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緒 言 

 
食道癌は悪性度が高く予後不良の消化器癌であり、手術療法は標準治療であるが極めて侵襲が大きく、薬物療法（抗

癌剤）の役割は非常に大きい。これまで様々な抗癌剤が食道癌治療に用いられているが、特に重要な薬剤であるフッ化

ピリミジン系代謝拮抗薬や白金製剤も一定の効果はもたらすものの、必ず耐性が獲得され効果を失ってしまう。セカン

ドライン治療としてのトポイソメラーゼ阻害薬であるイリノテカンやタキサン系薬のドセタキセルやパクリタキセル

などの奏効率は高くなく、食道癌治療の薬物療法は選択肢が少なく治療を継続できない理由の一つであり、新たな薬物

療法の開発は急務である。しかし、新たな薬物療法開発のための発癌メカニズムや薬物治療の標的となる分子機序は解

明されていない。 
我々は喫煙が食道発癌に関して酸化的DNA損傷を誘発することを報告したが［1］、喫煙などから発生した活性酸素

（Reactive oxygen species：ROS）は酸化ストレスとなりDNA損傷から発癌を誘発する。8-oxoG（8オキソグアニン）

はヌクレオチドであるグアニンの酸化体である。酸化されたグアニンはDNA 複製の過程でアデニンと誤った塩基対を

形成することで、そのアデニンは次の複製でチミンと対を形成する。このような遺伝子変異はトランスバージョン変異

と呼ばれ発癌の原因となる。 
一方で、細胞内では酸化的DNA損傷を修復する機構があり、これが発癌を抑制する重要な役割を担っている。酸化 

的DNA損傷を受けたヌクレオチドを塩基除去修復する機構を備えており、OGG1、MutYH、MTH1の3つの修復に

関わる酵素が重要な役割を果たすことで遺伝子変異を抑制していることが分かっている［2］。8-oxoGはOGG1（8-oxoG 
DNA グリコシラーゼ）によって塩基除去修復される。生じたA：8-oxoGペアから8-oxoGが除去されると変異が固定

されるため、MutYH（アデニンDNAグリコシラーゼ）によりアデニンが除去される。MutYHはDNAに取り込まれ

たアデニンの酸化体である 2-OH-A（2 ヒドロキシアデニン）を除去する活性も有している。酸化プリンヌクレオシド

三リン酸の分解酵素である MTH1 は、ヌクレオチドプール中の 8-oxo-G や 2-OH-A などの酸化体を効率よく分解し、

DNA への取込みを回避している［3］。各修復因子欠損マウスの検討では、OGG1 の欠損マウスでは肺癌が増加し、

MutYHの欠損マウスでは消化管癌やリンパ腫が増加し、MTH1を欠損させたマウスでは肝臓癌、肺癌と胃癌が増加す

ることが判明し報告された［4］。OGG1 と MutYH の二重欠損マウスでは、より多くの腫瘍が発生すると予想された

が、予想に反してOGG1単独欠損マウスでみられる肺癌の自然発生頻度が野生型マウスよりも低いことが報告された。

OGG1とMutYHの二重欠損マウスの臓器のゲノム中には野生型マウスの数倍以上の8-oxoGが蓄積しており、過度の

8-oxoG のゲノム蓄積は細胞死を誘発し、結果として発癌頻度の低下をもたらし、MutYH は癌の存続に寄与していた

可能性が報告された［4］。ヒト食道癌は酸化ストレス発癌と関わりが深いと考えられるが、OGG1 と MutYH がどの

ように関係しているかは不明である。 
 我々は酸化的DNA損傷から誘発されるタイプのトランスバージョン変異が食道癌のp53遺伝子変異型の頻度解析に

おいて最も多くみられる変異であり、他の癌腫に比較して多いことを発見し［5，6］、食道癌が酸化ストレス発癌との

関わりが強い癌腫であることを初めて報告し発表した。そこで我々はヒト食道癌検体において酸化的DNA損傷の指標

である8-oxoGと酸化的DNA損傷修復因子であるOGG1発現を免疫染色で評価したところ癌部では8-oxoGが蓄積し、

一方で OGG1 は低下していることを発見し報告した［1］。動物実験の結果に基づけば、酸化的 DNA 損傷が蓄積すれ

ば細胞死が誘導され、癌が存続することを抑制するはずであるが、食道癌のヒト臨床検体では酸化的DNA損傷を蓄積

現在の所属：九州大学 大学院医学研究院 消化器・総合外科 *現在の所属：九州大学 大学院医学研究院 消化器・総合外科

上原記念生命科学財団研究報告集, 32 (2018)

1



上原記念生命科学財団研究報告集、32（2018） 
 

 
2 

した癌組織が存続していた。そこで癌組織におけるMutYHの発現を調べることで、MutYHが癌のアポトーシスを抑

制している可能性を検討し、MutYHを抑制することで癌を細胞死に導く新規薬剤のターゲット因子となり得るかを検

討することを本研究の目的とした。 
 

方 法 

 
1．ヒト食道癌の臨床検体（食道癌組織と食道正常組織のパラフィン包埋ブロック）から薄切プレパラートを作成し

8-oxoG、OGG1とMutYHについて、発現量やその強度を評価して臨床病理学的因子と比較検討することでOGG1と

MutYhの臨床的な表現型を探索する。2．ヒト食道癌の臨床検体（食道癌組織と食道正常組織のパラフィン包埋ブロッ

ク）から薄切プレパラートを作成しOGG1 とMutYH について蛍光免疫染色を施行し、共発現しているかなどの局在

を評価して臨床病理学的因子と比較検討することで、共発現している部位と共発現していない部位で、酸化的DNA損

傷因子である 8-oxoG の蓄積量やアポトーシス因子の発現を調べ、癌組織の細胞死に関して OGG1 と MutYH の役割

を推察する。3．ヒト臨床検体で得られた結果を食道癌細胞株で確認するためにOGG1やMutYHの発現を免疫組織化

学染色法やWestern Blotting法、qRT-PCR法にて確認して裏付けを得る。4．OGG1やMutYHを単独あるいは組み

合わせで Knockdown や Knockout した細胞株を作製して合成ビタミン K であり酸化ストレス剤であるメナジオンを

投与する。それぞれの細胞株の生存率やアポトーシスの割合をMTT AssayやTUNNEL法で評価しMutYHが癌細胞

のアポトーシスを抑制していることを検討する。 
 

結果および考察 

 
細胞内では酸化的 DNA 損傷を修復する機構があり、これが発癌を抑制する重要な役割を担っている。酸化的 DNA

損傷を受けたヌクレオチドを塩基除去修復する機構を備えており、OGG1、MutYH、MTH1の3つの修復に関わる酵

素が重要な役割を果たすことで遺伝子変異を抑制していることが分かっている（図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 
 
 
 
 
 
 
 

図1．酸化的DNA損傷とその修復因子 
8-oxoGはOGG1修復される。生じたA：8-oxoGペアから8-oxoGが除去されると変異が固定さ

れるため、MutYHによりアデニンが除去される。MutYHはDNAに取り込まれたアデニンの酸

化体である2-OH-Aを除去する活性も有している。MTH1は、ヌクレオチドプール中の8-oxo-G
や2-OH-Aなどの酸化体を分解し、DNAへの取込みを回避している。 
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また、MutYHの免疫染色ではMutYHは癌部で高発現していた。（図2、表1）MutYHとTUNELの蛍光2重染色で

はMutYH 発現癌細胞でTUNEL 陰性でありMutYH が癌のアポトーシスを抑制しているという仮説に矛盾しない結

果であった（図3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表1．食道癌粘膜正常部と癌部におけるMutYH発現の割合 
MutYHは癌部で高発現している症例が有意（P < 0.01）に多数を占めていた。 

図2．食道癌組織におけるMutYHの発現（免疫染色） 
左列に正常粘膜、右列に癌部、上段に高発現、下段に低発現の結果を提示した。

いずれも倍率は400倍。 
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食道癌細胞株でのOGG1とMutYHの発現をqRT-PCRで確認しTE1とTE5を使用する準備ができている（図4）。

酸化ストレス下におけるこれらの細胞株の表現型を確認して、更にSiRNAでノックダウンした表現型も調べる予定で

ある。MutYH強発現群では予後不良であり、こちらもMutYHが癌細胞のアポトーシスを抑制しているという仮説に

矛盾しない結果であった（図5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3．食道癌組織におけるMutYHのTUNEL法の発現（蛍光2重免疫染色） 
左上にDAPI（核）、右上にMutYH、左下にTUNEL、右下にMergeの結果を提示した。

いずれも倍率は400倍 

図4．食道癌細胞株におけるOGG1とMutYHの発現（qRT-PCR） 
OGG1発現が高い細胞株（TE1）と、逆にMutYH発現が高い細胞株（TE5）があった。 
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図5．食道癌患者における食道癌組織のMutYH高発現と低発現の予後（カプラン・マイヤー） 
MutYH高発現の方が、MutYH低発現に比較して有意（P = 0.0047）に予後不良であった。 
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