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緒　言

　食道胃接合部腺癌は、食道胃接合部の食道側 5 ㎝、胃側 5 ㎝以内に腫瘍中心を有する上皮性悪性腫瘍である。欧米で
は食道腺癌（Esophageal adenocarcinoma）とも呼ばれ、欧米諸国においてここ 30 年で 6 倍に増加している１）。 しか
しながら、その 5 年生存率は約 15％にとどまり非常に予後不良の疾患である。近年、我が国においても、①食生活の
欧米化に伴う肥満による慢性的な腹圧の増加、②ピロリ菌感染率の低下に伴う胃酸過多、に伴う胃食道逆流症の増加を
背景に、本疾患の増加が指摘されている２）。しかし、この食道胃接合部腺癌に対する有効な治療法は未だ開発途上であ
り、本疾患の治療標的分子の解明がまたれている。
　食道胃接合部腺癌の発癌分子メカニズムについては、これまで CDKN2A 遺伝子や TP53 遺伝子のヘテロ接合性の喪
失（Loss of heterozygosty (LOH)）や遺伝子変異によって説明されてきた３）。さらに最近では、次世代シーケンサーの
登場により、癌遺伝子の増幅（amplification）が、食道胃接合部腺癌の発癌過程において極めて重要な役割を果たして
いることが明らかになった４）。この遺伝子増幅異常は、他の消化器癌のなかでも食道胃接合部腺癌に特徴的な遺伝子異
常であることが報告された。しかしながら、すでに癌化した食道胃接合部腺癌細胞における癌遺伝子増幅の意義（臨床
病理学的特徴や予後との関連性）については未だ明らかになっておらず、本疾患の悪性度に与える影響についても明ら
かでない。
　我々は、これまで新鮮凍結サンプルを用いた食道胃接合部腺癌（食道腺癌を含む）における遺伝子コピー数異常の網
羅的解析を行い、食道胃接合部腺癌に特異的な遺伝子増幅異常を同定してきた５,６）。その中で、本疾患において癌遺伝
子である KRAS の増幅異常が 21%にも及ぶことを初めて報告した６）。さらにこの KRAS 遺伝子増幅は RAS-MAPK
系遺伝子異常の中で最も頻度の高い変化であった。そこで我々は、本研究において、食道胃接合部腺癌における KRAS
遺伝子増幅異常の臨床病理学的特徴や予後に関わるかどうかを検討し、KRAS 遺伝子増幅が本疾患の治療標的となり
うるかどうかを検討することとした。

方　法

１．対象症例
　2005 年から 2014 年の期間に、がん研有明病院消化器外科、熊本大学病院消化器外科、九州大学消化器･総合外科に
て外科的切除を受けた食道胃接合部腺癌（Siewert type I～III）を対象とした。いずれも術前化学療法や術前放射線化
学療法がなされていない症例を選択し、パラフィン包埋切片から DNA 抽出し、以下の copy number assay が可能と
なった 147 症例を対象とした。

２．Copy number assay（遺伝子増幅検出）
　KRAS 遺伝子増幅の評価は Real-time PCR 法にて、Taqman copy number assay (KRAS, Human, Cat. #4400291)を
用いて検出した。Reference マーカーとして、TaqMan Copy Number Reference Assay (RNaseP, Human, Cat.
#4403328)、および TaqMan Copy Number Reference Assay (TERT, Human, Cat. #4403316) を用い、KRAS copy
number はその比率（KRAS/RNaseP、もしくは KRAS/TERT）を用いて評価した。KRAS/RNaseP と KRAS/TERT
の比較検討も行った。KRAS copy number は 3 回計測した平均値を採用し、カットオフ値は 2.7 とした。
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３．免疫組織化学染色
　免疫染色には抗-KRAS モノクローナル抗体（#415700, Life technology, 1 : 200）を用いて、臨床検体のパラフィン包
埋切片の免疫染色を行った。免疫染色の評価は negative、weak、moderate、strong の 4 段階とし、30%以上 strong
に染まった癌細胞を有するものを positive 群、それ以外を negative 群とした。

４．Fluorescent in situ hybridization (FISH)
　FISH プローブは以下の BAC DNA を用いた。KRAS probe には、RP11-636P12、RP11-62I19、RP11-65C2 を、
chromosome 12 centromere (CEN12) probe には、RP11-267D19、RP11-792O21、RP11-8P13 の部位を用いた。KRAS
probe には Cy5 で、CEN12 probe には biotin で標識させた。切片は脱パラフィン後、0.1％ペプシン／0.1N HCl で 5
分間処理を行った。PBS で中和処理後、洗浄し乾燥した。前処理した切片に上記プローブ溶液を滴下し、90℃のホッ
トプレート上で切片とプローブを同時に 10 分間変成処理し、37℃で一晩 hybridize した。切片は 37℃の 50％ホルムア
ミド／2×SSC および 1×SSC で stringency wash しシグナルを検出した。

５．Pyrosequencing 法による KRAS/BRAF 遺伝子変異の検出
　RAS-RAF 系の遺伝子異常として重要な KRAS 及び BRAF の mutation の評価を、これまでの我々の報告と同様に
Pyrosequencing 法を用いて行った７）。

６．統計解析
　全ての統計学的解析は JMP11(SAS) にて行った。P < 0.05 を有意差基準とした。多変量による生存解析では
backward elimination = 0.2 に設定した。

結　果

１．Real-time PCR 法を用いた KRAS 遺伝子増幅検出法の確立
　ランダムに抽出した 45 例を用い、RNaseP を reference とした KRAS copy number と、TERT を reference とした
KRAS copy number の比較を行った（図 1）。カットオフ値 2.7 とすると、図 1 で示した 4 例（赤四角で囲んだ
discordant cases）を除く 41 例（91.1%）で２つの KRAS 遺伝子増幅の有無が一致した。TERT は悪性腫瘍においてコ
ピー数異常が指摘されていることから８）、今回の検討においては RNaseP を reference と用いることとした。

図 1． RNaseP を reference とした KRAS copy number と、TERT を reference とした場合の比
較（N = 45）
赤四角で囲んだ discordant cases 4 例を除く 41 例において、91.1%の高い一致率で RNaseP
と TERT を用いた２つの KRAS 遺伝子増幅の有無（カットオフ＝ 2.7）が一致した。
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　次に、我々は、KRAS 遺伝子増幅が実際の KRAS タンパク発現に関与しているかどうかを検討した。KRAS 遺伝子
増幅あり群 35 症例のうち、13 症例（38%）において免疫染色による KRAS タンパクの過剰発現を認め、KRAS 遺伝子
増幅なし群の 16%と比較して有意な相関関係を認めた（P < 0.05）。加えて、本法による KRAS 遺伝子増幅ありと判定
された 5 症例を対象に FISH を追加したところ、4 例（80%）に明らかな KRAS 遺伝子増幅を認めた（図 2）。以上の
結果より、我々の Real-time PCR 法による KRAS 遺伝子増幅検出方法は妥当であると考えられた。

図 2． FISH における KRAS 遺伝子増幅の確認
左：KRAS 遺伝子増幅なし；右：KRAS 遺伝子増幅あり。　　　　　　　　　　　　　　

　RNaseP を用いた KRAS copy number の分布を図 3 に示す。147 症例中、35 例（23.8%）に KRAS 遺伝子増幅を認
めた。

図 3． 全症例における KRAS copy number の分布（N = 147）
147 症例中、35 例（23.8%）に KRAS 遺伝子増幅を認めた（カットオフ値 = 2.7 に設定）。
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２．臨床病理学的因子および予後との検討
　全症例（N = 147）において、KRAS 遺伝子増幅あり群（N = 35）と KRAS 遺伝子増幅なし群（N = 112）を様々な
臨床病理学的因子と比較検討を行った（表 1）。年齢、性別においては KRAS 遺伝子増幅の有無に差を認めなかった。
特記すべきこととして、KRAS 遺伝子増幅は、腫瘍占居部位の食道側に位置する Siewert type I～II の腫瘍に多く（P
= 0.0195）、より進行した病期（P = 0.0128）や低分化型（P = 0.0443）の腫瘍において高頻度に認められた。また、非
常に興味深いことに、KRAS 遺伝子増幅あり群には、KRAS･BRAF 遺伝子変異が極めて少ないことも判明し、KRAS
遺伝子増幅と RAS-RAF 系遺伝子変異はお互い排反する遺伝子異常であることが示唆された（表 1）。

表 1． KRAS 遺伝子増幅の有無による臨床病理学的因子の比較

SD, standard deviation

　生存解析を行った結果、無再発生存率（disease-free survival, DFS）、癌特異的生存率（cancer-specific survival,
CSS）、全生存率（overall survival, OS）のいずれにおいても、KRAS 遺伝子増幅あり群は KRAS 遺伝子増幅なし群と
比較して、有意に予後不良であることが判明した（図 4, いずれも P < 0.05）。
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図 4． KRAS 遺伝子増幅の有無による生存曲線
無再発生存率（Disease-free survival, DFS）、癌特異的生存率（cancer-specific survival,
CSS）、全生存率（overall survival, OS）。

　さらに、多変量解析を行った結果、KRAS 遺伝子増幅あり群は、DFS、CSS、OS のいずれにおいても有意に独立し
た予後不良因子であることが判明した（いずれも P < 0.05、表 2）。

表 2． 多変量解析による KRAS 遺伝子増幅と予後との関係

無再発生存率（Disease-free survival, DFS）、癌特異的生存率（cancer-specific survival, CSS）、
全生存率（overall survival, OS）。
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考　察

　RAS-MAPK 系の遺伝子異常は様々な悪性腫瘍において広く認められ、きわめて重要で強力な悪性化シグナル系であ
る。特に大腸癌においてはこの遺伝子変異が抗 EGFR 抗体治療のバイオマーカーとなっており、その遺伝子異常は臨
床上のバイオマーカーとしての役割は非常に大きい７）。本研究では、KRAS 遺伝子増幅についても、遺伝子変異

（mutation）と同様に、下流の悪性化シグナルに影響を及ぼしていると仮定し、遺伝子増幅頻度の高い食道胃接合部腺
癌で検討した。その結果、食道胃接合部腺癌において KRAS 遺伝子増幅は 23.8%の頻度で認め、独立した予後不良因
子であることが判明した。
　これまで食道胃接合部腺癌の KRAS 遺伝子増幅 の報告はその頻度の報告にとどまり、臨床病理学的特徴や予後との
関連性は全く議論されたことがない。今回我々の研究において、Real-time PCR 法を用いた KRAS 遺伝子増幅の検出
方法を確立した。本法を用いれば、FISH 法よりも大量のサンプルをスピーディかつ容易に判定することが可能とな
る。この方法は、FISH による KRAS 遺伝子増幅や免疫染色による KRAS タンパク発現と有意に相関した。遺伝子増
幅を直接確認できる FISH 法に比べると、本法は RNaseP を用いた相対的な検出方法であるという欠点を有する。しか
しながら、本研究における KRAS 遺伝子増幅が 23.8%であったことは、次世代シーケンサーを用いた欧米での 21%と
いう頻度に極めて近似し、信頼性が高いものと考えられる。
　本研究において、食道胃接合部腺癌のなかで KRAS 遺伝子増幅は、胃側に存在する Siewert type III の腫瘍よりも、
より食道側に存在する Siewert type I～II に高頻度に認められた。これは、欧米に多く認める Siewert type I～II の腫
瘍の発癌過程において、遺伝子増幅異常は極めて重要であり、かつ高頻度で認められる遺伝子異常である。今回我々の
研究においても同様の傾向を確認することができた。さらに、我々は、食道胃接合部腺癌において、RAS-MAPK 系の
遺伝子異常の中で KRAS 遺伝子増幅が KRAS/BRAF 遺伝子変異とほぼ排反関係にあり、独立した予後不良因子であ
ることを明らかにした。ゆえに、KRAS 遺伝子増幅は食道胃接合部癌の悪性度を進行させる重要な遺伝子異常である
と考えられ、本疾患における分子標的治療のターゲットになりうると考えられた。
　KRAS を標的とした癌治療は今だ発展途上である。今回我々が確認した免疫染色では、KRAS 遺伝子増幅あり群の
約 40%にしか KRAS 過剰発現を認めなかった。KRAS 遺伝子増幅と KRAS タンパク過剰発現のメカニズムの解明が
重要だと考えらえる。今後も精力的に研究を重ねていきたい。
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