電気泳動により明瞭な単一のバンドであることを確認

した。PCR 産物は、BigDye Terminator v1.1 cycle sequencing kit (Applied Biosistems) 及び ABI PRISM 310 

genetic analyzer (Applied Biosystems) を用いシーケンス反応を行った。DNA 配列は sequencing analysis 

software v3.7 (Applied Biosystems) を用いて解析した。 

 

6) 副作用の評価 

 5-FU と CDDP を併用する化学放射線療法の主な急性毒性は、白血球減少、口内炎及び口唇炎である。

これら化学放射線療法による毒性は、National Cancer Institute Common Toxicity Criteria を基に定められて

いる日本臨床腫瘍研究グループの基準により評価した。治療開始時から治療終了後 2 週間 (治療開始後

70日目) までの間に発現した副作用を急性毒性とし、グレード3以上を重篤な急性毒性として評価した。 

 

7) 完全奏効の判定 

 治療後の病理学的な評価は、Ohtsu ら及び Kumekawa らの方法に従った [61-65]。すなわち、化学放射

線療法終了 1 か月後に、内視鏡による生検並びに胸腹部の CT スキャンによって病変が認められなかっ

た場合、CR とした。この評価は、治療終了後 3 か月目まで 1 か月ごとに繰り返し、3 か月後まで病変が

認められなかった場合に CR と確定した。 

 

8) 生存期間 

 生存期間は、治療開始から何らかの理由により死亡するまで、もしくは観察期間終了までの期間とし

た。 
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9) データ解析及び統計学的処理 

 得られたデータは、平均値 ± 標準偏差 (SD) で示した。分割表の統計解析には、Fisher’s exact test、生

存曲線の比較には log-rank test を用い、危険率 5%未満 (両側検定) を有意差ありとした。 

  



20 
 

第 3 節 結果 

1) 患者背景 

 患者 49 名 (平均年齢 64.5 ± 7.4 歳) が解析対象であり、その内訳は男性 46 名並びに女性 3 名であっ

た。TNM 分類の内訳は、それぞれ 16/6/15/12 (T1/T2/T3/T4)、22/27 (N0/N1) 及び 41/8 (M0/M1) であった。

化学放射線療法後の CR 率は 46.9% (23/49) であり、その 5 年生存率は 42.9% (21/49) であった。重篤な

白血球減少、口内炎及び口唇炎の発生率は、それぞれ 42.9% (21/49)、14.3% (7/49) 及び 16.3% (8/49) であ

った。 

 

2) CR 率と SNPs との関連性 

 Table 2-1 には、検討した SLC23A2 の 5 種類の SNPs と CR 率との関連性を示した。統計学的に有意で

はなかったものの、rs2681116 (p = 0.114) に T アレルを保有する被験者、並びに rs13037458 (p = 0.085) に

A アレルを保有する被験者おいて、それぞれ CR 率が高い傾向が認められた。 

  

Table 2-1. Association between SLC23A2 genotypes 
and the clinical response in 49 patients after 
treatment with a definitive 5-FU/CDDP-based 
chemoradiotherapy 
 

The rate of the complete response (CR) was 46.9% (23/49). Frequencies 
in patients with CR were compared with those with non-CR. Significance 
was assessed using Fisher’s exact test. 
Cited from Table 1 of “Minegaki et al. Int J Med Sci, 11, 321-326 (2014)”. 
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3) 長期予後と SNPs との関連性 

 Figure 2-1 には、SLC23A2 の 2 種類の SNPs (rs2681116 及び rs13037458) と長期予後との関連性を示し

た。rs2681116 に T アレル (p = 0.142)、rs13037458 に A アレル (p = 0.056) を有する被験者は、それぞれ

長期予後が良い傾向が認められた。 

  

Figure 2-1.  Association between the SLC23A2 genotypes of rs2681116 and rs13037458 and 
long-term survival in 49 patients following treatment with a definitive 5-FU/CDDP-based 
chemoradiotherapy 
Long-term survival was possibly associated with these genotypes (the log-rank test). 
Cited from Figure 1 of “Minegaki et al. Int J Med Sci, 11, 321-326 (2014)”. 
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4) 重篤な副作用と SNPs との関連性 

 Table 2-2 は、SLC23A2 の SNPs とグレード 3 以上の白血球減少、口内炎または口唇炎の発症との関係

を示している。rs4987219 及び rs1110277 の SNPs は、それぞれ白血球減少 (p = 0.025) 及び口内炎 (p = 

0.019) と有意な相関関係が認められた。 

  

Table 2-2.  Association between SLC23A2 genotypes and severe acute leukopenia, stomatitis, 
and cheilitis in 49 patients after treatment with a definitive 5-FU/CDDP-based chemoradiotherapy 
 

The rate of severe acute leukopenia, stomatitis, and chelitis were 42.9% (21/49), 14.3% (7/49), and 16.3 (8/49), respectively. 
Frequencies in patients with these toxicities were compared with those without. Significance was assessed using Fisher’s 
exact test. 
Cited from Table 2 of “Minegaki et al. Int J Med Sci, 11, 321-326 (2014)”. 
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第 4 節 考察  

第 1章において、食道がん化学療法の適否を判断する基準の一つとして患者の腫瘍組織におけるDPYD 

mRNA の発現量測定が有用である可能性を示した。この評価法は、大腸がんにおけるセツキシマブ投与

に対する KRAS の遺伝子検査と同様に有用であるのかも知れない。しかしながら、がん化学療法施行前

に腫瘍組織の DPYD mRNA 発現量を評価することは、侵襲度の高い生検を必要とするため容易ではない。

そこで、生検が不可能な場合の代替法として、血液を用いたゲノム DNA の遺伝子多型をもとに評価する

方法が考えられる。例えば大腸がんでは、UDP グルクロン酸転移酵素 1A1 の欠損患者では、イリノテカ

ンの副作用である白血球減少のリスクが高いことが報告されている。 

 本章では、SLC23A2 の SNPs である rs2681116 及び rs13037458 は、5-FU 及び CDDP を含む化学放射線

療法に奏効する食道がん患者を予測できる可能性が示された (Table 2-1)。また、これら SNPs は、長期予

後とも相関する傾向が認められた (Fig. 2-1)。同一の患者群での CR 率は、長期予後と有意に相関すると

いう報告と一致している [59]。イントロン 2 に存在する rs2681116 及び rs13037458 の役割については不

明なままであるが、これらの SNPs により SVCT2 の発現または機能に変動が生じており、その結果、ビ

タミン C または 5-FU の細胞内蓄積量が変化し、5-FU や CDDP の感受性に影響を及ぼしていると推察さ

れる。 

 イントロン 8 に存在する rs4987219 またはエクソン 11 に存在するシノニマス変異の rs1110277 は、そ

れぞれグレード 3 以上の重篤な白血球減少症または口内炎と有意な相関性を示すことが明らかとなった 

(Table 2-2)。SVCT2 は細胞内へのビタミン C 取り込みを介して細胞内の酸化還元状態の維持を担ってお

り [47]、がん化学療法時の正常組織での毒性発現には、細胞内の酸化還元状態の乱れが関与している 

[66]。また、5-FU による骨髄抑制は酸化ストレスの増大により生じており [67]、ビタミン C 及びビタミ

ン E が酸化ストレスの増大で生じる 3’-アジド-2’,3’-ジデオキシチミジンによる白血球減少症の発症率を

低下させることがマウスを用いた in vivo において証明されている [68-71]。したがって、これら SNPs が

ビタミン C の細胞内取り込み能に関与し、細胞内の酸化還元状態が乱れることで化学放射線療法による

副作用が発現している可能性が考えられる。rs4987219 と rs1110277 において、それぞれ異なる組織に副

作用が生じたことから、これら SNPs が SVCT2 の輸送活性に及ぼす影響は組織依存的である可能性が推

察される。 

これまでに、SLC23A2 の遺伝子上にアミノ酸変異を伴う SNPsは報告されていない [72]。また、SLC23A2

の各 SNPs が示す表現型に関して明らかにされていない。本検討において、5-FU 及び CDDP を含む化学

放射線療法の有効性及び安全性との関連が示唆された 4 種類の SNPs は、イントロンの変異もしくはエ

クソン上のシノニマス変異であった。例えば免疫系に関与する転写因子である IRF4 のイントロンに存在

する SNP は、IRF4 の転写活性を変動させることが報告されている [73]。また、P 糖タンパク質をコード

している ABCB1 遺伝子上のシノニマス変異は、アミノ酸変異は伴わないもののコドン変化によりタンパ

ク質への翻訳速度が変化することで、その後のフォールディングに影響を与え輸送機能に影響する可能

性が報告されている [74]。したがって、本検討において認められた 4 種類の SNPs が、SVCT2 の発現も

しくは機能に直接影響を及ぼしている可能性が考えられた。ただし、これらの SNPs が SLC23A2 遺伝子

上の他の遺伝子変異と密接に連関していることも推察され、その変異による輸送活性の低下をこれら 4
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種類の SNPs で間接的に評価している可能性も否定できない。 

 以上、SLC23A2 の SNPs は、5-FU 及び CDDP を含む化学放射線療法の有効性及び安全性を予測する指

標となり得る可能性が示唆された。 
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第 5 節 小括 

 5-FU 及び CDDP を含む化学放射線療法施行時の食道がん患者における、CR 率、長期予後並びに重篤

な副作用発現と SLC23A2 の SNPs との関連を検討し、以下の結果を得た。 

 

1. rs2681116 及び rs13037458 は、いずれも CR 率及び長期予後を予測できる傾向があることを示した。 

 

2. rs4987219 及び rs1110277 は、それぞれ化学放射線療法施行後の重篤な白血球減少及び口内炎の発症

と有意な関連があることを示した。 

 

 以上の結果は、SLC23A2 の遺伝子多型が食道がん化学放射線療法施行患者の CR 率、長期予後並びに

副作用の発現の予測に利用可能である可能性を示唆している。 
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第 3 章 ヒト食道がん細胞株に対するビスホスホネート系薬物の増殖抑制効果 

 

第 1 節 緒言 

 抗がん剤を含む新薬の開発には、時間、費用などの膨大なコストがかかることが知られている。開発

候補化合物の選別に要するコストは、ハイスループットスクリーニングなどの手法を導入することによ

り徐々に改善されてきている。しかしながら、臨床試験でのドロップアウトや、臨床試験では予測でき

ない副作用が上市後に顕在化するなど、新薬の開発に関わる問題点は依然として少なくない。このよう

な新薬開発に関わるリスクを回避する目的で、安全性の保証されている既存の医薬品が持っている、別

の疾患に対する新たな有効性を見出す研究も行われている [75]。その一例が、サリドマイドであり、睡

眠導入剤として使用されていたが、抗腫瘍作用を持つことが見出され多発性骨髄腫の治療薬として用い

られている [76]。 

 今回著者は、食道がんにおける新規治療薬として BPs に着目した。BPs は、すでに骨粗鬆症、ページ

ェット病、がんの骨転移などの骨疾患に対し広く臨床使用されている。BPs はその構造中に含まれる窒

素原子の有無で、2 種類のグループに分類できる [77]。窒素原子を含まない第一世代の BPs は、ATP ア

ナログに代謝され破骨細胞のアポトーシスを誘導し骨吸収を抑制する [78]。一方、窒素原子を有する第

二及び第三世代の BPs (N-BPs) は、破骨細胞におけるメバロン酸経路内の重要な代謝酵素であるファル

ネシルピロリン酸 (FPP) 合成酵素を阻害し、その下流の代謝産物 FPP 及びゲラニルゲラニルピロリン酸 

(GGPP) を枯渇させることによりアポトーシスに導く [78]。これら FPP 及び GGPP のようなイソプレノ

イドは細胞の生存、増殖、分化または運動性に関する細胞内シグナル伝達に関与している。近年、N-BPs

が乳がん [79-81]、肺がん [82, 83]、大腸がん [84]、腎がん [85] 及び前立腺がん [86] の細胞増殖を抑制

することが in vitro 及び in vivo において証明されている。したがって、食道がん細胞においても N-BPs が

新規の抗がん活性を有する薬剤の候補として挙げられる。 

 そこで本検討では、第一、第二及び第三世代の BPs がヒト食道がん細胞株に対して細胞増殖抑制作用

を有するか否かを明らかにし、そのメカニズムについても in vitro において検討した。 

 

 

  



27 
 

第 2 節 材料及び方法 

1) 試薬 

 アレンドロン酸 (ALE)、エチドロン酸 (ETI) 及びリセドロン酸 (RIS) は LKT Laboratories (St. Paul, MN, 

USA) より、また、パミドロン酸 (PAM) 及びゾレドロン酸 (ZOL) は Toronto Research Chemicals より購

入した。また、ファルネソール (FOH) とゲラニルゲラニオール (GGOH) は Sigma-Aldrich より購入し

た。スクアレン (SQ) は東京化成工業株式会社 (東京) より購入したものを用いた。 

 

2) 細胞 

 KYSE30、KYSE150 並びに KYSE170 細胞 (ヒューマンサイエンス研究資源バンク) [15] の培養には、

10% FBS (lot no. AWD12933, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 含有 D-MEM を用い、第 1 章と

同様に行った。 

 

3) 細胞毒性実験 

 BPs 処置後の各細胞の生存率は、CellQuanti-BlueTM Cell Viability Assay kit (Bio Assay Systems, Hayward, 

CA, USA) を用いて測定した。細胞を 96 ウェルプレート (Corning) に 5×103 cells/well/100 µL の密度で播

種し、24 時間後に培養液を BP 含有のものに入れ替え、37°C、5% CO2条件下で 72 時間培養を行った。

培養液を吸引後、110 µL の CellQuanti-BlueTM溶液含有培養液 (CellQuanti-BlueTM 試薬 10 µL + 細胞培養

液 100 µL) を添加し 4 時間反応させた後、マイクロプレートリーダー (GENiosTM, Tecan) により各ウェ

ルの蛍光強度 (励起波長: 535 nm、測定波長 595 nm) を測定した。なお IC50値の算出は、第 1 章と同様に

行った。 

 BPs の細胞増殖阻害作用に及ぼす SQ, FOH 並びに GGOH の影響は、前述同様 CellQuanti-BlueTM法を用

いた。なお、FOH 及び GGOH は、それぞれ FPP 及び GGPP の細胞膜透過性の前駆体であり、細胞内に

取り込まれた後、FPP 及び GGPP に変換される[87]。細胞を 96 ウェルプレートに播種し、24 時間 37°C、

5% CO2条件下で培養した後、SQ (20 µM)、FOH (10 µM) または GGOH (10 µM) を添加した BP 含有培養

液を 72 時間処置した。 

 

4) Caspase-3/7 活性の測定 

 BPs 処置後の KYSE150 細胞における Caspase-3/7 活性は、Caspase-GloTM 3/7 Assay (Promega, Madison, 

WI, USA) を用い、プロトコルに従って測定した。細胞を 96 ウェルプレート (Corning) に播種 (1×104 

cells/well) し、24 時間 37°C、5% CO2条件下で培養した。その後、ALE (50 µM)、ETI (1 mM)、PAM (50 

µM)、RIS (50 µM) または ZOL (50 µM) 含有培養液を添加し、さらに 24 時間培養を行った。その後、

Caspase-GloTM 3/7 試薬 (100 µL) を各ウェルに添加し、2 時間室温で反応させた後、96 ウェル白色プレー

トに溶液を全量移し、マイクロプレートリーダー (GENios) にて各ウェルの発光強度を測定した。 

 

5) アネキシン V によるアポトーシスの検出 

 KYSE150 細胞を 1.5×105 cells/well で 6 ウェルプレート (Corning) に播種し、24 時間後に ALE (50 µM)、
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ETI (1 mM)、PAM (50 µM)、RIS (50 µM) または ZOL (50 µM) を添加し、48 時間処置した。浮遊及び接着

した細胞を全て回収し、フルオレセインイソチオシアネート (FITC)-結合 アネキシン V (アネキシン V, 

BioLegend, San Diego, CA, USA) 及びヨウ化プロピジウム (PI, 50 µg/mL, 和光) を反応させた後、

FACSCaliburTM (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) にて細胞の蛍光強度を測定した。データの解析

は、CELLQuestTM Ver. 3.3 (Becton Dickinson) にて行った。 

 

6) 細胞周期の測定 

 KYSE150 細胞を 60 mm 培養皿 (旭硝子) に播種 (3×105 cells/dish) し、24 時間培養後、ALE (50 µM)、

ETI (1 mM)、PAM (50 µM)、RIS (50 µM) または ZOL (50 µM) を 24 時間または 48 時間処置した。BP 処

置後の細胞は、70%エタノールを用いて-30°C にて固定を行い、PI/RNase buffer (BD Pharmingen, San Diego, 

CA, USA) で 15 分間室温にて反応させることで、細胞の DNA を染色した。PI の蛍光強度は、

FACSCaliburTM (Becton Dickinson) にて測定し、CELLQuestTM Ver. 3.3 (Becton Dickinson) を用いて解析を行

った。 

 

7) Western blot 法 

 KYSE150 細胞を 2×106 cells/dish の密度で 100 mm 培養皿 (旭硝子) に播種し、24 時間 37°C、5% CO2

条件下で培養した。その後、ALE (50 µM)、ETI (1 mM)、PAM (50 µM)、RIS (50 µM) または ZOL (50 µM) 

を 24 時間処置し、CelLyticTM-M (Sigma-Aldrich) を用いて細胞からタンパク成分を抽出した。得られたタ

ンパク成分は、Lowry 法 [88] を用いて定量し、10 µg を 10% ドデシル硫酸ナトリウム (SDS) -ポリアク

リルアミド電気泳動に用いた。電気泳動後のタンパク成分は、ポリビニリデンジフルオライド (PVDF) 

膜 (ClearTrans® SP PVDF membrane、和光) に転写し、1% スキムミルク (和光) 含有リン酸緩衝性生理食

塩水 (PBS-T) にて 1時間、室温で反応することでブロッキングを行った。ブロッキング後の PVDF膜は、

PBS-Tにて 2000倍に希釈したマウス抗Cyclin D1抗体 (Cell Signaling Technology Japan, 東京) または1000

倍に希釈した抗マウスβ-actin 抗体 (和光) にて 4°C、オーバーナイトにて一次抗体反応を行った。その後、

西洋わさび由来ペルオキシダーゼで標識した抗マウス IgG 抗体 (GE Healthcare Japan, 東京) で 1 時間、

室温にて二次抗体反応を行った。イムノスター® LD (和光) により PVDF 膜を暗所にて 5 分間反応させ、

VersaDoc 5000 MP imaging system (Bio-Rad) にてバンドを撮影した。なお、Cyclin D1 の発現量は、画像を

ImageJ (National Institutes of Health) を用いて解析し、β-actin を内標準タンパク質として Cyclin D1 量を補

正した。 

 

8) 統計学的処理 

 得られた実験値は、全て平均値 ± 標準偏差 (SD) で示した。2 群間並びに多群間の比較は、それぞれ

Student’s t-test 並びに一元配置分散分析 (ANOVA) 後の Tukey honest significant difference test を用い、危険

率 5%未満 (両側検定) を有意差ありとした。 
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第 3 節 結果 

1) ヒト食道がん細胞株の増殖に及ぼすビスホスホネート系薬物の影響 

 第一世代の BPs である ETI は、検討した 3 種類のヒト食道がん細胞株において増殖抑制作用は示さな

かった。一方、第二世代の BPs である ALE 及び PAM、並びに第三世代の BPs である RIS 及び ZOL は、

濃度依存的な細胞増殖抑制作用を示した (Figure 3-1)。 

 

Figure 3-1. Bisphosphonate-mediated inhibitory effects on cell proliferation in esophageal 
squamous cell carcinoma cell lines 
Cells were treated with culture media containing various concentrations of alendronate (ALE), 
etidronate (ETI), pamidronate (PAM), risedronate (RIS), or zoledronate (ZOL) for 72 h. Cell viability 
was determined by CellQuanti-BlueTM assay. Data are presented as the mean ± SD (n = 4). 
Cited from Figure 1 of “Minegaki et al. Dis esophagus, in press”. 
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BPs の細胞増殖抑制作用の程度は薬物間で相違し、いずれの細胞においても ZOL の IC50値が最も低値

を示した。さらに、細胞間においても BPs の細胞毒性に差が認められ、なかでも KYSE150 細胞は BPs に

最も高い感受性を示した (Table 3-1)。 

 

 

  

Table 3-1.  IC50 values for bisphosphonates in esophageal 
carcinoma cell lines 

NC, not calculated. Each value represents the mean ± SD (n = 4). 
Cited from Table 1 of “Minegaki et al. Dis esophagus, in press”. 
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2) KYSE150 細胞におけるビスホスホネート系薬物によるアポトーシス誘導 

 ETI を除く全ての BPs は、コントロールと比較し KYSE150 細胞の Caspase-3/7 活性を有意に上昇させ

た (Figure 3-2A)。さらに、アネキシン V 陽性細胞の比率は、ALE、PAM 及び ZOL の 48 時間処置により

有意に上昇し、RIS については 48 時間では有意な上昇が認められなかったものの 72 時間処置で有意に

上昇した。一方で、ETI の 48 時間処置はアネキシン V 細胞の比率に影響しなかった (Figure 3-2B)。 

  

Figure 3-2. Evaluation of apoptosis after bisphosphonate treatment in KYSE150 cells 
Cells were incubated with alendronate (ALN, 50 µM), etidronate (ETI, 1 mM), pamidronate (PAM, 
50 µM), risedronate (RIS, 50 µM), or zoledronate (ZOL, 50 µM). After 24 h, caspase-3/7 activities 
were measured by Caspase-GloTM 3/7 assay kit. (B) Cells were treated with ALN (50 µM), ETI (1 
mM), PAM (50 µM), RIS (50 µM), or ZOL (50 µM) for 48 h, or RIS (50 µM) for 72 h (inset). Then, 
floating and adherent cells were harvested and stained with annexin V-FITC and propidium iodide 
(PI). Apoptotic cells were detected using flow cytometry. Data are presented as the mean ± SD (n 
= 3). Significant differences between mean values were determined by Student’s t-test (B inset, ††p 
< 0.01) or analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey honest significant difference test (A 
and B, **p < 0.01 compared to control). 
Cited from Figure 2 of “Minegaki et al. Dis esophagus, in press”. 
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3) KYSE150 細胞における細胞周期に及ぼすビスホスホネート系薬物の影響 

 第二世代の BPs である ALE 及び PAM の 24 時間処置は、KYSE150 細胞における G0/G1 期の割合を有

意に増加させ、G2/M 期の割合を有意に減少させた。また、BPs の 48 時間処置においては第二世代だけ

でなく第三世代である RIS 及び ZOL でも G0/G1 期における細胞数が増加し、S 期及び G2/M 期の両方ま

たはいずれかの細胞数が減少した。一方で、ETI は KYSE150 細胞の細胞周期に有意な影響を及ぼさなか

った (Figure 3-3)。 

Figure 3-3. Cell cycle distribution after bisphosphonate treatment in KYSE150 cells 
Cells were treated with alendronate (ALN, 50 µM), etidronate (ETI, 1 mM), pamidronate (PAM, 50 
µM), risedronate (RIS, 50 µM), or zoledronate (ZOL, 50 µM) for 24 or 48 h. Then, cells were fixed 
with 70% ethanol and stained with propidium iodide. DNA content was detected by flow cytometry. 
The data are presented as the mean ± SD (n = 3-4). Significant differences between the mean 
values were determined by analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey honest significant 
difference test (**p < 0.01 compare control). 
Cited from Figure 3 of “Minegaki et al. Dis esophagus, in press”. 
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4) KYSE150 細胞におけるビスホスホネート系薬物による Cyclin D1 タンパク質発現量への影響 

 ALE、PAM 及び ZOL 処置 24 時間後の KYSE150 細胞における Cyclin D1 タンパク質の発現量は、有意

に減少した。一方で、RIS 及び ETI 処置後の細胞では有意な違いは認められなかった (Figure 3-4)。 

 

  

Figure 3-4. Cyclin D1 protein expression levels detected by western blot after bisphosphonate 
treatment in KYSE150 cells 
Cells were treated with alendronate (ALN, 50 µM), etidronate (ETI, 1 mM), pamidronate (PAM, 50 
µM), risedronate (RIS, 50 µM), or zoledronate (ZOL, 50 µM) for 24 h. Then, total protein was 
extracted from the cell, and western blots were performed. β-actin was used as an internal standard 
protein. The data are presented as mean ± SD (n = 4). A representative blot from four independent 
experiments is shown. Significant differences between the mean values were determined by 
analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey honest significant difference test (*p < 0.05, 
**p < 0.01 compared to control). 
Cited from Figure 4 of “Minegaki et al. Dis esophagus, in press”. 
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5) KYSE150 細胞におけるビスホスホネート系薬物の細胞増殖抑制作用に及ぼすメバロン酸経路関連

物質の影響 

 SQ は、全ての BPs の細胞増殖抑制作用に影響を及ぼさなかった。また、FPP の前駆体である FOH は、

PAM 及び RIS の細胞増殖抑制作用をわずかに減弱させた。一方、GGPP の前駆体である GGOH は、検討

した全ての BPs の細胞増殖抑制作用を有意に減弱させ、第三世代の BPs である RIS 及び ZOL において

は、それらの増殖抑制作用をほぼ完全に消失させた (Figure 3-5)。 

 

  

Figure 3-5. Effects of mevalonate pathway intermediates on bisphosphonate cytotoxicity in 
KYSE150 cells 
Cells were incubated with culture media containing 2.5, 10, and 40 µM alendronate (ALE), 
etidronate (ETI), pamidronate (PAM), risedronate (RIS), or zoledronate (ZOL) in the absence or 
presence of squalene (SQ, 20 µM), farnesol (FOH, 10 µM), or geranylgeraniol (GGOH, 10 µM) for 
72 h. Cell viability was evaluated with the CellQuanti-BlueTM assay. The data are presented as the 
mean ± SD (n = 3). Significant differences between the mean values were determined by analysis 
of variance (ANOVA) followed by the Tukey honest significant difference test (**p < 0.01 compared 
to control). 
Cited from Figure 5 of “Minegaki et al. Dis esophagus, in press”. 
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第 4 節 考察 

 第 1 章及び第 2 章において、がん細胞の DYPD mRNA 発現量の測定、並びに患者ゲノムにおける

SLC23A2 の SNP 解析が、化学療法の有効性及び安全性を予測できる可能性を示唆した。ここで、効果が

認められないと予測される患者群に対する有効な治療方法がなければ、食道がんの治療成績は向上しな

いと考えられる。しかしながら、現在、食道がん化学療法における二次治療法の確立を目指した臨床試

験が精力的に行われているものの、いずれも効果は限定的であり未だコンセンサスの得られた有効な治

療法の確立には至っていない [6]。したがって、新たな食道がん治療薬の開発は急務である。本検討では、

4 種類の N-BPs が、ヒト食道がん細胞株において濃度依存的な増殖抑制作用を有することを示した (Fig. 

3-1, Table 3-1)。また、最も BPs に対して感受性の高い KYSE150 細胞において、これら N-BPs によるア

ポトーシス誘導が認められた (Fig. 3-2)。よって、N-BPs が新たな食道がん治療薬の候補となることが示

唆された。 

 N-BPs は、KYSE150 細胞の Caspase-3/7 活性並びにアネキシン V 陽性細胞の比率をそれぞれ増大させ

た (Fig 3-2)。また、N-BPs は、細胞周期を G0/G1 期で停止させ (Fig. 3-3)、細胞周期制御因子である Cyclin 

D1 のタンパク質発現量を減少させた (Fig. 3-4)。これまで、食道がん以外のがん細胞において、N-BPs が

アポトーシスを誘導することにより細胞毒性を示す細胞 [79, 84, 89, 90] と、アポトーシスを誘導するこ

となしに細胞毒性を示す細胞 [91] とに分かれることが報告されている。また、例えば ZOL は、非小細

胞肺がん細胞では G0/G1 期で細胞周期を停止させる [83] 一方で、他の多くのがん細胞株では S 期で停

止させることが報告されている [89, 90, 92, 93]。すなわち、N-BPs によるがん細胞増殖抑制作用は、アポ

トーシスの有無のみならず、アポトーシスへの過程も含めて強い細胞特異性が存在すると考えられる。

本検討において、食道がん細胞では、N-BPs は Cyclin D1 の発現を抑制することで細胞周期を G0/G1 期

で停止させてアポトーシスを誘導するというメカニズムを有することが明らかとなった。 

 RIS は Caspase-3/7 活性を増大させ (Fig. 3-2)、72 時間処置時にアネキシン V 陽性細胞率を有意に上昇

させた (Fig. 3-2B inset)。しかしながら、RIS の 48 時間処置はアネキシン V 陽性細胞の割合を増大させず 

(Fig. 3-2)、24 時間処置は他の N-BPs とは異なり Cyclin D1 のタンパク質発現量を変動させなかった (Fig. 

3-4)。この結果と一致して、骨肉腫細胞において RIS は、48 時間処置ではアポトーシスの指標である DNA

を断片化させず、72 時間処置で DNA を断片化させると報告されている [94]。このように RIS で反応が

遅い原因として、N-BPs 間での細胞内取り込み速度の差が考えられる。実際、N-BPs の側鎖に存在する N

原子は、生理的 pH である 7.4 において、ALE 及び ZOL では正に帯電しているのに対し、RIS では負に

帯電している [95]。細胞膜の透過は、一般的に正の帯電を有しているカチオンの方が早いことから、RIS

は他の N-BPs よりも取り込み速度が低い可能性が考えられる。 

 N-BPs は、メバロン酸経路の重要な酵素である FPP 合成酵素 [78] 並びに GGPP 合成酵素 [96] を阻害

することが報告されている。細胞内の FPP や GGPP の欠乏は、Ras、Rac、Rap1 並びに Rho といった低

分子量 G タンパク質のプレニル化を減少させる [97, 98]。本研究において、SQ や FOH の共存は、食道

がん細胞の BPs 感受性にほとんど影響しなかったのに対して、GGOH は N-BPs の細胞毒性をほぼ完全に

阻害した (Fig. 3-5)。これらの結果は、異なる細胞種の過去の報告と一致しており[97, 99]、食道がん細胞

株における N-BPs の細胞毒性は細胞内 GGPP の欠乏に起因することを示唆している。Ras スーパーファ



36 
 

ミリーの一つである Rap1 は、ゲラニルゲラニル化され細胞生存に重要な MAPK/ERK 経路を活性化する

ことが知られている [100, 101]。Tsubaki ら [102] は、N-BPs である ALE が、造血器腫瘍細胞において

ERK と mTOR 経路を抑制しアポトーシスを誘導すること、並びにこのアポトーシス誘導は GGPP の添加

によって消失することを報告している。また、Cyclin D1 の発現は、MAPK/ERK や mTOR 経路によって

正に制御されていることも報告されている [103, 104]。したがって、食道がん細胞において、N-BPs によ

るアポトーシス誘導並びに細胞周期の停止には、MAPK/ERK 及び mTOR シグナルの阻害が関与してい

る可能性が推察される。 

 BPs は、非加水分解性のピロリン酸誘導体であり、カルシウムイオンと容易にキレート化合物を形成

することが知られている [105]。一方で、カルシウムイオンは、細胞内におけるシグナル伝達のセカンド

メッセンジャーとして機能することがよく知られていることから、BPs によって細胞外カルシウムイオ

ンがキレート化され種々のシグナル伝達に影響を及ぼすことで、ヒト食道がん細胞株の増殖が抑制され

た可能性も考えられる。今回、第一世代の BP である ETI においてはヒト食道がん細胞株に対する増殖

抑制作用が認められなかった (Fig. 3-1, Table 3-1)。また、Inoue ら [106] は、ZOL ではヒト口腔がん細胞

株に対する細胞増殖抑制作用が認められたものの、カルシウムキレート剤であるグリコールエーテルジ

アミン四酢酸では細胞増殖への影響は認められないこと報告している。したがって、本検討において認

められた N-BPs の細胞増殖抑制作用は、細胞外カルシウムイオンとのキレート化合物の形成により引き

起こされている可能性は低いと考えられる。 

 Koto ら [107] は、ヒト線維肉腫細胞を用いた in vitro での検討により、N-BPs である ZOL が 5-FU 及

び CDDP の細胞増殖抑制作用を増強させることを報告している。また、ZOL は、乳がん細胞のシスプラ

チン感受性を増強させることが報告されている [108]。さらに、ALE や PAM が、5-FU を 5-FUMP に変

換する酵素であるホスホリボシルトランスフェラーゼの活性を増大させ、その結果 5-FU の細胞増殖抑制

作用を増強させる可能性が報告されている [109]。したがって、N-BPs は、ヒト食道がん細胞株に対し単

独で細胞増殖抑制作用を示すだけでなく、5-FU、CDDP といった抗がん剤と併用することにより、相加

または相乗的な細胞増殖の抑制が期待できると考えられる。 

 以上、N-BPs はヒト食道がん細胞株に対して細胞増殖抑制作用を示すことが明らかとなった。そのメ

カニズムとして、メバロン酸経路の阻害による Cyclin D1 の発現抑制を介して細胞周期を G0/G1 期で停

止させ、アポトーシスに導くことが示唆された。したがって、N-BPs は食道がんに対する新たな治療薬

となり得る可能性が考えられる。 
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第 5 節 小括 

 ヒト食道がん細胞株の増殖に対する BPs の影響について検討を行い、以下の結果を得た。 

 

1. 第二及び第三世代の BPs は、ヒト食道がん細胞株に対し細胞増殖抑制作用を示した。 

 

2. N-BPs の細胞増殖抑制メカニズムは、メバロン酸経路の GGPP 合成阻害に基づく細胞周期停止を伴

うアポトーシスの誘導である可能性を示した。 

 

以上の結果は、第二及び第三世代の BPs が、食道がん化学療法に応用できる可能性を示唆する重要な

基礎的知見である。 
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総 括 

 

 食道がんに対するがん化学療法は、術前・術後や再発時など幅広く用いられており、その有効性は治

療成績に大きく影響する。しかしながら、同じ消化器がんである大腸がんでは、診断後の 5 年生存率が

約 70%と治療成績の向上が著しいのに対して、食道がんでは 5 年生存率が約 35%であり、未だ十分とは

言い難い。 

食道がん化学療法の治療成績が悪い要因として、薬剤の有効性や副作用の個人差が大きい上、使用で

きる薬剤も少ないことが挙げられる。食道がんに対するがん化学療法の有効性及び副作用のリスクを事

前に予測するための研究が精力的に行われているものの、未だ臨床応用に至っているものは存在しない。

また、食道がん化学療法には 5-フルオロウラシル (5-FU) 及びシスプラチン (CDDP) を除き、コンセン

サスが十分に得られている薬剤はほとんど存在しない。したがって、食道がんの治療成績向上のために

は、食道がん化学療法における有効性及び安全性の個人差の要因を明らかにするとともに、食道がんに

対して有効な新たな治療薬を見つける必要がある。 

そこで本研究では、食道がん化学療法における個人差を考慮した治療戦略を構築することを目的とし

て 5-FU 及び CDDP を用いた食道がん化学療法による治療効果の事前予測に有用な指標を探索するとと

もに、食道がん化学療法の有効性向上を目指したビスホスホネート系薬物 (BPs) の有用性について検討

し、以下の結論を得た。 

 

第 1 章 ヒト食道がん細胞株における 5-FU 及び CDDP 感受性を規定する因子の探索 

食道がん化学療法の個人差を引き起こす要因の一つとして、腫瘍組織中におけるがん細胞自身の抗が

ん剤感受性の相違が考えられる。本研究において、5-FU 及び CDDP に対する感受性は、5 種類のヒト食

道がん細胞株間で大きな相違が認められた。次に、これらヒト食道がん細胞株における 5-FU 及び CDDP

に対する感受性と、薬物トランスポーター、DNA 修復関連タンパク質及び代謝酵素を含む 35 種類の機

能性タンパク質の mRNA 発現量との関連性について検討した。その結果、5-FU の感受性は、ABCC2 (排

泄トランスポーター: MRP2)、MSH2 (DNA ミスマッチ修復遺伝子) 及び DPYD (5-FU の代謝酵素) の

mRNA 発現量とそれぞれ強い正の相関性を示し (r > 0.7)、SLC22A2 (有機カチオントランスポーター)、

SLC23A2 (ビタミンCトランスポーター)、ABCB1 (P糖タンパク質) 及びRAD51 (DNA修復因子) のmRNA

量と負の相関性を示した (r > -0.7)。また CDDP の感受性は、ABCC2、MSH2 及び DPYD の mRNA 発現量

と強い正の相関性を示した (r > 0.7)。以上のことから、5-FU及び CDDP 両方の感受性と相関性を有した

ABCC2、MSH2 及び DPYD mRNA が食道がん化学療法の有効性を予測するバイオマーカーの候補として

考えられた。 

ABCC2 阻害剤である MK571 の同時処置は、ヒト食道がん細胞株の 5-FU 及び CDDP 感受性を増強し

なかったものの、DPYD 阻害剤であるギメラシルは DPYD mRNA の発現量が最も高値であった KYSE30

細胞の 5-FU 感受性を増強させた。以上の結果より、食道がん細胞における DPYD の mRNA 発現量が食

道がん化学療法の有力な感受性予測因子の候補遺伝子であり、SLC22A2、SLC23A2 及び MSH2 について

もその候補となり得ることが示唆された。 
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第 2 章 食道がん化学放射線療法施行患者における SLC23A2 の遺伝子多型と治療効果の関連 

ビタミン C の抗酸化能は、酸化ストレスにより誘導される腫瘍形成を阻害することが知られている。

また、ビタミン C を細胞内に取り込むトランスポーターSVCT2 をコードする SLC23A2 の SNPs は、種々

のがん罹患率と関連することが報告されている。さらに in vitro において、ビタミン C が食道がん細胞株

の 5-FU 及び CDDP 感受性を増強すること、5-FU 耐性大腸がん細胞の SLC23A2 mRNA 発現量が親株と

比較し低レベルであること、in vivo において酸化ストレスが 5-FUの骨髄抑制発現に関与することがそれ

ぞれ報告されている。以上のことから、SLC23A2 の SNPs は食道がん患者における 5-FU 及び CDDP によ

るがん化学療法の治療成績に影響している可能性が考えられる。そこで本検討では、5-FU及び CDDP を

含む化学放射線療法を施行した 49 例の日本人の食道がん患者を対象として、5 種類の SLC23A2 の SNPs 

(rs2681116、rs13037458、rs1715364、rs4987219 及び rs1110277) と化学放射線療法の完全奏効 (CR) 率、

長期予後並びに重篤な副作用との関連性を検討した。化学放射線療法施行後の CR 率及び長期予後は、

統計学的に有意ではないものの rs2681116 並びに rs13037458 と相関する傾向が認められた。また、

rs4987219 及び rs1110277 は、それぞれ重篤な白血球減少症 (p = 0.025) 及び口内炎 (p = 0.019) の発症と

有意な関連性が認められた。したがって、これら SNPs が SVCT2 のビタミン C の取り込み能に関与し化

学放射線療法の有効性や副作用に影響したことが推察される。以上より、食道がん化学放射線療法の有

効性予測に SLC23A2 の rs2681116 及び rs13037458 が、安全性予測に rs4987219 及び rs1110277 が利用可能

である可能性が示唆された。 

 

第 3 章 ヒト食道がん細胞株に対するビスホスホネート系薬物の増殖抑制効果 

近年、第二及び第三世代のビスホスホネート系薬物 (N-BPs) が、乳がんや肺がんなどを用いた基礎的

検討において細胞増殖抑制作用を示すことが報告されている。したがって、食道がん細胞においても N-

BPs が新規の抗がん活性を有する薬剤の候補として挙げられる。本検討では、ヒト食道がん細胞株に対

する N-BPs の細胞増殖抑制作用並びにそのメカニズムを検討した。4 種類の N-BPs (アレンドロン酸、パ

ミドロン酸、リセドロン酸及びゾレドロン酸) は、3 種類のヒト食道がん細胞株に対し濃度依存的な細胞

増殖抑制作用を示した。また、これら N-BPs は、ヒト食道がん細胞株のカスパーゼ 3/7 活性を上昇させ

るとともに、アポトーシスの指標であるアネキシン V 陽性細胞の比率を増大させた。さらに、N-BPs は

細胞周期制御因子である Cyclin D1 のタンパク質発現量を有意に減少させ、細胞周期を G0/G1 期で停止

させた。よって、N-BPs の食道がん細胞に対する細胞増殖抑制作用に、アポトーシスの誘導及び細胞周

期の停止が関与することが示唆された。次に、N-BPs の細胞増殖抑制作用メカニズムの解明を行った。

N-BPs の細胞増殖抑制作用は、細胞内でメバロン酸経路の中間体であるゲラニルゲラニルピロリン酸 

(GGPP) に変換されるゲラニルゲラニオールを共存させることにより、ほぼ完全に抑制された。したがっ

て、N-BPs の細胞増殖抑制作用は、細胞内 GGPP の枯渇に起因していることが示唆された。以上のこと

から、N-BPs は食道がん細胞に対し細胞増殖抑制作用を有し、そのメカニズムは、メバロン酸経路の阻

害に基づく GGPP の枯渇に伴い生じる G0/G1 期での細胞周期停止、及びアポトーシスの誘導であるとい

うことが考えられた。 
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 以上本研究の結果から、腫瘍組織の生検が可能な場合は腫瘍組織の DPYD mRNA の発現量により、

不可能な場合は血球などを用いた SLC23A2 の SNP 判定により食道がん化学療法の有効性及び安全性を

予測できる可能性が示唆された。さらに、食道がん化学療法の有効性及び安全性が低いと予測された患

者には N-BPs をがん化学療法に応用する食道がんに対する新規治療戦略の可能性が示唆された。 

これらの研究成果は、食道がん化学療法の個人差を考慮した、治療選択肢の拡大につながる重要な基

礎的知見になるものと考えられる。  
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