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1. 序論 

 

食道癌は一般に予後の悪い癌であり、最近の医学の進歩にも関わらず、治療に

難渋する場合が少なくない。難治癌の代表である食道癌を制御するには、その生物

学的特性を理解し、手術、放射線療法、化学療法をうまく組み合わせることが必要

である。わが国で多数を占める食道扁平上皮癌は、転移しやすい、放射線感受性や

抗癌剤感受性が高いといった特性を有し、そのメカニズムを分子生物学的に解明す

ることは大変重要であると考えられている。また、手術、放射線療法、化学療法に

続く第 4の治療法とも言うべき分子標的治療も視野に、生物学的特性の臨床応用も

目前まできている。このような背景で、個々の症例に適した治療を展開し、よりよ

い予後と生活の質（quality of life: QOL）を得るために、さまざまな食道癌の基礎研

究が行われている。 

 

1. 1 食道癌の疫学 

食道癌は世界で 8番目に多い癌で、毎年 48万人以上が罹患し、40万人以上が

死亡していると推計されている(1)。60 歳以上の男性に多く、死亡率も男性で高い。

American Cancer Societyによる報告では、米国において、2012年に推定される食道

癌の新規症例数は 17,460 人、死亡数は 15,070 人という(2)。また、死亡数全罹患の

80%以上は発展途上国と推計されているが、罹患率・死亡率の国による較差はほか

の癌に比べて大きい。たとえば東部南部アフリカや東アジアでは高い罹患率を、米

国や西部中部アフリカでは低い罹患率を示し、その比は約 16 倍である。組織型に
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も地域較差が存在する(3)。食道癌の組織型は主に扁平上皮癌と腺癌が占めているが、

扁平上皮癌は後進国に多く、腺癌は先進国に多いとされている。罹患率が高い地域

のひとつである中国では、その約 90%は扁平上皮癌である。米国および西ヨーロッ

パでは現在、食道腺癌の方が扁平上皮癌よりも多くみられ、腫瘍のほとんどが下部

食道に発生する。罹患率の上昇および人口統計学的変化の原因は分かっていないが、

栄養不良状態や野菜摂取不足、熱い飲料の摂取などが考えられている。食道扁平上

皮癌の主なリスク因子は喫煙とアルコールであり、食道癌全体の罹患率は年々上昇

しているにもかかわらず、食道扁平上皮癌の割合は減少している。一方、食道腺癌

については、下部食道の扁平上皮が腺上皮に変化した Barrett 食道の存在が食道腺

癌発生リスクの上昇と関係しており、慢性的胃食道逆流が Barrett 食道の主な原因

であると考えられている。スウェーデンの集団ベースのケースコントロール研究の

成績は、症候性胃食道逆流が食道腺癌の危険因子であることを強く示唆している。

逆流症状の頻度、重症度、持続時間と食道腺癌のリスクの増大との間には、正の相

関が認められる(4)。 

本邦では、平成 21 年の食道癌死亡者数は 11,713 人で増加を続けている(5)。粗

死亡率では、1950 年代の 4 倍近く上昇しているが、1985 年の標準人口を基準とし

て年齢調整すると、死亡率はほぼ横ばいか減少傾向で、近年の粗死亡率の上昇は主

に人口の高齢化によることを示している。組織型は扁平上皮癌が 90%以上を占めて

いるが、近年の食生活の欧米化などにより、欧米諸国同様に扁平上皮癌の割合は減

少していくと予想されている。 
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1. 2 食道癌の解剖学的亜部位  

  AJCC（American Joint Committee on Cancer）の TNM分類(6)を参考に、食道癌の

解剖学的亜部位について述べる。食道とは食道入口部から食道胃接合部までをいい、

食道入口部は輪状軟骨の下縁のレベルに一致する。食道癌を頚部食道 Ce（cervical 

esophagus）、胸部食道 Te（thoracic esophagus）、食道胃接合部に分ける（図 1）。胸

部食道はさらに胸部上部食道 Ut（upper thoracic esophagus）、胸部中部食道（middle 

thoracic esophagus）、胸部下部食道 Lt（lower thoracic esophagus）に分ける(7)。頚部

食道は輪状軟骨の下縁から胸郭入口部（胸骨上縁）、すなわち上門歯列から約 18 cm

までの範囲をいう。胸部上部食道は胸郭入口部から気管分岐部の高さ、すなわち上

門歯列から約 24 cm までの範囲、胸部中部食道は気管分岐部の高さと食道胃接合部

との間の食道を2等分した上部の1/2であり、下縁は上門歯列から約32 cmである。

胸部下部食道は腹部食道を含む約 8 cm の長さであり、気管分岐部の高さと食道胃

接合部との間の食道を 2等分した下部の 1/2 である。下縁は上門歯列から約 40 cm

である。食道胃接合部癌は、中心が食道胃接合部から 5 cm 以内にあり、かつ食道

に進展する主要は食道癌として分類される。中心が胃の中で、かつ食道胃接合部か

ら 5 cm をこえて離れているか、5 cm 以内であっても、食道に進展していない腫瘍

は、胃癌として分類する。 
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図 1.  食道の区分 
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図 2.  食道癌の内視鏡検査所見 

 

 

 

 

 

 

図 3.  食道癌症例の 18
F-FDG PET

検査所見 

食道と左鎖骨上リンパ節への集積

を認める。 
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1. 3 食道癌の臨床 

  無症状で経過し、健康診断や人間ドックで発見される食道癌も 20%程度あると

されている。このように偶発的に発見される癌は早期である場合が多く、予後もよ

い。しかし、食道がしみる感じ、食道のつかえ感、体重減少、胸痛、背部痛、咳、

声のかすれといった症状で発症し、初診にいたる場合も多い。診断には、食道造影

検査も有用であるが、内視鏡検査で直接観察が可能な臓器であり、また細胞採取も

可能なこともあり、治療前の内視鏡検査は必須の項目であるといえる（図 2）。閉

塞が高度な場合には施行できないが、超音波内視鏡（endoscopic ultrasonography: 

EUS）も有用で、深達度とリンパ節転移を評価することができる。さらに CT

（computer tomography）検査やときに 18
F-FDG PET（18

F-fluorodeoxy glucose positron 

emission tomography）検査（図 3）も用いて癌の病期を診断する。必要に応じて骨

シンチグラフィを行なうこともある。腫瘍マーカーとしては血清中の扁平上皮癌関

連抗原（squamous cell carcinoma antigen）と癌胎児性抗原（carcinoembryonic antigen: 

CEA）などがあるが、早期診断に有用として確立しているマーカーはない。 

  食道癌は再発率が高い疾患のひとつであり、根治的治療を受けた患者の全 5

年生存率は 5～30%である(8)。早期で発見された癌については、生存率は高くなる。

I 期は II 期以上と比べて生存率が高く、5 年生存率は 70～80%程度である(8)。根治

治療は外科的切除術が中心ではあるが、その補助療法としては、化学療法や化学放

射線併用療法が選択される。手術不能症例や拒否症例には根治的な化学放射線療法

が考慮される。集学的治療（術前化学療法+/-放射線療法+手術、もしくは根治化学

放射線療法+/-手術）にも有用性がある(9)。緩和治療においては、化学療法、放射線
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療法（小線源治療を含む）、ステント留置術などの併用によって、個々の症例にお

いて効果的な症状の緩和が得られる(10)。 

 

1. 4 食道癌の化学放射線療法 

  切除可能な食道癌の外科治療では 5～30%の 5 年生存率が得られる。一方、食

道温存を目的に、根治治療としての放射線療法と化学療法との併用が検討されてき

た。根治的化学放射線療法と、放射線療法単独とを比較した Radiation Therapy 

Oncology Groupのランダム化試験（RTOG 85-01）では、併用群の 5年生存率に改

善をみた（27% vs. 0%）(11)。この試験の 8年間の追跡で、化学放射線療法を受けた

患者の全生存（OS）率は 22%であることが示された(12)。この結果をうけ、放射線

治療単独では食道癌の根治は目指せず、化学療法の同時併用が必須となった。

RTOG 85-01の結果を改善する試みとして、Intergroup 0123（RTOG 94-05）は、食

道に限局性腫瘍を有する 236 人の患者を、高線量の放射線療法（64.8 Gy）と 5-フ

ルオロウラシル（5-fluorouracil: 5-FU）およびシスプラチン（CDDP）の 4ヵ月間の

サイクルを併用する化学放射線療法群と従来の線量の放射線療法（50.4 Gy）と同

様の化学療法スケジュールを併用する群にランダム化した(13)。当初、この試験は

298人の患者を登録することになっていたが、予定されていた中間解析で高線量の

放射線使用に対する有効性を得られる見込みが統計的にみて無かったため、1999

年に中止された。追跡期間中央値 2年の時点で、高線量放射線療法群と従来の線量

の放射線療法群との間には、生存期間中央値（13ヵ月 vs. 18ヵ月）、2年生存率（31% 

vs. 40%）または局所再発率（56% vs. 52%）のいずれにおいても統計的な差は認め
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られなかったが、むしろ高線量群で局所制御率が悪かった。高線量群では治療関連

死が高率（10% vs. 2%）に生じた。ただし、高線量群での死亡 11例のうち 7例で、

50.4 Gy以下の時点で障害が発生していた。この試験の結果、化学放射線同時併用

療法における放射線の線量は 50.4 Gyを超える線量には利益がないと判断された。 

  根治化学放射線療法の前に導入化学療法を施行すべきか否かについては、

RTOGによって切除不能局所領域食道癌での第 II相無作為比較試験（RTOG 01-13）

が行われた(14)。この試験では、導入化学療法として 5-FU、CDDP、パクリタキセ

ルを併用して 2コース行った後に、化学放射線療法を行う群と、導入化学療法とし

て CDDP とパクリタキセルを併用した後に、そのまま 5-FUを使用せずに化学放射

線療法を行う群に割り付けられた。この試験は、いずれかのレジメン（5-FU 使用

群 vs. 5-FU不使用群）による治療群が、前述の RTOG 94-05（INT-0123）試験の 1

年生存率 66%を上回る 77.5%を超えることをプライマリーエンドポイントにして

いたが、いずれのレジメンもエンドポイントに達しなかった。またそれぞれ 27%

（5-FU使用群）、40%（5-FU不使用群）のグレード 4の毒性があったため、有望な

治療とはされなかった。この試験の結果、根治化学放射線療法前の補助化学療法は

否定された。 

  一方、手術の術前補助療法としては、複数の第 III 相試験で、食道癌患者に術

前に同時化学放射線療法を施行した群と手術のみを施行した群とを比較している(9, 

15-17)。扁平上皮癌患者を対象として、術前に化学療法（CDDP）と放射線療法（1

回 3.7 Gy、計 37 Gy）を併用したのち手術を施行した群と手術のみを施行した群と

を比較した多施設プロスペクティブ・ランダム化試験では、併用群の全生存率は改
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善せず、術後死亡率は有意に高いことを示した（12% vs. 4%）(15)。食道腺癌患者で

は、単一施設での第 III 相試験により、5-FU、CDDP および 40 Gy の放射線（1 回

2.67 Gy）からなる導入化放射線療法と切除のみの手術とを施行した患者の生存利

益は、切除のみを施行した患者よりわずかながら高い（16 ヵ月 vs. 11 ヵ月）こと

が示された(9)。その後の単一施設における試験では、患者（75%が腺癌）を 5-FU、

CDDP、ビンブラスチンおよび放射線（1.5 Gyを 1日 2回、計 45 Gy）による治療

と切除とを施行する群、または食道切除のみを施行する群にランダムに割り付けた

(16)。追跡期間の中央値が 8年を越した時点で、手術単独療法群と併用療法群との間

には、生存期間中央値（17.6ヵ月 vs. 16.9ヵ月）、全生存率（試験開始から 3年時、

16% vs. 30%）、および無病生存率（試験開始から 3年時、16% vs. 28%）に有意な差

は認められなかった。これらのランダム化試験の結果に基づくと、IIB 期、III 期、

および IVA 期の食道癌に対する至適治療法は未だ決定されていないが、手術のみ

では不十分であると思われる。 

  食道表在癌（T1N0M0）の治療には内視鏡的粘膜切除術（endoscopic mucosal 

resection: EMR）、手術、放射線療法、化学放射線療法などが用いられる。このな

かで、粘膜癌（m癌）には EMRが標準治療として確立している。一方、粘膜下層

癌（Sm癌）ではリンパ節転移の頻度が高いこともあり、外科的切除が標準的な治

療であった。しかしながら、90 年代後半から化学放射線療法あるいは放射線単独

による手術に匹敵する良好な成績の報告があいつぎ(18-22)、食道表在癌は化学放射線

療法あるいは放射線単独が標準治療法のひとつと考えられている。 

  わが国においては、T1-3N0M0 の切除可能食道癌に対しては手術が第一選択
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の治療として行われていたので、90年代中頃までは T4の切除不能食道癌や、頚部

リンパ節転移を有する胸部食道癌症例（Ml-lymph）などの進行症例を中心に化学

放射線療法が行われてきた。T4 の切除不能食道癌や、頚部リンパ節転移を有する

局所進行症例に対しても、化学放射線療法によって 20-30%程度の 2年生存率が得

られている(23, 24)。 

 

1. 5 食道癌の放射線治療 

1. 5. 1 照射手技 

  照射は背臥位で行う。2次元の治療計画にはバリウム造影によるＸ線シミュレ

ータが用いられてきたが、最近は CT シミュレータを用いた 3 次元治療計画

（three-dimensional conformal radiotherapy: 3DCRT）が主流となっている（図 4）。

3DCRT では食道外への腫瘍進展範囲の同定が容易で、心臓や脊髄などの危険臓器

への線量軽減し、腫瘍に対して十分な線量を照射することが可能である。 

  放射線治療には、肉眼的腫瘍体積 GTV（Gross tumor volume）、臨床的標的体積

CTV（Clinical target volume）、生理的動きを含む内的標的体積 ITV（Internal target 

volume）、計画標的体積 PTV（Planning target volume）という体積の概念が存在する

（図 5）。GTV は原発巣とリンパ節転移巣の体積であり、CTV は GTV に微視的な

腫瘍浸潤範囲あるいは所属リンパ節領域を含む体積、ITVとは CTV に呼吸、嚥下、

心拍動、蠕動などの体内臓器の動きによる影響を含めた標的体積、PTV はさらに

毎回の照射における設定誤差 SM（set-up margin）を含めた標的体積である(24)。 

  食道癌はリンパ節転移の頻度が高く、治療開始時に臨床的にリンパ節転移が明
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らかでない症例に対しても予防的に所属リンパ領域に照射を行う照射手法が用い

られている。CTVに予防リンパ領域を含む場合の PTVの例を図 6 に示す。しかし

照射範囲が広くなるにつれて有害事象は増加すると考えられており、予防領域の照

射については一定のコンセンサスはない。予防領域を含む広い CTV での食道癌の

化学放射線療法では、心外膜炎、心不全、胸水、肺炎などの重篤な晩期合併症の頻

度が高いとの報告がある(25)。加えて最近では化学放射線療法で治療した食道癌の遺

残、再発例に対して積極的に救済手術が行われるようになってきているが、広範囲

の CTV での治療後は、救済手術の合併症が増加する懸念もある。一方、予防域を

含まない照射野のデメリットは予防域リンパ節からの再発である。当院では、2010

年以前はおもに予防領域を含む照射範囲で、2011 年以降は予防領域を含まない照

射範囲で化学放射線療法を施行している。 

  照射野のデザインは前後対向 2門にて 40 Gy / 20 fr程度照射したのち、続けて

脊髄をはずした斜入 2 門照射にて残りの線量を照射する手法を行う施設も本邦で

は多い。しかし、3DCRT の普及に伴い、肺などへの正常組織線量を最小限にする

ために、欧米諸国では前後と斜入あるいは側方からの多門照射が広く用いられてい

る。当科では、6 MV 以上の X線を使用し、前後と斜入からの 4門照射で、前後方

向により重みづけしている（図 7）。線量の制限だが、脊髄は 1回 1.8 Gyの場合で

45 Gy以下に、肺は両肺の 70%は 20 Gy未満に抑える。また、心臓は心室体積の 50%

は 25 Gy未満に抑える。 
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図 4.  三次元治療計画（3DCRT） 

上）当院で使用しているライナック (Elekta Synergy) 

下）三次元治療計画（3DCRT）の一例（放射線治療計画ガイドライ

ン・2008より抜粋） 
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図 6.  食道の部位ごとの PTVの一例 

(放射線治療計画ガイドライン・2008 より抜粋) 

 

図 5.  放射線治療における target volume の概念 

(放射線治療計画ガイドライン・2008 より抜粋) 
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図 7.  食道癌に対する放射線

治療計画の一例 

胸部中部食道癌で左鎖骨上リン

パ節への転移のある症例に対

し、所属リンパ領域および全食

道に照射している。 

前後方向の比重を重くし、肺へ

の線量を抑えている。 
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1. 5. 2 副作用 

  放射線治療の副作用には、急性期障害と晩期障害がある。急性障害には食道炎、

体重減少、易疲労感、食思不振がある。肺臓炎（図 8）は亜急性で、照射後 26 週

未満に生じることが多い。症状は咳、呼吸苦、低酸素や発熱があるが、重篤な場合

にはステロイド投与が必要となる場合がある。晩期障害には前述の心外膜炎、冠動

脈疾患などのほかに、食道穿孔や食道狭窄（図 9）がある。しかし、遅発性の食道

狭窄の半数は局所再発が原因で、良性狭窄の場合には、拡張術は大多数の患者に緩

和治療として有効である。悪性狭窄の場合には、拡張術は効果が少ないばかりか、

合併症のリスクが大きい。 

 

1. 6 化学放射線療法の今後 

食道癌の化学放射線療法に関するエビデンスは年々増加し、標準治療のひとつ

の選択肢として重要な地位を占めるようになった。放射線治療の手法の変化に伴い、

強度変調放射線療法（intensity-modulated radiotherapy: IMRT）や陽子線を用いた化

学放射線療法も検討され、一部の施設は実施されている(26, 27)。平成 24年 11月現在

では、当院でも一部の食道癌根治化学放射線療法症例に IMRTを使用している（図

10）。また、化学放射線療法では合併基礎疾患や高齢などによる手術不能例に対し

ても十分な根治治療が可能である(28)。最適な治療法の選択は食道癌治療における重

要な課題のひとつである。治療法選択の一助として、免疫組織化学的手法や遺伝子

発現などを用いて治療前に治療効果予測を行おうという試みもなされている。有用

と思われる指標がいくつか報告されている(29)がいまだ研究段階である。 
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図 9.  食道癌に対する放射線化学療法後にきたした食道狭窄 

図 8.  食道癌に対する放射線化学療法後にきたした放射線肺臓炎

（Grade2） 
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図 10.  食道癌に対する IMRT を用いた放射線治療計画の一例 
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1. 7 放射線治療における分子・細胞学的反応 

1. 7. 1 放射線傷害 

X線の個々の光子には、物質との相互作用により原子核周囲の軌道から 1個の

電子を完全に離脱させるのに十分なエネルギーがある。そのような原子や分子は、

正電荷を残されてイオンとなる。これが電離放射線という用語の所以である。生体

を構成する物質における電子の典型的な結合エネルギーはおおよそ 10 eVである。

したがって 10 eVを超えるエネルギーをもつ光子が電離放射線と考えられる。 

細胞に X 線が照射されると、細胞に付与されたエネルギーの大部分は最初に

水に吸収され、多くの反応性に富むラジカル中間代謝物が迅速に（10
-14～10

-4秒以

内）生成され、これらが細胞内のほかの分子と相互作用することになる。中でも、

酸化物質であるヒドロキシルラジカル（OH・）は傷害能力が最も高い。エネルギ

ー付与自体は、細胞内のどこでも生じうるが、とくに DNAは、細胞にとっての生

物学的重要性のために、電離放射線の重要な標的になる。 

DNAに対する電離放射線の効果は、直接効果と間接効果に分けられる（図 11）。

間接モデルでは、化学的に反応性の自由電子が電離により形成され、DNA らせん

に近接（10～20 Å）する水分子と反応する(30, 31)。ヒドロキシルラジカル（OH・）

などのフリーラジカルは、DNAと化学的に反応して DNA傷害をおこす。一方、直

接モデルでは、反応性自由電子の吸収が直接に DNA内でおこり、中間のフリーラ

ジカルの段階を経ずに局所的な損傷をおこす。間接および直接傷害は、DNA の 1

本鎖および 2本鎖切断の集積、DNA塩基傷害、DNA-DNAまたは DNA-タンパク質

架橋結合を誘導しうる。これらは局所的な多数の損傷部位（locally multiply damaged  
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図 11. 放射線による DNA傷害 

（「がんのベーシックサイエンス」より抜粋） 

図 12. DNA 傷害に対する細胞応答～ATM経路 

（「がんのベーシックサイエンス」より抜粋） 
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site: LMDS）として発生しうる。1つの細胞内において吸収線量 1 Gyあたりおよそ

10
5の電離が発生し、約 1,000～3,000 の DNA-DNA または DNA-タンパク質架橋結

合、1000の DNA塩基の損傷、500~1,000の 1本鎖 DNA切断、20~50 の 2本鎖 DNA

切断がもたらされる（すなわち、大部分の電離現象は DNA損傷をひきおこさない）。

これらの DNA 損傷の大部分は、さまざまな DNA 修復経路によって修復可能であ

る。 

 

1. 7. 2 放射線に対する分子・細胞学的反応 

細胞は、電離放射線に対して細胞周期の進行を遅らせることで反応する。この

遅れによって、DNA の複製または分裂の前に細胞で DNA傷害を修復することが可

能になり、その後の細胞世代における遺伝的不安定性が防止されていると考えられ

ている(32)。一定時間ののち、生存細胞は再び分裂期に入るが、この時間は分裂遅延

といわれる。分裂遅延は、G2 期における細胞周期進行のブロックによる影響がも

っとも大きく、G1 期と S 期の細胞でもおこる。細胞周期の異なる細胞は、異なる

放射線感受性も持っている。S 期後期が最も放射線抵抗性で、G2/M 期の細胞が最

も放射線感受性である。 

ATM（ataxia telangiectasia mutated）タンパク質は、細胞周期の 3つの相すべて

においてチェックポイント経路を初期化する役割を果たしている。放射線照射後の

G1細胞周期停止は、正常な ATM-p53/Cdc25A 経路に集中し、サイクリン Dおよび

E 複合体の活性の減弱に集中する。（図 12）これは、G1/S 間における Rb タンパク

質の継続した低リン酸化を誘導し、DNA 複製開始を阻止する。この放射線誘導性
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G1 停止は、機能的 p53、ATM または Rb タンパク質を欠損する細胞では抑制され

る(33, 34)。また、S 期のチェックポイントは、ATM が媒介する転写因子 BRCA１、

NBS1、SMC1 のリン酸化によって制御される。さらに放射線治療後の G2遅延には、

サイクリンBの減少やChk1キナーゼの放射線誘導性活性化などにより制御される。

ATM機能を欠落している細胞は、照射後の G2チェックポイントの欠陥を示す。 

 

1. 7. 3 低酸素と放射線応答 

細胞に対する放射線照射の生物学的効果は、酸素により増強される。具体的な

機序については不明な点があるが、前述のように、酸素は放射線照射により発生す

るラジカルと相互作用し、修復困難な傷害を DNAにもたらす。この生物学的効果

が生じるには、酸素が放射線照射と同時または数ミリ秒以内に細胞に存在しなけれ

ばならない。大気中で放射線照射される細胞は、著しい低酸素状態で照射される細

胞に比較して約 3倍の感受性を示す。極度の低酸素状態では細胞は抵抗性を示すが、

酸素濃度の増加につれて感受性は急激に増大し、約 35 μmol/l（酸素分圧 25 mmHg）

を超えると最大となる。 

一般的な癌細胞の微小環境の特徴としては、低栄養、低い細胞外 pH、高い間

質組織液圧（interstitial fluid pressure: IFP）および低酸素状態である。低酸素状態で

は、例えば血液の酸素運搬能に関わるエリスロポエチンや、血管内皮増殖因子

（vascular endothelial growth factor: VEGF）のような血管新生に関連する遺伝子は、

上向きに調節される。このような低酸素状態で調節される遺伝子の多くは、転写因

子の低酸素誘導性因子 1（hypoxia inducible factlr-1: HIF-1）をプロモーター領域に持
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っているとされている。HIF-1は低酸素に曝露された細胞で高度に発現し、しばし

ば腫瘍で過剰に発現している。HIF-1は HIF-1αと HIF-1β のヘテロダイマーである

が、とくに HIF-1α は酸素存在下では非常に不安定で、短時間で分解される。この

ため、HIF-1αを低酸素のマーカーとして用いることができる。 

 

1. 8 分子生物学的バイオマーカーと癌 

癌の転移は転移カスケードと呼ばれる多数のステップを経て成立する(35)。これ

らのステップが成立するには、癌細胞と周囲の細胞、細胞外マトリックスとの相互

作用が重要な役割を担っている。近年、これらにおいて重要な役割を担う vascular 

endothelial growth factor（VEGF）、transforming growth factor-β（TGF-β）、tumor necrosis 

factor α（TNF-α）、matrix metalloproteinase（MMP）などの分子を標的とした分子標

的薬が開発されてきた。特に、VEGFに対する抗体阻害薬であるベバシズマブは切

除不能・再発の大腸癌に対する一次療法において標準療法となっており、扁平上皮

癌を除く切除不能な進行・再発の非小細胞肺癌に対しても承認が追加されている。

ベバシズマブは、転移性の胃食道接合部並びに胃の腺癌に対して CDDP、カンプト

ポテシン併用療法の効果をみた第 II 相試験で、明らかな化学療法への上乗せ効果

が示されている(36)。今後も食道癌の治療における分子標的薬の導入が検討されてい

くものと考えられる。 

このように腫瘍における分子生物学的バイオマーカーの意義は非常に大きい

と考えられている。乳癌を筆頭に個別化医療が進む現在、腫瘍の性格や微小環境を

理解することは、適切な医療が行われ予後が改善する一助となるはずである。 
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また、癌に関わる因子は 1つの経路ではなく、多方面に広がっている(37)。細胞

周期の脱制御もそのひとつである。ここ 10 年来の研究により、有限な寿命の正常

細胞と癌由来細胞における細胞周期制御分子の比較から、癌の発生過程で細胞周期

が必ず脱制御されていることが明らかになっている。細胞周期タンパク質の脱制御

は、多くの場合、患者の予後と深く関連している。細胞周期関連タンパク質として

は、p53、p21、p16、Cyclin-D1 などがあげられる。p53はアポトーシスおよび細胞

周期関連タンパク質をコードする遺伝子として最も有名な癌抑制遺伝子の 1 つで

ある(38-40)。また、p21 タンパク質および p16 タンパク質も細胞周期調節、特に G1

期停止に寄与する。細胞周期を回転させる役割の cyclin の働きを阻害することによ

って G1期停止させる。 

癌とアポトーシスの関係も非常に重要である。アポトーシスを異常に抑制した

り、逆に亢進したりする細胞死経路が制御不能になると癌や自己免疫性疾患、神経

変性疾患の原因となる(41)。Bcl-2 は抗アポトーシス遺伝子であり、アポトーシスの

制御に関わる。その産物は二量体を形成し、bcl-2 の発現増加はアポトーシスの阻

害に関与している。アポトーシスを阻害するため、癌遺伝子である可能性もあると

される。 

また、癌の多くは、炎症を母地として発生する。食道癌においても、慢性の逆

流性食道炎は食道胃接合部癌のリスクであるし、アルコールやタバコなどがリスク

となるのも、慢性炎症が関与している。このように、炎症と発癌は密接な関係を持

っているが、炎症からの発癌についてはさまざまな経路が考えられている。炎症性

サイトカインは増殖因子の nuclear factor kappa B（NF-κB）を活性化させ、NF-κB
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は cyclooxygenase-2（COX-2）を強く活性化させる。 

癌の性質を細かく認識するために、分子の動きに着目することが重要であると

考えられる。食道癌における分子生物学的バイオマーカーの過去の報告を表 1に示

す。 
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First author Therapy Pathology N Conclusion 

Okumura H
*1 CRT SqCC 62 p53↓p53R2↓でCRT高感受性

Miyazaki T
*2 CRT or RT SqCC 61

p53↑で低感受性

p21↑Hsp27↓Hsp70↓で高感受性

R Langer
*3 S AC 137 EGFR↓でOS↓

Gotoh M*4 CRT SqCC 62 EGFR↑でCR↑

Sarbia M
*5 NA-CRT SqCC 94 p53, EGFR, ATM, CHK2は予後との相関なし 

Ressiot E
*6 CRT SqCC / AC 56 Ki67↑でCR↑

Yamasaki M
*7 NAC SqCC 77 p53変異でOS↓

Luo KJ
*8 S SqCC 134 VEGF↑でOS↑

Wang QM
*9 S SqCC 132 ERβ↑でDFS↑

Akutsu Y
*10 NA-CRT SqCC 58 COX2陽性でCRT耐性 

Na Zhan
*11 S SqCC 145 HER-2陰性のほうが予後良好 

Abbreviation: CRT = chemoradiotherapy, RT = radiotherapy, NA-CRT = neoadjuvant chemoradiotherapy,

S = surgery, SqCC = squamous cell carcinoma, AC = adenocarcinoma, CR = complete response, 

DFS = disease-free survival

表 1.  食道癌におけるバイオマーカーに関する過去の報告 
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2. 予備研究「食道扁平上皮癌において根治的化学放射線療法を施行した 10 症例に

ついての 16 種類の分子生物学的バイオマーカーと臨床成績の関係」 

 

2. 1 目的 

食道癌の予後因子、とくに化学放射線療法における予後因子を特定するために、

まず、筆者らは過去の文献で予後因子となる可能性があるとされている各種分子生

物学的バイオマーカーを抽出した。過去の報告を参考に、16 種類のバイオマーカ

ー、すなわち p53
(42-44)、p21

(45)、molecular immunology borstel-1（MIB-1、Ki-67）(43, 

46)、p16
(47)、Cyclin-D1

(43, 48, 49)、E-cadherin
(49)、Bcl-2

(42)、TNF-α 
(50)、NF-κB 

(51)、TGF-β 

(52)、MMP-7
(53)、COX-2

(54, 55)、epidermal growth factor receptor（EGFR）(56)、human 

epidermal growth factor receptor type 2（HER-2）、estrogen receptor（ER）、HIF-1αに

ついて検討した。予備的研究であり、症例は 10 症例（生存例 5 例、死亡例 5 例）

に限定した。これらのバイオマーカーについての過去の報告は術前化学放射線療法

症例や手術単独症例含んでいる場合が多く、根治的化学放射線療法を対象とした研

究はほとんどない(57)。術前化学放射線療法+手術の場合や、手術単独症例の場合と、

根治的化学放射線療法の場合にはそもそも異なる治療法であり、それぞれの場合で

予後因子の種類や臨床成績との相関の程度は異なると考えられる。とりわけ、手術

に比べ化学放射線療法では、腫瘍の性質により奏効率が変わると考えられる。治療

前に根治化学放射線療法に適した症例を分別することができれば、食道を温存し、

手術侵襲を与えずに、しかも成績が劣らない治療を行うことができることになる。

このため、根治的化学放射線療法により適している症例を抽出することこそが予後
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因子探究の主目的となる。以上より、根治的化学放射線療法に特化して、その予後

因子を検討することは、非常に重要である。 

さらに、臨床成績と相関するようなバイオマーカーを発掘することは、将来的

に分子標的薬の標的となる可能性もあり、新たな治療法を見出すきっかけになるか

もしれない。 

 

2. 2 対象と方法 

2. 2. 1 症例 

当院で 2000年 6月から 2010年 6月に根治的化学放射線療法を施行した食道扁

平上皮癌 197例のうち、当院で治療前の生検を施行し、かつパラフィンブロックが

保存されている患者の中から、新規に薄切するのに十分な量の検体がある 10例（生

存例 5例、死亡例 5 例）を選択し、研究対象とした。症例の一覧を表 2に示す。症

例は、4 例の治療奏効例と、6 例の再発例からなる。これらの症例の病期は AJCC

の TNM 分類第 5 版(58)に基づいて決定した。初診時の病期診断は、病歴、問診、

血液検査、胸部 X線検査、上部消化管内視鏡検査、胸部および上腹部 CT検査、食

道および胃透視検査、呼吸機能検査によって行った。脳の CT 検査や MRI 検査、

骨シンチグラフィ検査は臨床的に転移が疑わしいときにのみ施行した。症例には、

切除不能食道癌（進行例、高齢者、合併症を有する例）に加え、患者本人が手術を

拒否したために根治的化学放射線療法が施行された症例も含めた。 
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2. 2. 2 化学放射線療法 

東京大学医学部附属病院で施行する放射線療法については、序文でも触れたが、

この研究に含まれる全患者には、予防リンパ節領域への照射（elective nodal 

irradiation: ENI）を含む放射線治療を施行した（図 7）。照射線量は 1回 1.8 Gy×28

回、合計 50.4 Gy を 5.6 週間にわたって照射した。治療計画用 CT は自由呼吸下で

撮像した。全食道（食道入口部から胃食道接合部まで）を CTV とし、CT 検査や

PET 検査などで臨床的に転移が疑われる M1a までのリンパ節も CTV に含んだ。

PTV は CTV に 5～10 mm のマージンをつけて作成した。照射計画は全例で CT を

用いた 3DCRTで行った。前後方向および斜入方向の少なくとも 4 門以上の多門照

射を用いた。前後方向により重みづけをし、斜入方向で脊髄を避けるような計画と

した。必要に応じて、前後・斜入以外に 1～2 門の照射野内照射法（Field-in-field

法）を用いて追加した。放射線治療は 6～10MVの X線外照射で行った。 

全患者は放射線療法と同時に化学療法を併用した（図 13）。化学療法は 5-FU

を 800 mg/m
2
/日の用量で第 1～4日目と第 29～32日目に持続点滴し、同時にネダプ

ラチン（NDP）を 80 mg/m
2
/日の用量で第 1 日目と第 29日目にボーラスで点滴投与

した。化学療法開始第 1日目に同時に放射線治療を併用した。化学放射線療法終了

後、補助治療として、同様の化学療法を 28 日目までを 1サイクルとして、1～2サ

イクル追加した。この補助化学療法は、十分な骨髄機能や全身状態（performance 

states: PS）があり、拒否しなかった患者に施行した。 
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2. 2. 3 経過観察 

患者は化学放射線療法から 1ヵ月後の外来診察ののち、2年までは 3ヵ月ごと、

以後は 6ヵ月ごとに定期的な診察を受けた。診察ごとに胸部レントゲンと血算、生

化学と腫瘍マーカーSCC の血液検査を実施し、胸部上腹部 CTを少なくとも 6ヵ月

ごとに実施し、臨床的に転移が疑われた場合にはその都度検査を行った。内視鏡検

査は治療後 2年までは 3ヵ月ごとを目安に施行した。 

 

2. 2. 4 免疫染色 

  対象として、治療前の内視鏡検査の際に採取され、10%中世緩衝ホルマリンに

て固定され、パラフィン包埋されて保存されている腫瘍検体を用いた。パラフィン

ブロックを厚さ 4μm に薄切してスライドを作成した。スライドは脱パラフィンの

のち、各種抗体に応じた前処置で抗体賦活化処理された。使用した 16 種類の抗体

の種類と前処置の手法について表 3に示す。自動染色機を使用し、水洗したのちに

ヘマトキシリンで核染色を行った。 

  免疫染色の判定は 2 名の医師によって行い、半定量的手法である IRS

（immunoreactive scoring）システム(59)を採用した（図 14）。スコアは染色強度と範

囲によって判定される。染色強度を 0から 3の 4段階（0 = 不染、1 = 弱、2 = 中

等度、3 = 強度）に判定し、染色範囲を 0 から 4の 5段階で判定する（0 = 不染、

1 = 1～10%、2 = 11～50%、3 = 51～80%、4 = 81～100%）。IRS スコアはこの染色強

度と染色範囲を積算することによって算出し、その範囲は 0 から 12 となる。IRS

スコアでは 0を陰性、1～4を弱陽性、5～8 を中等度陽性、9～12を強陽性とする。 
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Staining
quantity

Staining

intensity
0 = negative 1 = weak 2 = intermediate 3 = strong

IRS score = proportion score × intensity score (range 0–12)

0 1 (～10%) 2 (11~50%) 3 (51~80%) 4 (81~100%)

図 14.  IRS システムと IRS スコア 
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  今回の研究では、低発現か高発現かを判定するにあたり、カットオフ値を以下

のように定めた。 

a） p53、p16INK4A、Cyclin-D1、E-cadherin、TGF-β、MMP-7、COX-2、

EGFR、and HIF-1α: 低発現= 0-2; 高発現= 3-12. 

b） Bcl-2 and HER-2: 低発現= 0-8; 高発現= 9-12. 

c） MIB-1（Ki-67）: 低発現= 0-3; 高発現= 4-12. 

d） p21、ER、and TNF-α: 低発現= 0-3; 高発現= 4-12. 

e） NF-κB: 低発現= 0-11; 高発現= 12. 

 

2. 2. 5 統計解析 

臨床成績および染色結果の関係の統計解析には、症例数が 10 例と少なく、フ

ィッシャーの正確性検定を用いた。染色結果のそれぞれ 2項目ずつの組み合わせに

おいて、ピアソンの積率相関係数を求めて相関性を評価した。 

生存解析（全生存率 OS、局所制御率 LC、無病再発率 DFS）はカプラン・マ

イヤー法により評価し、2群間の比較はログランク検定を用いた。生存期間は化学

放射線療法の第 1日目から起算して、患者死亡または 2012年 2月 28日までの期間

を算出した。局所制御率は遠隔転移による再発を最初にきたした患者では、局所再

発を認めない限り局所制御群に含み、局所再発をした時点をもって局所制御失敗群

に分類した。局所再発しないまま死亡した症例は打ち切り例とした。なお、局所残

存症例は局所再発期間を 0 日とした。統計解析は SAS 社の StatView for Windows 

Version5.0を使用し、p値 0.05以下をもって有意とした。 
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2. 3 結果 

2. 3. 1 症例 

  10 例の年齢中央値は 68.1 歳、範囲は 46 歳から 80 歳であった。原発巣の位置

は、胸部中部食道癌が 2 例、胸部下部食道癌が 8 例であった。病期は I 期から IV

期までを含んでいた。生存 5例における追跡期間中央値は 76.2ヶ月（+/- 24.8ヶ月）

であった。 

 

2. 3. 2 免疫染色 

  16種類の 1次抗体に対する免疫染色の結果を表 4と図 15に示す。 

  また、各抗体間の相関についても調査した（図 16）。有意な相関を認めた抗体

は以下のとおり：p53 vs. Cyclin-D1 （r = 0.791、p = 0.045）、EGFR vs. p53 （r = 0.803、

p = 0.0034）、MIB-1 vs. p21 （r = 0.752、p = 0.0097）、HER-2 vs. ER （r = 0.823、p = 

0.020）、TNF-α vs. p21 （r = 0.739、p = 0.012）、TGF-β vs. COX-2 （r = 0.714、p = 0.018）、

TGF-β vs. HIF-1α （r = 0.730、p = 0.014）、and COX-2 vs. HIF-1α （r = 0.794、p = 0.0042）。 

 

2. 3. 3 臨床成績 

  16種類の抗体を 2. 2. 4 の項に示したカットオフ値で 2群に分け、生存分析を

行った（表 5）。生存分析は全生存率 OS（overall survival）（図 17）、局所制御率 LC

（local control）（図 18）、無再発生存率 DFS（disease free survival）（図 19）につい

て分析した（TNF-αについては全例陰性であったため、生存分析できなかった）。

2年生存率は、MIB-1 高発現群 （MIB-1 IRS >= 9） と低発現群 （MIB-1 IRS < 9）
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では 71% vs. 0%（p = 0.019）で、有意差を認めた。また、NF-κB高発現群 （NF-κB 

IRS = 12）と低発現群（NF-κB IRS < 12）では 0% vs. 100%（p < 0.018）で、有意差

を認めた。 

  2年局所制御率は、HER-2高発現群および ER 高発現群（HER-2 IRS >= 3、ER 

IRS >=4） と低発現群（HER-2 IRS = 1 or 2、ER IRS <4）でいずれも 0% vs. 88% （+/- 

12%） （p = 0.027）であった。HER-2と ER はいずれも 10例中 1 例で高発現を示

したが、これは同一患者であったため、結果が同一のものとなった。無再発生存率

でも同様に、HER-2 高発現群と ER 高発現群はともに低発現群に比べて有意な差を

示した。2年無再発生存率は高発現群対低発現群で、0% vs. 56%（+/- 17%）（p = 0.027）

であった。また、2年無再発生存率については、NF-κB高発現群対低発現群で 0% vs. 

80% （+/- 18%） （p = 0.018）であり、有意な差を認めた。 

  以上のMIB-1、NF-κB、HER-2、ER 以外の 12種類のバイオマーカー、すなわ

ち p53、p21、p16INK4A、Cyclin-D1、E-cadherin、Bcl-2、TNF-α、TGF-β、MMP-7、

COX-2、EGFR、HER-2、ER、および HIF-1α の抗体については、生存分析において

有意な差を認めなかった。 
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図 15.  16 種類のバイオマーカーの陽性例 

TNF-αは全例陰性のため陰性群を提示 

Pt No. 6 p53 x200 Pt No. 6 p21 x200 Pt No. 8 MIB-1 x200 Pt No. 6 p16 x200

Pt No. 2 
E-cadherin x200

Pt No. 8 
Cyclin-D1 x200

Pt No. 7 bcl-2 x200 Pt No. 2 TNF-α x200
＊全例陰性

Pt No. 6 NF-κB x200 Pt No. 2 TGF-β x200 Pt No. 6 MMP-7 x200 Pt No. 6 COX-2 x200

Pt No. 9 EGFR x200 Pt No. 8 HIF1-α 
x200

Pt No. 9 HER-2 
x200

Pt No. 9 ER x200
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IRS No. 2y-OS SD p value 2y-LC SD p value 2y-DFS SD p value

IHC score log-rank log-rank log-rank

bcl-2

High (3-12) 3 67 27 0.55 67 27 0.19 67 27 0.85

Low (0-2) 7 43 19 83 15 43 19

cyclinD1

High (6-12) 7 43 19 0.38 69 19 < 0.19 43 19 0.32

Low (0-5) 3 67 27 100 0 67 27

E-cadherin

High (6-12) 8 50 18 0.76 73 17 < 0.90 50 18 0.75

Low (0-5) 2 50 35 100 0 50 35

EGFR

High (6-12) 5 60 22 0.57 80 18 0.75 60 22 0.67

Low (0-5) 5 40 22 80 18 40 22

MIB-1

High (9-12) 7 71 17 0.019* 71 17 < 0.83 71 17 0.90

Low (0-8) 3 0 0 100 0 0 0

p53

High (6-12) 8 50 18 0.76 73 17 < 0.98 50 18 0.75

Low (0-5) 2 50 35 100 0 50 35

HER-2

High (3-12) 1 0 0 0.22 0 0 0.027* 0 0 0.027*

Low (0-2) 9 56 17 88 12 56 17

ER

High (4-12) 1 0 0 0.22 0 0 0.027* 0 0 0.027*

Low (0-3) 9 56 17 88 12 56 17

p16

High (6-12) 7 50 18 0.75 75 15 < 0.23 50 17 0.95

Low (0-5) 3 50 35 100 0 50 35

TNF-α

High (4-12) 0 ― ― ― ― ― ― ― ― ―

Low (0-3) 10 ― ― ― ― ― ―

p21

High (4-12) 6 50 20 0.70 67 19 < 0.16 50 20 0.65

Low (0-3) 4 50 25 100 0 50 25

TGFβ

High (6-12) 7 44 17 < 0.17 76 15 0.34 44 17 0.19

Low (0-5) 3 100 0 100 0 100 0

NF-kB

High (12) 5 0 0 < 0.0018* 53 25 0.11 0 0 0.0018*

Low (0-11) 5 100 0 100 0 80 18

MMP-7

High (6-12) 9 44 17 < 0.90 76 15 < 0.66 44 17 < 0.92

Low (0-5) 1 100 0 100 0 100 0

COX-2

High (6-12) 7 43 19 0.38 69 19 0.93 43 19 0.88

Low (0-5) 3 67 27 100 0 67 27

HIF-1α

High (6-12) 7 29 17 < 0.19 69 19 0.74 29 17 0.19

Low (0-5) 3 100 0 100 0 67 27

Abbreviation : IHC = Immunohistochemistry, IRS = immunoreactive score, OS = overall

survival,                  LC = local control, DFS = disease free survival, SD = standard deviation.

表 5.  各種バイオマーカーと臨床成績の関係 
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図 17.  全生存率のカプラン・マイヤー曲線 

（予備研究） 
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局所制御率のカプラン・マイヤー曲線 
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3. 研究 1「食道扁平上皮癌において根治的化学放射線療法を施行した 93 例につい

ての HER-2、p53、MIB-1、HIF-1αの発現と臨床成績の関係」 

 

3. 1 目的 

  前述した予備研究「食道扁平上皮癌において根治的化学放射線療法を施行した

10症例についての 16種類の分子生物学的バイオマーカーと臨床成績の関係」をふ

まえ、p53、MIB-1、HER-2、HIF-1αについて、症例数を拡大して同じ内容の後ろ

向き調査を施行した。 

 

3. 2 対象と方法 

3. 2. 1 症例 

東京大学医学部附属病院で 2000年 6月から 2010年 6月に根治的化学放射線療

法を施行した食道扁平上皮癌 197例のうち、同院で治療前の生検を施行し、かつパ

ラフィンブロックが保存されている 128例を抽出した。さらにその中から、新規に

薄切するに十分な量のある 93例を決定した。前章の予備研究の対象患者 10例もこ

の 93例の中に含み、新たに薄切を行い、他切片と同様に染色し検鏡した。 

病理組織学的に扁平上皮癌が確定されているものを対象とした。これらの症例

の病期は AJCC の TNM 分類第 5 版(58)に基づいて決定した。AJCC の TNM 分類の

2002 年に第 6 版へ、2007 年に第 7 版へ改定されているが、この調査にあたり、対

象症例が 2000 年治療例（当時は第 5 版）を含むことから、全症例の病期を第 5 版

に則り判定を見直した。初診時の検査は、病歴、問診、血液検査、胸部 X線検査、
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上部消化管内視鏡検査、胸部および上腹部 CT検査、食道および胃透視検査、呼吸

機能検査を全症例に施行した。脳の CT 検査や MRI 検査、骨シンチグラフィ検査

は臨床的に転移が疑わしいときにのみ施行した。腫瘍長は内視鏡検査で評価し、狭

窄や閉塞のために内視鏡が通過しない症例など、内視鏡検査で腫瘍長の評価が困難

な症例では、食道造影検査を用いて判定した。しかし狭窄や閉塞が高度な症例では、

食道造影検査でも腫瘍長の評価が困難であったり、誤嚥リスクが高いために施行さ

れていなかったりする場合には、胸部上腹部 CT 検査を参考にした。症例には、

T4/M1（Lym）症例などの切除不能食道癌に加え、患者本人が手術を拒否したため

に根治的化学放射線療法が施行された症例も含めた。切除不能食道癌の中には、高

齢や合併症のために手術困難と判定された症例も含まれた。 

なお、この研究は人体材料を使用するため、東京大学医学部附属病院倫理委員

会にて審査をうけ、審査番号 3669で承認されている。 

 

3. 2. 2 化学放射線療法 

化学放射線療法の方法は前章で述べたとおり。全食道＋予防的リンパ領域

（ENI）に 50.4 Gy/28 分割/5.6 週間の放射線外照射を施行した。化学療法は 5-FUと

ネダプラチン（NDP）を併用した。 
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3. 2. 3 経過観察 

前章の予備研究と同様に行った。 

経過観察中に転移・再発をきたした症例については、救済手術や化学療法、孤

発肺転移巣への体幹部定位照射（stereotactic radiotherapy: SRT）を適宜施行した。 

 

3. 2. 4 免疫染色 

治療前の内視鏡検査の際に採取され、10%中性緩衝ホルマリンにて固定され、

パラフィン包埋されて保存されている腫瘍検体を用いた。生検検体は多くの場合複

数採取されており、大きさに応じて 1~4 個ずつパラフィンブロックに包埋される。

このため、ひとつの症例で複数のパラフィンブロックが存在する。このような場合

には、病理医の判断により、より適切な検体と考えられるブロックを選択し、ひと

つの症例につきひとつのパラフィンブロックを選択して使用した。すなわち、症例

によって 1~4個ずつの染色を行った。パラフィンブロックを厚さ 4μm に薄切して

スライドを作成した。免疫染色（図 20）に用いた 1次抗体は、p53、MIB-1、HER-2、

HIF-1αの 4 種類である。それぞれの性質（モノクローナル抗体、ポリクローナル

抗体、作成動物、メーカーなど）と賦活化のための前処置の詳細を表 6に示す。p53、

MIB-1、HER-2については自動染色機 BenchMarkXT（Roche®（Ventana®））（図 21）

を用いた。HIF-1α については附記に記すような条件検討を行い、最適と考えられ

る条件で染色を行った。HIF-1αの染色では 1 次抗体の反応時間が一晩必要であり、

自動染色機ではなくマニュアルで染色を行った。すべての染色は免疫染色後、緩衝

液を水洗したのちに、ヘマトキシリンで核染色を行った。そののち、エタノール・
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キシレンで脱水・透徹し、封入した。 

免疫染色の判定は、2名の医師によって行った。p53およびMIB-1 については

前章に示した IRS（immunoreactive scoring）システム（図 14）を採用し、半定量的

に評価した。前述のとおり、IRS システムでは染色強度（0 から 3 の 4 段階）と染

色範囲（0 から 4 の 5段階）を積算することにより、IRS スコア（0 から 12）を算

出するものである。低発現/高発現の判定は、p53は IRS スコア 0 から 3を低発現、

4 以上を高発現とし、MIB-1 は IRS スコア 0 から 4 を低発現、6 以上を高発現とし

た（積算で算出するスコアなので 5は存在しない）。 

HER-2 および HIF-1α の評価は経験ある病理医を含む 2 名の医師で行った。

HER-2 の評価については胃癌の生検検体における HER-2 判定基準（表 7）を参考

に（胃癌では切除標本と生検検体で判定基準が異なる）、陰性と陽性に判定した。

HER-2 抗体では正常および腫瘍組織の一部の核および細胞質に交差性反応を認め

るが、胃癌の場合と同様、細胞膜への反応性のみを対象とし、細胞質や核への反応

は対象外とした。一方、HIF-1α の評価は 0、1+、2+の 3 段階で行い、0 を陰性、

1+および 2+を陽性とした。 

前述のように、１症例あたり複数の生検個数が存在しうるが、p53およびMIB-1

については、１つのパラフィンブロック内の複数の生検検体を通して 1症例あたり

の腫瘍部分における発現状況を検討し IRS を用いて半定量的に評価した。HER-2

および HIF-1F の評価については、前述の胃癌 HER2 検査ガイド同様、陽性染色の

ある癌細胞クラスターが１つでもあれば陽性と判断した。 

なお、判定の際には患者の臨床情報と照らし合わせることなく判定を行った。 
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図 20.  免疫染色 ABC 法の手順. 

免疫組織化学（ABC 法） 

1. 脱パラフィン（キシレン、エタノール各 4槽ずつ 3分ずつ）、流水水洗 

2. 抗原の賦活化 

＊賦活化溶液    ＊方法 

pH6 クエン酸 buffer   オートクレーブ 121℃10分 

pH7クエン酸 buffer   ウォーターバス 95℃40分 

pH8 EDTA    マイクロウェーブ 100℃15分 

蛋白分解酵素 

トリプシン 室温 20分 

プロテアーゼ K 室温 20分 

3. 熱処理の場合、室温程度まで冷却 

4. 流水水洗、乾燥、切片のまわりをパップペンで囲む 

5. 正常ヤギ血清 室温 20分 

6. 一次抗体 室温 90分または 4℃一晩（今回 HIF-1αでは室温一晩） 

7. TBS洗浄 3分×3回 

8. 内因性 PODの処理 3%過酸化水素水加 TBS 室温 10分 

9. 流水水洗（短めに） TBS洗浄 3分×1回 

10. ビオチン標識二次抗体（一次抗体を作成した動物による） 室温 30分 

11. TBS洗浄 3分×3回 

12. ABC試薬室温 30分（使用 30分前には調製） 

13. TBS洗浄 3分×3回 

14. DAB発色 

15. 流水水洗 

16. ヘマトキシリンで核染色 

17. 流水水洗、色だし 

18. 脱水（エタノール）、透徹（キシレン）、封入 
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胃癌トラスツズマブ病理部会　HER2検査ガイド胃癌編

判定強度
スコア

切除標本の染色パターン 生検標本の染色パターン
HER2過剰発現

判定

0
細胞膜に陽性染色なし、あるいは
細胞膜の陽性染色がある癌細胞が1
切片に10%未満である。

陽性染色なし、あるいは細胞膜
の陽性染色がある癌細胞なし

陰性

1+

弱/ほとんど識別できないほどかすか
な細胞膜の染色がある癌細胞が1切
片に10%以上認められる。
癌細胞は細胞膜のみが部分的に染
色されている。

癌細胞の染色割合に関係なく、
弱/ほとんど識別できないほど
かすかな細胞膜の陽性染色が
ある癌細胞クラスターが1つ以
上ある。

陰性

2+
弱～中程度の完全な基底側または
側方の細胞膜の陽性染色がある癌
細胞が1切片に10%以上認められる。

癌細胞の染色割合に関係なく、
弱～中程度の完全な基底側ま
たは側方の細胞膜の陽性染色
がある癌細胞クラスターが1つ
以上あり

境界域

3+

強い完全な基底側または側方の細胞
膜の陽性染色がある癌細胞が１切片
に10%以上認められる。
全周性に認められない場合ある。

癌細胞の染色割合に関係なく、
強い完全な基底側または側方
の細胞膜の陽性染色がある癌
細胞クラスターが1つ以上あり

陽性

図 21.   

自動染色機 BenchMarkXT（Roche®（Ventana®）） 

 

 

 

↓ 表 7.  胃癌 HER-2判定ガイド 
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3. 2. 5 統計解析 

生存分析（全生存率 OS、局所制御率 LC、無病再発率 DFS）はカプラン・マ

イヤー法により評価し、2群間の比較はログランク検定を用いた。生存分析は、各

バイオマーカーの染色結果および、年齢・性別・原発巣占拠部位（Ce/Ut/Mt/Lt）・

腫瘍長・T ステージ・病期について行った。また、バイオマーカー陽性/陰性群の

背景因子の比較は χ2 検定を用いて行い、この際には必要に応じてイエーツの補正

を使用した。背景因子としては、他のバイオマーカーの発現状況・年齢・性別・原

発巣占拠部位（Ce/Ut/Mt/Lt）・腫瘍長・Tステージ・病期を調査した。多変量解析

は単変量解析で有意と思われた項目について検討し、比例ハザードモデルを用いた。 

なお、T ステージの分析にあたっては、T1・T2・T3・T4 の 4 段階の分析のほ

かに、T1/T2 vs. T3/T4 の 2群比較も行った。病期の分析にあたっては、I期・II/III

期・IV期の 3群比較のほか、I期 vs. II/III/IV期の 2群比較と、I/II/III期 vs. IV期

の 2群比較を行った。この目的は、3群以上の群分けをすることにより 1群あたり

の症例数が減じてしまい、その差を統計学的に過小評価してしまうことを避けるた

めである。 

生存期間は化学放射線療法の第 1 日目から起算して、患者死亡または 2012 年

6 月 30 日までの期間を算出した。局所制御期間は遠隔転移による再発を最初にき

たした患者では、局所再発を認めない限り局所制御群に含み、局所再発をした時点

をもって局所制御失敗群に分類した。統計解析は SAS 社の StatView for Windows 

Version5.0を使用し、p値 0.05以下をもって有意とした。 
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OS

LC

DFS

Characteristics of all patients

Factors (n=93) %

Age average  67 y.o. (range:41 - 86)

<65 y.o. 37 40%

>=65 y.o. 56 60%

Sex Male 84 90%

Female 9 10%

Location Ce 7 8%

Ut 15 16%

Mt 46 49%

Lt 25 27%

TumorLength =<5cm 39 42%

>5cm 54 58%

T-stage 1 21 23%

2 12 13%

3 34 37%

4 26 28%

Stage I 17 18%

II 19 20%

III 27 29%

IV 30 32%

Abbreviations :
Ce = cervix, Ut = upper thoracic, 
Mt = middle thoracic, Lt = lower thoracic.

表 8.  93 例の患者背景 

 

 

 

 

図 22.  全 93例の臨床成績 

 

 

 

時間（月） 
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3. 3 結果 

3. 3. 1 症例 

年齢は平均 67 歳（範囲：41～86歳）で、男性 84例（90%）、女性 9例（10%）

であった（表 8）。原発巣の位置はCeから Ltまで含み、Ce 7例（8%）、Ut 15例（16%）、

Mt 46 例（49%）、Lt 25 例（27%）とMt が最多であった。腫瘍長が 5cm 以下の症例

は 39例（42%）、5cm より大きい症例は 54例（58%）であった。Tステージは TNM

分類の T 因子であるが、T1 から T4 までを含む。病期は I から IVまでで、I 期は

17例（18%）、II期は 19例（20%）、III期は 27例（29%）、IV期は 30例（32%）

であった。化学放射線療法の適応理由は、切除不能食道癌（IV期）は 30例（32%）、

75 歳以上の高齢が 18 例（19%）（高齢かつ IV 期の 3 例を除く）、合併症が 40 例

（43%）、手術拒否が 5例（5%）。 

全体の生存期間中央値（MST: Median survival time）は 18.6ヶ月（95%信頼区

間；15.2-22.0ヶ月）、生存者の追跡期間中央値は 37ヶ月（範囲：11～130ヶ月）で

あった。2年、3年、5 年全生存率はそれぞれ 39%（+/-5%）、34%（+/-5%）、23%（+/-5%）

であり、2年、3年、5 年局所制御率はそれぞれ 53%（+/-6%）、50%（+/-6%）、39%

（+/-6%）、2年、3年、5年無再発生存率はそれぞれ 35%（+/-5%）、30%（+/-5%）、

30%（+/-5%）であった（図 22）。 

  全 93 例のうち、経過中に救済手術または救済内視鏡的粘膜下層剥離術

（endoscopic submucosal dissection：ESD）を施行された症例は 16例で、救済手術の

みが 12例、ESD のみが 2例、アルゴンプラズマ凝固療法（argon plasma coagulation：

APC）が 1例、ESD 施行後に続けて救済手術を施行された症例が 1 例であった。救
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済処置を受けた症例を表 9 に示す。救済処置後の生存期間中央値は 10.1 ヶ月（範

囲：1.2～37.7 ヶ月）であった。 

 

3. 3. 2 免疫染色 

  免疫染色の結果を図 23 に示す。各バイオマーカーの高発現率（陽性率）はそ

れぞれ p53で 69%、MIB-1で 54%、HER-2 で 14%、HIF-1αで 67%であった。 

 

3. 3. 3 統計学的解析 

  各バイオマーカーの発現についての生存分析の結果を表 10 に示す。2 年生存

率は p53高発現群（p53 IRS >= 4）と低発現群（p53 IRS < 4）では 50% vs. 17%（p < 

0.0001）で、有意差を認めた。また、HER-2陽性群と HER-2陰性群では 18% vs. 43%

（p = 0.02）で、こちらも有意差を認めた（図 24）。2年局所制御率は p53高発現群

（p53 IRS >= 4）と低発現群（p53 IRS < 4）では 57% vs. 36%（p = 0.0005）であり、

HER-2陽性群と HER-2陰性群では 0% vs. 57%（p = 0.003）であった（図 25）。2年

無再発生存率は p53 高発現群（p53 IRS >= 4）と低発現群（p53 IRS < 4）では 44% vs. 

13%（p < 0.0001）で、HER-2陽性群と HER-2陰性群では 0% vs. 41%（p = 0.003）

であった（図 26）。以上のように、HER-2および p53においては全生存率、局所制

御率、無再発生存率のすべてで有意差を認めた。一方、MIB-1 および HIF-1α にお

いては、全生存率、局所制御率、無再発生存率のいずれでも有意差を認めなかった。 

  背景因子ごとの生存分析の結果を表 11 に示す。全生存率についてのカプラ

ン・マイヤー曲線を図 27 に示す。腫瘍占拠部位ごとの全生存率の検討では、2 年
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生存率は Ceで 43%、Ut で 20%、Mt で 37%、Lt で 55%であった（p = 0.02）。また、

Tステージごとには、2年生存率は T1で 67%、T2で 50%、T3で 37%、T4で 15%

であった（p = 0.03）。また、T1/T2 vs.T3/T4 の解析では、2年生存率は T1/T2で 61%、

T3/T4で 28%であった（p = 0.01）。全生存率については、それ以外の因子（年齢・

性別・腫瘍長・病期）については有意差を認めなかった。 

  各背景因子の局所生存率についてのカプラン・マイヤー曲線を図 28 に示す。

病期ごとの 2年局所制御率は、I期 79%、II/III期 47%、IV期 38%であった（p = 0.07）。

I期 vs. II/III/IV期の解析では 2年局所制御率は 79% vs. 43%であり（p = 0.03）、I/II/III

期 vs. IV期の解析では 55% vs. 38%であった（p = 0.14）。局所制御率については、

それ以外の因子（年齢・性別・腫瘍長・Tステージ）については有意差を認めなか

った。 

  各背景因子の無病生存率についてのカプラン・マイヤー曲線を図 29に示す。T

ステージごとには 2 年無病生存率は T1で 66%、T2で 33%、T3で 29%、T4で 17%

であった（p = 0.35）。しかし、T1/T2 vs.T3/T4 の解析では、2年生存率は 54% vs. 24%

（p = 0.005）であり、有意差を認めた。一方、病期ごとの 2年無病生存率は、I期

64%、II/III期 35%、IV期 18%であった（p = 0.006）。I期 vs. II/III/IV 期の解析では

2年局所制御率は 64% vs. 28%であり（p = 0.01）、I/II/III期 vs. IV期の解析では 43% 

vs. 18%であった（p = 0.009）。 
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a) b)

c) d)

図 23.  陽性例の代表的写真 

a) p53陽性例、b)MIB-1陽性例、c)HER-2陽性例. c)HIF-1α陽性例. 
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Factor n 2y-OS SD p value 2y-LC SD p value 2y-DFS SD p value

total=93 log-rank log-rank log-rank

Age p  = 0.32 p  = 0.46 p  = 0.35

<65 37 38% (8%) 55% (9%) 30% (8%)

>=65 56 40% (7%) 47% (7%) 38% (7%)

Sex p  = 0.70 p  = 0.58 p  = 0.80

Male 84 41% (5%) 52% (6%) 36% (5%)

Female 9 22% (14%) 32% (18%) 27% (16%)

Location p  = 0.02 p  = 0.77 p  = 0.35

Ce 7 43% (19%) 0% (0%) 17% (16%)

Ut 15 20% (10%) 46% (14%) 23% (11%)

Mt 46 37% (7%) 50% (8%) 34% (7%)

Lt 25 55% (10%) 60% (10%) 48% (10%)

TumorLength p  = 0.54 p  = 0.77 p  = 0.94

=<5cm 39 41% (8%) 51% (9%) 36% (8%)

>5cm 54 38% (7%) 49% (7%) 34% (7%)

T-stage p  = 0.03 p  = 0.07 p  = 0.35

1 21 67% (10%) 78% (10%) 66% (11%)

2 12 50% (14%) 42% (14%) 33% (14%)

3 34 37% (8%) 47% (9%) 29% (8%)

4 26 15% (7%) 34% (11%) 17% (8%)

1 or 2 33 61% (9%) p  = 0.01 64% (9%) p  = 0.20 54% (9%) p  = 0.005

3 or 4 60 28% (6%) 42% (7%) 24% (6%)

Stage p  = 0.14 p  = 0.07 p  = 0.006

I 17 65% (12%) 79% (11%) 64% (13%)

II or III 46 41% (7%) 47% (8%) 35% (7%)

IV 30 22% (8%) 38% (11%) 18% (7%)

Not I  (II - IV) 76 34% (6%) p  = 0.16 43% (6%) p  = 0.03 28% (5%) p  = 0.01

Not IV (I - III) 63 48% (6%) p  = 0.07 55% (7%) p  = 0.14 43% (6%) p  = 0.009

表 11.  背景因子による生存分析 
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  生存分析で有意差がついた p53 と HER-2 それぞれの背景因子の比較を表 12、

表 13 に示す。p53 高発現群と低発現群の背景因子、および、HER-2 陽性群と陰性

群の背景因子には有意な差を認めなかった。 

  多変量解析は、全生存率については p53、HER-2、原発巣の占拠部位、T ステ

ージで行い（図 30）、p53 陽性、T1/T2、Lt は予後良好因子、HER-2 陽性は予後不

良因子であった。ハザード比はそれぞれ、p53陰性で 2.57（95%CI: 1.51～4.39、p = 

0.0005）、HER-2陰性で 0.36（95%CI: 0.18～0.72、p = 0.004）、T1/T2 で 2.65（95%CI: 

1.48～4.73、p = 0.001）、Lt 食道癌で 0.26（95%CI: 0.12～0.60、0.002）であった。 

  局所制御率についての多変量解析は、p53、HER-2、病期の 3 因子で行い（図

31）、p53 陽性は局所制御良好因子、HER-2 陽性は局所制御不良因子であった。ハ

ザード比はそれぞれ、p53陰性で 3.05（95%CI: 1.64～5.68、p = 0.0004）、HER-2陰

性で 0.31（95%CI: 0.15～0.65、p = 0.002）、I期で 0.45（95%CI: 0.17～1.14、p = 0.09）

であった。 

無再発生存率についての多変量解析は、p53、HER-2、病期で行い（図 32）、p53

陽性と I 期は無再発生存率の予後良好因子、HER-2 陽性は予後不良因子であった。

ハザード比はそれぞれ、p53陰性で 3.77（95%CI: 2.17～6.57、p < 0.0001）、HER-2

陰性で 0.37（95%CI: 0.19～0.71、p = 0.003）、I期で 0.36（95%CI: 0.15～0.85、p = 0.02）

であった。 
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Total

High Low χ2 p  value

(n=93)  (n=64) (n=29)

p53 High 69% - - -

Low 31% - -

MIB-1 High 54% 52% 18% 0.35

Low 46% 48% 82%

HER-2 Positive 14% 16% 10% 0.72

Negative 86% 84% 90%

HIF-1 Positive 67% 64% 72% 0.43

Negative 33% 36% 28%

Age <65 40% 39% 41% 0.83

>=65 60% 61% 59%

Sex Male 90% 92% 86% 0.60

Female 10% 8% 14%

Location Ce 8% 9% 3% 0.20

Ut 16% 11% 28%

Mt 49% 52% 45%

Lt 27% 28% 24%

TumorLength =<5cm 42% 44% 38% 0.60

>5cm 58% 56% 62%

T-stage 1 or 2 35% 39% 28% 0.28

3 or 4 65% 61% 72%

Stage I 18% 22% 10% 0.41

II or III 49% 47% 55%

IV 32% 31% 34%

Not I  (II - IV) 82% 78% 90% 0.18

Not IV (I - III) 68% 69% 66% 0.76

Abbreviations : Ce = cervix, Ut = upper thoracic,

Mt = middle thoracic, Lt = lower thoracic.

p53 expression

表 12.  p53 発現と背景因子の比較 
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Total

Positive Negative χ2 p  value

(n=93)  (n=13) (n=80)

p53 High 69% 68% 77% 0.68

Low 31% 34% 23%

MIB-1 High 54% 54% 62% 0.60

Low 46% 46% 38%

HER-2 Positive 14% - - -

Negative 86% - -

HIF-1 Positive 67% 66% 69% 0.96

Negative 33% 35% 31%

Age <65 40% 40% 38% 0.92

>=65 60% 60% 62%

Sex Male 90% 91% 85% 0.81

Female 10% 9% 15%

Location Ce 8% 6% 15% 0.22

Ut 16% 14% 31%

Mt 49% 53% 31%

Lt 27% 28% 23%

TumorLength =<5cm 42% 54% 38% 0.78

>5cm 58% 73% 62%

T-stage 1 or 2 35% 34% 46% 0.58

3 or 4 65% 66% 54%

Stage I 18% 20% 8% 0.18

II or III 49% 51% 38%

IV 32% 29% 54%

Not I  (II - IV) 82% 80% 92% 0.50

Not IV (I - III) 68% 71% 46% 0.14

Abbreviations : Ce = cervix, Ut = upper thoracic,

Mt = middle thoracic, Lt = lower thoracic.

HER-2 expression

表 13.  HER-2の発現と背景因子の比較 
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34.285 6 <.0001

37.758 6 <.0001

37.449 6 <.0001

カイ2乗 自由度 p値

Wald検定

スコア検定

尤度比検定

総括的な帰無仮説：OS
打ち切り変数：OS打ち切り
モデル：比例ハザード

3 ･ ･ ･ 10.274 .0164 ･

1 -.583 .530 -1.100 1.211 .2712 .558

1 -1.335 .423 -3.156 9.959 .0016 .263

1 -.556 .345 -1.611 2.595 .1072 .573

1 .974 .296 3.292 10.839 .0010 2.650

1 -1.015 .353 -2.872 8.251 .0041 .362

1 .945 .272 3.478 12.099 .0005 2.574

自由度 係数 標準誤差 係数／標準誤差 カイ2乗 p値 Exp（係数）

Location

     Ce

     Lt

     Mt

T(L/S)：L

HER2：N

p53：N

モデルの係数：OS
打ち切り変数：OS打ち切り
モデル：比例ハザード

.558 .198 1.577

.263 .115 .603

.573 .291 1.128

2.650 1.483 4.733

.362 .181 .724

2.574 1.511 4.385

Exp（係数） 95%下側 95%上側	

Location：Ce

Location：Lt

Location：Mt

T(L/S)：L

HER2：N

p53：N

信頼区間：OS
打ち切り変数：OS打ち切り
モデル：比例ハザード

図 30.  全生存率の多変量解析 

（研究 1） 
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22.041 3 <.0001

24.464 3 <.0001

22.093 3 <.0001

カイ2乗 自由度 p値

Wald検定

スコア検定

尤度比検定

総括的な帰無仮説：LC
打ち切り変数：LC打ち切り
モデル：比例ハザード

1 1.115 .317 3.515 12.352 .0004 3.049

1 -1.177 .383 -3.074 9.448 .0021 .308

1 -.810 .480 -1.689 2.851 .0913 .445

自由度 係数 標準誤差 係数／標準誤差 カイ2乗 p値 Exp（係数）

p53：N

HER2：N

notI：I

モデルの係数：LC
打ち切り変数：LC打ち切り
モデル：比例ハザード

3.049 1.637 5.676

.308 .145 .653

.445 .174 1.139

Exp（係数） 95%下側 95%上側	

p53：N

HER2：N

notI：I

信頼区間：LC
打ち切り変数：LC打ち切り
モデル：比例ハザード

図 31.  局所制御率の多変量解析 

（研究 1） 
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33.998 4 <.0001

38.082 4 <.0001

34.165 4 <.0001

カイ2乗 自由度 p値

Wald検定

スコア検定

尤度比検定

総括的な帰無仮説：DFS
打ち切り変数：DFS打ち切り
モデル：比例ハザード

1 1.328 .283 4.694 22.029 <.0001 3.773

1 -1.001 .338 -2.962 8.775 .0031 .368

2 ･ ･ ･ 5.410 .0669 ･

1 -1.024 .441 -2.320 5.382 .0203 .359

1 -.291 .278 -1.046 1.095 .2954 .747

自由度 係数 標準誤差 係数／標準誤差 カイ2乗 p値 Exp（係数）

p53：N

HER2：N

Stage

     I

     II/III

モデルの係数：DFS
打ち切り変数：DFS打ち切り
モデル：比例ハザード

3.773 2.167 6.570

.368 .190 .713

.359 .151 .853

.747 .433 1.290

Exp（係数） 95%下側 95%上側	

p53：N

HER2：N

Stage：I

Stage：II/III

信頼区間：DFS
打ち切り変数：DFS打ち切り
モデル：比例ハザード

図 32.  無病再発率の多変量解析 

（研究 1） 
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4. 研究 2「食道扁平上皮癌における CLDN-1、CLDN-4、CLDN-5、CLDN-7 の発現

と根治的化学放射線療法の予後との関係」 

 

4. 1 目的 

  化学放射線療法は、局所治療である放射線療法に、全身療法である化学療法を

組み合わせていることによって予後を改善するが、根治治療を行っても局所または

遠隔にしばしば再発するのは、序論で触れたとおりである。癌の浸潤・転移の機構

については、そのメカニズム、微小環境について、近年研究が盛んである。今回、

前述した研究 1「食道扁平上皮癌において根治的化学放射線療法を施行した 93 例

についての HER-2、p53、MIB-1、HIF-1αの発現と臨床成績の関係」では食道扁平

上皮癌の根治的化学放射線療法においては、p53と HER-2が予後因子になるという

結果に至った。そして、この研究 1では、MIB-1および HIF-1αの発現と臨床成績

の間には、有意な関係を認めなかった。 

研究 1 開始時点では、筆者は HIF-1α が治療効果予測因子になるのではないか

と予測していた。それは、一般に低酸素環境では放射線感受性は低下すると考えら

れており、低酸素マーカーである HIF-1α と放射線治療は密接な関係があると予測

されたからであった。HIF-1α 単独、もしくは、HIF-1α と p53 など他のバイオマー

カーとの発現の組み合わせによって治療効果予測因子になるのではないかと考え

られた。しかし、前述のように HIF-1α は単独では治療効果予測因子とはならず、

さらに附 2として巻末に附したように、他のバイオマーカーの発現状況と組み合わ

せて検討しても、予後因子とはならなかった。 
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これをふまえ、新規の予後因子となるようなバイオマーカーを検討したいと考

えた。そこで、いまだ食道扁平上皮癌での報告が極めて乏しく、また、浸潤・転移

の機構に関わる膜タンパクであるクローディン（Claudin、CLDN）に着目した。ク

ローディンは細胞接着因子のひとつで、タイトジャンクションを形成する４回膜貫

通型蛋白質である。1998 年京都大学の月田承一郎博士により発見され、現在まで

に少なくとも 24 種類のファミリーが同定されている。クローディンについては、

食道扁平上皮癌における発現状況についての報告はなく、発現状況について検討す

ること自体も意義があると考えられたため、症例を限った予備研究を行わず、当初

より 93 例を対象とした検討を行った。食道扁平上皮癌における発現状況の調査お

よび、クローディンの発現と臨床成績の関係を調査することを目的に、研究 1の症

例で免疫染色を行った。 

 

4. 2 対象と方法 

4. 2. 1 症例 

研究 1 と同一の根治的化学放射線療法を施行した食道扁平上皮癌 93 例を対象

とした。病期は AJCCの TNM分類第 5版(58)に基づいて決定している。 

なお、研究 1同様に、東京大学医学部附属病院倫理委員会にて審査をうけ、審

査番号 3669で承認されている。 
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4. 2. 2 免疫染色 

治療前の内視鏡検査の際に採取され、10%中性緩衝ホルマリンにて固定され、

パラフィン包埋されて保存されている腫瘍検体を用いた。パラフィンブロックを厚

さ 4μm に薄切してスライドを作成した。免疫染色に用いた 1 次抗体（希釈倍率）

は、CLDN-1（1:50）、CLDN-4（1:400）、CLDN-5（1:100）、CLDN-7（1:200）の 4

種類である。すべての CLDN 抗体は Zymed 社（サンフランシスコ、カリフォルニ

ア）製を使用した。染色は自動染色機 BenchMarkXT（Roche®（Ventana®））を用い

た。免疫染色後、緩衝液を水洗したのちに、ヘマトキシリンで核染色を行った。そ

ののち、エタノール・キシレンで脱水・透徹し、封入した。 

免疫染色の判定は、経験ある病理医を含む 2名の医師によって行った。CLDN-1

と-7は 0、1+、2+、3+の 4段階に、CLDN-4 と 5は 0、1+、2+の 3段階に判定した。

高発現/低発現の群わけは、CLDN-1 は 0 と 1+を低発現、2+と 3+を高発現とし、

CLDN-4は 0と 1+を低発現、2+を高発現、CLDN-5は 0+を低発現、1+と 2+を高発

現、CLDN-7は 0と 1+を低発現、2+と 3+を高発現とした（図 33）。 

なお、陽性染色のある癌細胞クラスターが１つでもあれば陽性と判断した。判

定の際には患者の臨床情報と照らし合わせることなく判定を行った。 

 

4. 2. 3 統計解析 

研究 1と同様に行った。 

生存期間も研究 1同様、化学放射線療法の第 1日目から起算して、患者死亡ま

たは 2012年 6月 30 日までの期間を算出した。 
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4. 3 結果 

4. 3. 1 症例 

症例は研究 1と完全に同一である。 

 

4. 3. 2 免疫染色 

  各クローディンの高発現率（陽性率）はそれぞれ CLDN-1で 70%、CLDN-4で

22%、CLDN-5で 12%、CLDN-7で 27%であった。 

 

4. 3. 3 統計学的解析 

  クローディンの発現についての生存分析の結果を表 14および図 34-36に示す。

CLDN-5陽性群と陰性群の 2年局所制御率は 18% vs. 56%（p = 0.01）で、有意差を

認めた。その他の CLDN については、全生存率、局所制御率、無病再発率に有意

な差を認めなかった。 

  生存分析で有意差がでた CLDN-5 の背景因子の比較を表 15 に示す。χ
2検定で

は CLDN-4と CLDN-5 の発現に相関を認めた（p = 0.01）。また、原発巣の占拠部位

（p = 0.04）に有意な差を認めた。Tステージについては T1/T2症例で CLDNが発

現する傾向を認めた（p = 0.08）。 

  多変量解析は、局所制御率については CLDN-5、原発巣の占拠部位、病期（I

期vs. II-IV期）で行った（図37）。ハザード比はそれぞれ、CLDN-5陰性で 0.36（95%CI: 

0.16～0.78、p = 0.009）、I期で 0.29（95%CI: 0.11～0.76、p = 0.01）であった。  
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図 33.  CLDNの免疫染色 

 

CLDN-7 1+ x200 CLDN-7 2+ x200 CLDN-7 3+ x200

CLDN-5 1+ x400 CLDN-5 2+ x400

CLDN-1 1+ x200 CLDN-1 2+ x200 CLDN-1 3+ x200

CLDN-4 1+ x200 CLDN-4 2+ x200
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図 34.  CLDN の発現と全生存率の

カプラン・マイヤー曲線 
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図 35.  CLDN の発現と局所制御率の

カプラン・マイヤー曲線 
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図 36.  CLDN の発現と無病生存率の

カプラン・マイヤー曲線 
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Total

Positive Negative χ2 p  value

(n=93)  (n=11) (n=82)

Claudin-1 Positive 70% 82% 68% 0.57

Negative 30% 18% 32%

Claudin-4 Positive 22% 55% 17% 0.01

Negative 78% 45% 83%

Claudin-5 Positive 12% - - -

Negative 88% - -

Claudin-7 Positive 27% 55% 23% 0.07

Negative 73% 45% 77%

Age <65 40% 36% 40% 0.94

>=65 60% 64% 60%

Sex Male 90% 91% 90% 0.64

Female 10% 9% 10%

Location Ce 8% 18% 6% 0.04

Ut 16% 36% 13%

Mt 49% 45% 50%

Lt 27% 0% 30%

TumorLength =<5cm 42% 64% 39% 0.22

>5cm 58% 36% 61%

T-stage 1 or 2 35% 63% 32% 0.08

3 or 4 65% 37% 68%

Stage I 18% 27% 17% 0.50

II or III 49% 55% 49%

IV 32% 18% 34%

Not I  (II - IV) 82% 73% 83% 0.68

Not IV (I - III) 68% 82% 66% 0.47

Abbreviations : Ce = cervix, Ut = upper thoracic,

Mt = middle thoracic, Lt = lower thoracic.

Claudin-5 expression

表 15.  CLDN-5の発現と背景因子 
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13.082 5 .0226

13.527 5 .0189

13.288 5 .0208

カイ2乗 自由度 p値

Wald検定

スコア検定

尤度比検定

総括的な帰無仮説：LC
打ち切り変数：LC打ち切り
モデル：比例ハザード

1 -1.036 .399 -2.600 6.758 .0093 .355

1 -1.236 .492 -2.511 6.304 .0120 .291

3 ･ ･ ･ .570 .9034 ･

1 -.087 .620 -.141 .020 .8881 .916

1 -.344 .479 -.719 .517 .4720 .709

1 -.241 .422 -.571 .327 .5677 .786

自由度 係数 標準誤差 係数／標準誤差 カイ2乗 p値 Exp（係数）

CLDN5：N

notI：I

Location

     Ce

     Lt

     Mt

モデルの係数：LC
打ち切り変数：LC打ち切り
モデル：比例ハザード

.355 .162 .775

.291 .111 .763

.916 .272 3.092

.709 .277 1.812

.786 .343 1.798

Exp（係数） 95%下側 95%上側	

CLDN5：N

notI：I

Location：Ce

Location：Lt

Location：Mt

信頼区間：LC
打ち切り変数：LC打ち切り
モデル：比例ハザード

図 37.  局所制御率についての CLDN5の多変量解析 
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5. 考察 

 

5. 1 概要 

  本稿は、大きく 2つの研究と１つの予備研究からなる。いずれも食道扁平上皮

癌に対して根治的化学放射線療法を行った患者を対象とし、治療前の生検検体を用

いた。各種バイオマーカーの抗体を使用して免疫染色を行い、臨床成績との関係を

調査することにより、予後予測因子としての可能性を検討するものである。 

まず予備研究において、10 症例を対象に、16 種類のバイオマーカーの発現を

調査した。ここでは、①MIB-1高発現群で全生存率が良好、②HER-2および ER が

陰性で局所制御率と無再発生存率が良好、③有意差はつかないが、HIF-1α陽性群

で全生存率が良好な傾向、が示された。症例数が 10 症例と少なく結果の信頼性は

十分でないが、この結果を参考に、次の研究へ進んだ。 

研究 1では、予備研究をふまえ p53、MIB-1、HER-2、HIF-1αの 4種類につい

て調査した。予備研究の標本を検鏡すると、ERは陽性と陰性の判定が比較的難し

く、予後因子として免疫染色のみで判定するには不向きと考えられたため、除外し

た。ここでは、①p53 陽性所見は全生存率・局所制御率・無再発生存率の予後良好

因子、②HER-2陽性所見は全生存率・局所制御率・無再発生存率の予後不良因子、

が示された。 

続いて、研究 2は、研究 1と同じ症例を用い、癌の浸潤・転移機構に関わる因

子として、クローディンの調査を行った。食道癌は根治的化学放射線療法を施行し、

一度 CR（complete response）が得られた後にも再発する場合がしばしばあり、
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癌細胞が潜んでいく機序を理解する一助として、研究 2 を行った。この研究では、

単変量解析では CLDN-5 が局所制御率の予後不良因子であると考えられた。症例

数は多くは無いが参考として、局所制御率に関して CLDN-5 の発現と原発巣占拠

部位、T 因子について多変量解析を施行したところ、多変量解析では CLDN-5 の

局所制御率への有意性は消失した。 

 

5. 2 食道癌の根治的化学放射線療法 

今回の対象症例に施行した根治的化学放射線療法は、RTOG 85-01での手法を

踏襲している。RTOG 85-01との相違点としては、プラチナ製剤として CDDP でな

く NDP を使用している点がある。NDP は CDDP よりも骨髄抑制や嘔吐などの副作

用の点で勝っており、しかも成績は悪化しない(60)ため、NDP を採用した。今回対

象とした 93例の生存期間中央値は 18ヶ月、2年全生存率は 39%、2年局所制御率

は 50%、2年無再発生存率は 35%であった。これは RTOG 94-05（INT0123）試験と

比べて劣らない成績である（序文参照）。 

 

5. 3 予備研究と研究 1 

5. 3. 1 p53 とアポトーシス・細胞周期 

p53 はおそらく最も有名な癌抑制遺伝子の 1 つである(38-40)が、もともとは p53

遺伝子がコードするタンパク質の分子量（約 53,000 Da）にちなんで名づけられた。

p53 タンパク質（特に G1 期から S 期への移行）を通して、細胞増殖の調節にかか

わっている。DNA に損傷を受けた細胞が S 期へ入るのを妨げる、いわばチェック
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ポイントの働きをしていると考えられている。p53の代表的な転写標的として、細

胞周期 G1 期から S 期への移行にとって重要なサイクリン依存性キナーゼ（CDK）

の 21k Da 阻害タンパク質である p21
(40)と、細胞増殖の阻害タンパク質である

GADD45
(61)を挙げることができる。DNA 傷害や低酸素、癌遺伝子活性化などによ

る細胞ストレスによって、p53の細胞内での発現レベルが増加する。すなわち、増

殖を抑制すべき時期に発現レベルが増加し、細胞を守っていると考えられる。 

さらに p53 は、プログラム細胞死あるいはアポトーシスにも関与している。

DNA 傷害を引きおこす放射線や種々の抗癌剤に反応して、p53 はいくつかの種類

の細胞でアポトーシスのプログラムを活性化する。変異 p53がある細胞では、DNA

損傷を受けてもアポトーシスに陥らないために、多くの変異を蓄積することになり、

直接に癌化を促す。現在、ほとんどの癌治療法は、放射線療法でも化学療法でも、

細胞 DNAの傷害に基づいている。これらの治療により、細胞はアポトーシスのみ

ならず壊死によっても死にいたる。細胞や腫瘍を放射線や抗癌剤で処理したあとに、

よくアポトーシスの徴候がみられることから、これらの治療によりアポトーシスが

誘導されるのであり、治療に対する抵抗性の原因の 1つはアポトーシス機構の異常

であるとみなされることが多かった(62)。たとえば、内因性の変異型 p53タンパク質

をもつ大腸癌細胞に野生型 p53遺伝子をトランスフェクションすると、5-FU、カン

プトテシン、および放射線に対する感受性が増大するという報告がある(63, 64)。また、

p53が欠失すると、神経芽腫細胞が高度の多剤耐性になるという報告もある(65)。近

年では癌細胞のアポトーシスを誘導する治療方式が開発されつつある(66)。抗アポト

ーシスタンパク質である Bcl-2 をターゲットに、Bcl-2 の働きを抑制する低分子化
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合物などが開発されている。しかし、実際の癌治療の効果判定の基本的な尺度は、

治療によって癌細胞の増殖力をいかに抑え込み、縮小できるかということであり、

この増殖力抑制の効果は、コロニー形成アッセイで測定することができる。いくつ

かの研究によれば、この方法で調べた細胞の生存率の低下はアポトーシスの程度と

はあまり合致しない(67)。アポトーシスは、抗癌剤によって死をもたらす主要な機構

ではなく、すでに自己増殖能を失った細胞を処理するための経路になっているかも

しれないとも考えられている(30)。アポトーシスと抗癌治療感受性の問題はまだ決着

がついていない。 

一方で、放射線治療または化学療法によってひきおこされる DNA 損傷は、細

胞周期の進行に遅延をもたらす、いわゆる細胞周期チェックポイントが損なわれる

と、DNA 相同組み換え修復機構が不完全になる。そこで、チェックポイントで作

用するタンパク質を阻害することにより、抗癌治療に対する感受性を上昇させる試

みもなされている(68)。 

ここで今回の結果について検討したい。過去の報告では、p53 陽性群は放射線

や化学療法への感受性が低く、予後も不良であるとされている(69)が、下咽頭癌では

p53陽性群が予後良好との報告もあり(70)、前述のように、アポトーシスと癌の関わ

りと同様、いまだ決着に至ってはいない。今回の研究では、p53陽性群で予後良好

であった。そもそも放射線治療による細胞死のほとんどは、放射線により DNA損

傷を受け、それを修復しきれずに数回分裂した後に細胞死をおこす、「分裂死」で

ある。放射線による DNA 損傷は 1 本鎖損傷と 2 本鎖損傷があるが、1 本鎖損傷の

場合は通常は速やかに修復され、2本鎖損傷が事実上の主な作用機序である。しか
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し、p53 に異常をきたしていると DNA 損傷の修復機能に障害がある状態となり、

この修復がおこりづらくなっていると考えられる。この仮定で考えれば、p53の異

常発現例というのは、化学放射線治療においてはむしろ放射線の治療効果がよく出

る症例であり、予後良好となったのではないかと考えられる。今後、放射線治療と

p53の関わりについては、血清マーカーと治療効果の関係や、再発腫瘍での発現な

どの研究も必要と考える。 

今回の研究においては、p53 の発現状況を免疫染色で検討した。正常細胞では

正常の p53タンパクは非常に半減期が短く、免疫染色で陽性となるような量は存在

しない。しかし、p53 の変異による異常 p53 タンパクは核内に蓄積する。一般には、

p53の陽性所見は、この異常 p53 タンパクの発現を見ていると考えられている。し

かし、腫瘍における免疫染色での p53の発現と、変異型 p53の検出は、過去にさま

ざまな報告があり(44, 71)、免疫染色の発現と変異型 p53の検出が必ずしも一致しない

ことも報告されており、注意が必要である。 

 

5. 3. 2 細胞周期関連タンパク質-p21、p16、Cyclin-D1 

細胞周期に関わる遺伝子/タンパク質は、p53 だけではない。p21 タンパク質

および p16 タンパク質も細胞周期調節、特に G1 期停止に寄与する。p21 タンパク

質と p16 タンパク質は、老化した線維芽細胞で増加し、G1 期停止をおこす(72)（図

38図 38）。細胞周期停止は、治療薬による場合も含め、DNA損傷への反応として

もおこる。この過程は S 期に損傷した DNAの複製を防げる。細胞周期を回転させ

る役割の Cyclin-D1 などと対比して、サイクリンをアクセル、p21 などをブレーキ 
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図 38.  細胞周期と G1チェックポイント 
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と表現する場合もある。サイクリンは CDK-サイクリン複合体を成して細胞周期を

回転させるほうに働くが、p21はこのサイクリン E-CDK2 複合体に結合して作用を

阻害し、同じように作用する p27、p57 とともに、Cip/Kip ファミリーと呼ばれる。

また、p16はサイクリン Dと拮抗することによって、サイクリン D-CDK4、6の作

成を阻害する。p16 は同様に作用する p15、p18、p19とともに Ink4 ファミリーと呼

ばれる。Ink4 ファミリーと Cip/Kip ファミリーをあわせて、CDK 阻害因子（CDK 

inhibitor: CKI）と呼ばれる。 

癌細胞においてはこの細胞周期調節が脱制御している状態にある。その脱制御

は、Cyclin-D1の増幅や、p21の欠失、p16の欠失やメチル化によって生じる。ヒト

の癌の予後予測における p21の価値ははっきりしていない。たとえば、少数の小規

模研究で、乳癌において p21 の低値が予後不良と相関することが示されているが、

他の研究では p21の高値が予後不良と相関することが示されている(73)。一方、p21

タンパク質の減少は大腸癌の 33%に見られるとされており(30)、大腸癌においては

p21の減少が独立予後因子であることが多変量解析によって示されている(74)。 

Cyclin-D1 の異常発現は、リンパ腫や頭頚部癌、肺や食道の扁平上皮癌、乳癌

や膀胱癌などで認められる。Cyclin-D1は組織培養やマウスにおいて発癌性を示し、

乳癌の 45%でその過剰発現を認められているが、乳癌の予後と Cyclin-D1の増加と

の間に確固とした相関はない(75)。Cyclin-D1 の過剰発現はエストロゲンレセプター

（ER）が陽性のときに見られ、かえって予後良好とする研究が多い。 

このような細胞周期 G1チェックポイントで作用する分子は、今回は予備研究

の 10 症例のみで検討した。化学放射線療法においては、化学療法も放射線療法も
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どちらも DNAを損傷する方向に働く。さらに X線外照射においては、放射線効果

としての細胞死は分裂死が主なものであり、細胞周期の脱制御状況と深く関わって

いると考えられる。しかし、今回の検討では、食道癌の根治化学放射線療法におい

て、これらの分子と予後との間には関係を見出せなかった。 

 

5. 3. 3 Bcl-2 とアポトーシス 

Bcl-2は、アポトーシス抑制活性を持つ癌遺伝子である。Bcl-2 の機能は、当初

は他の癌遺伝子と同じように、細胞増殖に関与していると予想されていたが、1988

年、Vaux らにより、IL-3 依存性細胞の IL-3 除去時の生存を Bcl-2 が保障するとい

うことが示された。続いて、1989年には、辻本により、Bcl-2 がストレスや抗癌剤

によるアポトーシスを抑制することが証明され、Bcl-2 が抗アポトーシス活性を持

つことが明らかとなった。このように、Bcl-2 はアポトーシス抑制活性を持つ最初

の例であり、また配列が明らかになった最初のアポトーシス関連遺伝子である。そ

の後、Bcl-2はかなり広範なアポトーシスを効率よく抑制することが明らかとなり、

アポトーシス制御の最も重要な因子の一つと考えられている。また、Bcl-2 のアポ

トーシス抑制活性が明らかになって以来、多くのファミリー遺伝子が同定されてお

り、その相互作用ネットワークにより、アポトーシス実行の制御を行なっている。

Bcl-2 ファミリータンパク質の主な作用部位はミトコンドリア膜であり、この膜透

過性を制御することにより、細胞の生死を決定している。 

また、Bcl-2 は癌遺伝子の一つと考えられており、ゲノムの突然変異率を上昇

させることにより癌化に寄与している可能性が報告されている。 
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今回の 10症例での検討では、Bcl-2は全体に染色性が低かった。ヒトの癌では

しばしば増加するといわれているが、予後との相関はわかっていない。 

 

5. 3. 4 HER-2 と分子標的薬 

ヒト上皮増殖因子レセプター2（human epidermal growth factor receptor 2: HER-2）

は、上皮成長因子受容体 （epidermal growth factor receptor: EGFR）ファミリーの 1

つで、チロシンキナーゼ受容体である。正常細胞において細胞の増殖、分化などの

調節に関与しているが、HER-2遺伝子の増幅がおこると、細胞の増殖・分化の制御

ができなくなり、細胞は悪性化する。すなわち HER-2遺伝子は癌遺伝子でもあり、

頭頸部扁平上皮癌、神経膠腫、乳癌、肺癌、大腸直腸癌、前立腺癌といった多くの

種類の癌で遺伝子増幅がみられる(76, 77)。およそ 25%の乳癌で過剰発現を認める。

過剰発現は、疾患の悪性度が高いことと、予後が悪いことに関係している。しかし、

抗 HER-2 ヒト化モノクローナル抗体であるトラスツズマブ（ハーセプチン®）を

HER-2 タンパク質過剰発現の転移性乳癌の女性に化学療法と併用して使用するこ

とによって、生存が延長した(78)。さらに、国際共同第Ⅲ相臨床試験 ToGA 試験

（B018255）において、HER-2陽性進行・再発胃癌で、トラスツズマブの併用によ

り、全生存期間の有意な延長が示され(79)、2010 年 1 月に EU、10 月に米国におい

て「HER-2 陽性転移性胃癌または胃食道接合部癌」へのトラスツズマブの適応が

承認された。2011 年 3 月には、本邦でもトラスツズマブの「HER-2 過剰発現が確

認された治療切除不能な進行・再発の胃癌または胃食道接合部癌」への追加適応が

承認された。 
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食道扁平上皮癌における HER-2 発現についても、いくつかの研究が報告され

ている。三村らは食道扁平上皮癌患者の 29.4%で HER-2 が発現していたとし、in 

vitro で HER-2強発現食道扁平上皮癌細胞株に herceptin と lapatinib を投与し、増殖

抑制とアポトーシスの増加を確認した(80, 81)。また、松本らは食道扁平上皮癌の化学

放射線療法の感受性予測因子として、HER-2発現は治療抵抗性であると述べている

(82)。これらの報告は今回の研究結果と矛盾しない。今回の研究では遺伝子増幅では

なく、免疫染色で評価を行っても同様の結果を得られた。食道癌においても、HER-2

高発現食道扁平上皮癌については、抗 HER-2 ヒト化モノクローナル抗体の適用も

検討されるべきと考える。また、血清 HER-2は組織学的 HER-2陽性と相関してい

るとされており、今後は血清 HER-2 と臨床成績との関係や、経時的変化、上昇と

再発の関係など、実地臨床に即した研究が求められる。 

 

5. 3. 5 癌の浸潤・転移の機構-VEGF、E-cadherin、MMP 

癌の転移は、①癌細胞の癌組織からの遊離、②周囲組織への浸潤、③血管内へ

侵入、④血管内の移動と転移臓器血管内での停止、⑤血管外への遊出、⑥転移臓器

への着床、⑦転移巣の形成など、転移カスケードと呼ばれる多数のステップを経て

成立する(35)。これらのステップが成立するには、癌細胞と周囲の細胞、細胞外マト

リックスとの相互作用が重要な役割を担っている。 

腫瘍血管新生は腫瘍の増殖にとって不可欠であると同時に、癌の転移に際して

も重要である。腫瘍血管では周皮細胞と血管との接着がルーズであるため、原発巣

から離脱した癌細胞が侵入しやすく、転移形成の経路となりうる。腫瘍血管新生の
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もっとも重要な促進因子として VEGFが知られている。 

  細胞接着因子の機能低下は癌細胞の原発巣からの離脱を引きおこすが、その接

着因子として E-cadherin が重要である。E-cadherin は α、β-catenin と複合体を形成

して細胞間接着を保持している。これらの遺伝子に変異が生じると、細胞接着機能

が低下し、癌細胞からの離脱が生じる(83)。また、β-catenin は転写促進因子として

cyclin-D1の発現を高める(84)。食道癌については、食道扁平上皮癌 416 例の検討で、

E-cadherin 低発現と cyclin-D1 高発現はそれぞれ独立予後規定因子との報告がある

(49)。 

  癌細胞は周囲に存在するコラーゲンやラミニンなどにより構成される細胞外

基質（extracellular matrix: ECM）を分解し、ECM への接着を足場に遊走する。ECM

を分解する酵素として MMP が重要な役割を果たしている(85)。MMP は金属を活性

中心に持つタンパク分解酵素で、これまでに 20 種類以上が同定されているが、そ

の中でも特にMMP-7が重要な役割を果たしている。MMP-7は分泌された後、トリ

プシンによって活性化される。MMP-7 およびトリプシンは食道癌浸潤先進部の癌

細胞に強く発現し、それがともに発現している症例では、癌の浸潤・転移が有意に

多く、予後不良である(53, 86)。 

  これらの浸潤・転移カスケードにかかわる因子について、今回の研究では臨床

成績とタンパク質発現の間に有意な関係を認めることができなかった。理由として

は、内視鏡した生検検体を用いており、真の癌の浸潤部が採取できていないことが

考えられる。 
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5. 3. 6 癌の浸潤・転移と上皮間葉転換 

  近年、上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal transition: EMT）が癌の浸潤・転

移、とくに脈管内への侵入に関連することが示唆されている(87)。EMT とは、上皮

細胞が間葉系細胞の形質を獲得する現象である。本来は発生・器官形成のさまざま

な局面で観察されているが、癌細胞の悪性化や浸潤・転移の過程においても重要な

役割を担う(88)。上皮細胞が癌化する過程において、細胞極性が失われて細胞間接着

が減弱し、細胞の運動性が亢進して周辺組織への浸潤能が高まる。TGF-β は多彩な

生理活性をもつが、EMT を制御する最も重要な因子である。チロシンキナーゼ型

受容体や Ras シグナルと協調しつつ、転写抑制因子の発現を誘導する。これらの因

子は、上皮細胞の性質を規定する E-cadherin などを抑制する。TGF-β はさらにMMP

（matrix metalloproteinase）や細胞外マトリックスの発現制御にかかわり、浸潤・転

移のあらゆる段階で多面的に動く。癌細胞における EMTは、低酸素応答、抗癌剤

耐性などとの関連も指摘されている。 

 

5. 3. 7 癌と低酸素-HIF-1α 

低酸素は癌の分化に大きな影響をおよぼし、アポトーシス感受性や治療耐性に

深くかかわっている。また、低酸素は血管新生の強力な誘導因子であり、同時に炎

症・免疫系細胞の活性化にも関与する。組織マクロファージが低酸素に反応して、

血管新生因子やサイトカインを産生することはよく知られている。 

末梢組織において、1本の毛細血管が正常細胞を維持するために必要十分な酸

素を、拡散によって供給できる距離は約 110μm といわれる。これを反映するよう
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に、たとえば正常の食道粘膜では乳頭内毛細管ループが約 100μm 間隔で構築され

ている。腫瘍の増殖、代謝亢進により酸素の需要と供給のバランスが崩れたときに

低酸素環境は生じるが、そこに新たに誘導される腫瘍血管は、形態学的にも機能的

にも正常血管とは異なるもので、いびつな低酸素環境はあらゆる浸潤性固形癌にお

いて多かれ少なかれ存在する。このように、血管新生や免疫応答におよぼす低酸素

の影響は、癌の生態を理解するうえできわめて重要である。 

放射線感受性と低酸素については序論で触れたが、今回の研究では根治的化学

放射線療法を施行した食道扁平上皮癌の予後と低酸素マーカーHIF-1αの発現とは、

明らかな関係を認めなかった。この理由としてはいくつかの事柄が考えられる。ひ

とつは、放射線治療単独ではなく、化学放射線療法同時併用であったため、放射線

抵抗性がマスクされたという可能性がある。また、生検検体であり、組織切片が微

小であるため、腫瘍内部は低酸素環境であったとしても、露出して採取される病変

は比較的酸素に曝されており、このためにそもそも HIF-1αの発現が腫瘍そのもの

の低酸素環境を厳密に表していない可能性がある。 

 

5. 4 研究 2 クローディンの研究 

  クローディン（Claudin: CLDN）は密着結合（tight junction: TJ）の主要な接着

分子で、これまでに 24 種類のサブタイプが見つかっており、これらがファミリー

を形成している。癌の種類によって CLDN ファミリーの発現パターンは大きく異

なることが報告されている。たとえば、CLDN-4の発現は膵臓癌や前立腺癌で増加

しているが、肝細胞癌や腎臓癌では減少している。CLDNの発現は細胞の癌化や癌
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の浸潤・転移を抑制する方向に作用するものと想定されてきたが、CLDN-1 や

CLDN-4の発現はむしろ癌の浸潤・転移の促進に働く可能性があるとの報告もでて

きている(89, 90)。逆に、CLDN-1は癌の浸潤・転移の抑制因子となるという研究結果

もあり、癌の浸潤・転移に関する CLDN の役割およびその分子機構の詳細につい

ては、今後の更なる検討が必要である。 

  今回の研究 2 では、CLDN-1、-4、-5、-7 について検討した。浸潤・転移に関

わる分子と考えての検討であったが、CLDN-5が局所制御率との関わりを認めたの

みであった。CLDN-5 は血管内皮細胞に特異的に発現するとされ、血管内皮のバリ

ア機能を担っている。今回、CLDN-5陽性例で単変量解析では有意に局所制御不良

であった。通常血管内皮細胞に発現している CLDN-5が腫瘍細胞に出現していると

いう異常発現の状態であり、上皮細胞から EMTをおこしている状態なのかもしれ

ない。 

 

5. 5 当研究の限界 

  今回、癌の微小環境に関わる分子を幅広く調査し、食道扁平上皮癌の根治的化

学放射線療法との関わりについて検討した。この研究の限界としては、病期が I期

から IV期まですべて含まれてしまうこと、後ろ向き試験であることがある。また、

単一施設での治療経験であり、このために治療条件は比較的均一と考えられるが、

患者背景などに多少の偏りがある可能性も否定できない。 

  また、生検検体を用いていることも弱点のひとつである。当研究は、手術症例

ではなく、根治的化学放射線療法を施行した症例を対象としている。このため、手
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術検体が入手できず、生検検体で評価せざるを得ない。しかし、生検検体はあくま

で腫瘍の一部であることは当然であり、腫瘍全体の性質をどの程度反映できている

かという点において、疑問が残る。とりわけ、腫瘍の浸潤部の中心は生検では届か

ないような深部にあると推測され、表面の生検検体で腫瘍の性質を評価することは

ある程度のリスクを孕んでいるといえる。しかしながら、最終的な臨床応用を目標

とするのであれば、治療前の生検検体で評価し、予後予測を行うことこそが重要で

あろうことは容易に推測できる。今回のバイオマーカーの発現状況の評価において

は、専門の病理医の指導のもと、腫瘍の表層の性質を見るのではなく、腫瘍浸潤部

の性質をより強く評価するなど、限られた生検検体の中で、より正確に腫瘍の性質

を把握できるように努めている。 

  生検検体を用いたことの危険性は他にも存在する。p53および MIB-1の評価に

ついては、IRS システムを用いた判定量的評価を行っており、陽性細胞の広がりも

評価に含んでいる。しかし HER-2、HIF-1α、CLDNについては、陽性染色を示す癌

細胞クラスターがひとつでもあれば陽性と判定した。これはつまり、生検検体を多

数採取し、検査すればするほど陽性率が高まりうるということである。事実、過去

の報告でも、それぞれの分子生物学的バイオマーカーの陽性率は報告によってまち

まちであり、染色条件や抗体などの条件のほかに、生検個数も陽性率に寄与してい

る可能性が高い。今回は後ろ向き研究であり、恣意的に多くの生検を施行したよう

な事例には遭遇し得ないが、これらのバイオマーカーを予後因子として実際に臨床

応用するとなれば、病理学的診断の正確性や恒常性を整えることが必須となるであ

ろう。 
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  免疫染色で評価している点は、この研究の限界のひとつと言えるであろうか。

免疫組織化学、特に酵素抗体法は病理診断や形態学的研究に広く用いられている。

免疫組織化学は生体内の物質の存在と分布を、生物試薬を用いて高感度に、かつ特

異性高く検出する方法である。その特徴として 1)手技的に易しい、2)応用範囲が広

いなどが挙げられる。免疫染色の結果が直接的に細胞異常を明示しているわけでは

ない。とくに p53については、前項で述べたように、免疫染色と遺伝子異常の双方

を検討した報告が多く存在し、議論されている。しかし、生体内において機能する

タンパクの証明にはやはり免疫染色が重要であり、精度を保つよう十分に配慮した

検査法のもと、慎重な解釈とともに臨床に用いられるべきと考えられる。 

 

5. 6 今後の展望 

  今後の発展として望まれることとしては、病期をさらに限局させた調査や、血

清マーカー（たとえば血清 HER-2 や血清 p53 など）で再発予測ができるか否かの

検討、などが考えられる。 

  再発腫瘍でのタンパク質発現の状況の検討は、治療に伴う腫瘍の経時的変化を

追うことができ、また再発しやすい腫瘍を判別するにあたり、重要な課題である。

例えば HIF-1については、放射線治療を生き延びた癌細胞は HIF-1 活性を獲得して

腫瘍内血管に向かって移動するという報告もある(91)。腫瘍におけるタンパク発現を

経時的に追うことによって、放射線治療や化学放射線治療に抵抗性を示す腫瘍の特

性や、局在を明らかにできる可能性がある。 
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  治療法の選択という観点からは、手術症例でのバイオマーカーの報告も十

分に検討されるべきである。例えば、手術例を対象とした過去の報告では、p53高

発現症例は予後不良であるとされており、今回の研究では p53高発現症例は化学放

射線療法において予後良好因子であった。すなわち、p53高発現症例は手術よりも

化学放射線療法に適している可能性がある。無論、今回の研究結果と相反する過去

の報告もあり、臨床応用する際には十分な検討が不可欠ではあるが、このように、

手術例の検討と化学放射線療法での検討を比較していくことにより、適切な治療法

選択の一助となるであろう。抗 VEGF抗体をはじめとした分子標的薬も、最近では

in vitro で食道扁平上皮癌に有効性を示したとの報告もあり、興味深い。今回の研

究結果をふまえれば、抗 HER-2 抗体による分子標的治療も効果を示すことが期待

できる。各種臓器の腺癌を主体に個別化医療が進む今日、本邦に多い食道扁平上皮

癌についても、詳しい調査を重ねることで、個別化医療・予後改善に一歩ずつ近づ

いていくことができると考える。 

 

  



117 

 

6. 結論 

 

  食道癌は難治癌のひとつであり、とくに本邦では扁平上皮癌の占める割合が大

きい。食道扁平上皮癌に対して根治的化学放射線療法を行った患者を対象とし、治

療前の生検検体を用い、各種バイオマーカーの抗体を使用して免疫染色を行った。

免疫染色での各種バイオマーカーの発現状況と臨床成績との関係を調査すること

により、予後予測因子としての可能性を検討した。 

  p53、HER-2 は食道扁平上皮癌の予後（全生存率・局所制御率・無病再発率）

に関係があることが分かった。p53陽性所見は予後良好因子、HER-2陽性所見は予

後不良因子であった。また、密着結合（タイトジャンクション）を形成する CLDN-5

陽性所見が、所制御不良因子である可能性も示唆された。 
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7. 附 1「HIF-1αの免疫染色の条件検討」 

 

  免疫染色において、染色の条件設定は大変重要である。染色する抗体によって

適切な条件を設定する必要があり、条件が最適でない場合、誤った結果を導いてし

まうこともある。染色状況は検体状況、抗体の種類、希釈濃度、賦活処理、1次抗

体反応時間、手技などによって異なる。今回研究 1で使用した抗体のうち、HIF-1α

については、最適の染色条件が確定していない。そこで、今回の本研究に先立ち、

HIF-1αの染色条件の検討を行った。 

 

7. 1 条件検討① 

  BD Biosciences 社（アメリカ合衆国、カルフォルニア）の HIF-1α 抗体を使用

した。BD Biosciences 社の HIF-1α抗体を使用した過去の論文を参考に(92)、条件検

討を行った。正常腎細胞と腎細胞癌の roll を陽性コントロールにおいた。まず、5

種類の染色条件を検討した（表 16）。その結果、染色条件 No.4と No.5では全く染

色されなかったが、染色条件 No.1、No.2、No.3では核の良好な染まりを認めた（図

39）。しかし、一部ではバックグラウンドの染色も目立った。 

 

7. 2 条件検討② 

  条件検討①を踏まえ、抗原の賦活化のための前処置で用いるクエン酸バッファ

ーを pH 9.0 に替え、内因性ペルオキシダーゼによるバックグラウンドの発色を抑

える目的で、条件検討を行った。この検討での条件を表 17に示す。 



119 

 

 

条
件
検
討
①

B
lo

c
k
in

g
T

it
e
r

In
c
u

b
a
ti

o
n

N
o

te

1
H

e
a
ti

n
g

 (
1
2
0
℃

 1
5
m

in
)

C
it

ra
te

 b
u

ff
e
r 

(p
H

 6
.0

)
S

-b
lo

c
k

x
2
0
0
0

ro
o

m
 t

e
m

p
e
ra

tu
re

, 
o

v
e
rn

ig
h

t
m

a
n

u
a
ll
y

2
H

e
a
ti

n
g

 (
1
2
0
℃

 1
5
m

in
)

C
it

ra
te

 b
u

ff
e
r 

(p
H

 6
.0

)
S

-b
lo

c
k

x
1
0
0
0

ro
o

m
 t

e
m

p
e
ra

tu
re

, 
o

v
e
rn

ig
h

t
m

a
n

u
a
ll
y

3
H

e
a
ti

n
g

 (
1
2
0
℃

 1
5
m

in
)

C
it

ra
te

 b
u

ff
e
r 

(p
H

 6
.0

)
S

-b
lo

c
k

x
5
0
0

ro
o

m
 t

e
m

p
e
ra

tu
re

, 
o

v
e
rn

ig
h

t
m

a
n

u
a
ll
y

4
M

ic
ro

w
a
v
e
 (

1
2
0
℃

 6
0
m

in
)

 1
m

M
 E

D
T

A
　

(p
H

 8
.0

)
A

B
-b

lo
c
k

x
1
0
0
0

ro
o

m
 t

e
m

p
e
ra

tu
re

, 
1
2
0
m

in
V

E
N

T
A

N
A

5
M

ic
ro

w
a
v
e
 (

1
2
0
℃

 6
0
m

in
)

 1
m

M
 E

D
T

A
　

(p
H

 8
.0

)
A

B
-b

lo
c
k

x
5
0
0

ro
o

m
 t

e
m

p
e
ra

tu
re

, 
1
2
0
m

in
V

E
N

T
A

N
A

P
re

tr
e
a
tm

e
n

t

P
o
s
it
iv

e
 c

o
n
tr

o
l,
 条
件

3
, 

x
2
0
0

P
o
s
it
iv

e
 c

o
n
tr

o
l,
 条
件

5
, 

x
2
0
0

 
図

3
7
. 

 
条
件
検
討
①
の
染
色
結
果

 

陽
性
コ
ン
ト
ロ
ー
ル
が
、
条
件

4
、

5
で
は
ま
っ
た
く
染
ま
ら
な
か
っ
た

. 

  図
 
3
9
 
 
条
件
検
討
①
の
染
色
結
果

 

 表
 
1
6
. 
条
件
検
討
①
に
お
け
る
染
色
条
件

 



120 

 

 

条
件
検
討
②

B
lo

c
k

in
g

T
it

e
r

In
c

u
b

a
ti

o
n

N
o

te

6
H

e
a

ti
n

g
 (

1
2

0
℃

 1
5

m
in

)
C

it
ra

te
 b

u
ff

e
r 

(p
H

 9
.0

)
S

-b
lo

c
k

x
1

0
0

0
ro

o
m

 t
e

m
p

e
ra

tu
re

, 
o

v
e

rn
ig

h
t

m
a

n
u

a
ll
y

7
H

e
a

ti
n

g
 (

1
2

0
℃

 1
5

m
in

)
C

it
ra

te
 b

u
ff

e
r 

(p
H

 9
.0

)
S

-b
lo

c
k

x
5

0
0

ro
o

m
 t

e
m

p
e

ra
tu

re
, 
o

v
e

rn
ig

h
t

m
a

n
u

a
ll
y

P
re

tr
e

a
tm

e
n

t

P
o
s
it
iv

e
 c

o
n
tr

o
l,
 条
件

7
, 

x
4
0
0

 
図

 
3
8
. 
条
件
検
討
②
の
染
色
結
果

 

陽
性
コ
ン
ト
ロ
ー
ル
で
の
核
へ
の
染
色
は
良
好
だ
が
、
組
織
が
崩
れ
て
い
る
。

 

 図
4
0
. 

 
条
件
検
討
②
の
染
色
結
果

 

 表
1
7
. 
条
件
検
討
②
に
お
け
る
染
色
条
件

 



121 

 

  この結果、核の染まりは認めるものの、pH が高すぎたために組織が壊れてし

まった（図 40）。一次抗体の希釈濃度は、1000倍が適切と考えられた。 

 

7. 3 条件検討③ 

  条件検討①および②を経て、染色条件はオートクレーブ 120 度 15 分、クエン

酸バッファーpH 6.0、一次抗体希釈倍率 1000 倍、インキュベーション時間室温一

晩、ジアミノベンジジン（DAB）反応時間 10 分で（表 16 の条件 2）、研究 1 で用

いる 93例の染色を行った。 

その結果、組織以外のバックグラウンドが高く、大部分は判定に問題ないもの

の、一部で判定困難な症例が出てしまった（図 41）。 

 

7. 4 条件検討④ 

  条件検討③の結果を踏まえ、染色の各行程で洗浄に用いる PBS（Phosphate 

buffered saline）を、界面活性剤加 PBS（phsophate buffered saline with tween 20: PBST）

に変更し、高い洗浄力でコンタミネーションを予防する方針とした。また、染色を

93 症例同時に施行したために、手技中の時間差や乾燥が生じてしまい、バックグ

ラウンドの発色を生じている可能性があると考えられた。このため、93 症例を約

半分ずつにわけて染色し、これらを防止した。さらに、DABの反応時間を 10分か

ら 8分に短縮した。 

  この結果、バックグラウンドが抑えられ、陰性部分と陽性部分の判別がしやす

い、よい状態の染色結果を得られた（図 42）。 
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7. 5 条件検討まとめ 

以上の条件検討より、染色条件はオートクレーブ 120 度 15 分、クエン酸バッ

ファーpH 6.0、一次抗体希釈倍率 1000倍、インキュベーション時間室温一晩、DAB

反応時間 8分で、各種行程に PBSでなく PBSTを使用するのが最適と考えられた。 
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ESCC Pt No.25, HIF-1a++, x200

図 41. 最適と考えられた条件での染色 

図 42. 乾燥などによりバックグラウンドが強く発色

してしまい、判定困難になったスライド 
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8. 附 2「各分子生物学的マーカーの発現の相関とサブグループ解析」 

 

  研究 1 および研究 2 では、同一の 93 例の食道扁平上皮癌の治療前生検検体を

対象とし、免疫染色を施行することによって、8種類の分子生物学的マーカー（p53、

MIB-1、HER-2、HIF-1α、CLDN-1、CLDN-4、CLDN-5、CLDN-7）の発現状況を調

べ、臨床成績との関係について検討した。ここで、研究 1 では p53 および HER-2

が、研究 2では CLDN-5が臨床成績との関わりがあることが明らかになった。そし

て、p53、HER-2、CLDN-5以外のバイオマーカー、すなわちMIB-1、HIF-1α、CLDN-1、

CLDN-4、CLDN-7 は、今回の研究では、食道扁平上皮癌の化学放射線療法症例に

おいて、臨床成績との有意な相関を認めなかった。 

  しかしながら、既存の報告などを参照すれば、こういったバイオマーカーは単

独では予後因子とはならずとも、複数のバイオマーカーの条件付け（例えば、蛋白

A が陽性かつ蛋白 B で予後不良など）によって臨床成績との関わりを導いている

報告も少なくなく、今回の研究においても、同様のサブグループ解析は必要である

と考えられる。 

 

8. 1 方法 

  研究 1および研究 2で検討した 8種類の分子生物学的マーカー（p53、MIB-1、

HER-2、HIF-1α、CLDN-1、CLDN-4、CLDN-5、CLDN-7）から任意の 2種類を選択

し（28通りの組み合わせ）、免疫染色での発現状況についてそれぞれ検討した。具

体的には、2 種類ずつの組み合わせについての陽性/陰性の発現の比率を求め、χ
2
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検定で有意性の検定を行った。さらにその 28 通りの組み合わせごとに全生存率に

おけるサブグループ解析を行なった。全生存率での解析は、カプラン・マイヤー法

により評価し、群間検定にはログランク検定を用いた。 

 

8. 2 結果 

任意の 2 種類のバイオマーカーの組み合わせ（28 通り）の発現状況と、χ
2検

定で求めた p値を表 18に示す。HER-2と CLDN-5（p = 0.006）、CLDN-4と CLDN-5

（p = 0.01）、CLDN-4 と CLDN-5（p = 0.001）で発現に有意な相関を認めた。それ

以外の組み合わせには、発現に有意な相関を認めなかった。 

  さらに、組み合わせごとの生存解析（図 43）では、p53 と HER-2 の組み合わ

せにおいて“p53陽性かつ HER-2陰性”で、その他 3つのパターンよりも有意に予後

良好であった（p = 0.006）。それ以外の組合せでは有意差は認めなかった。 

 

8. 3 考察 

免疫染色でのバイオマーカーの発現状況の相関を検討すると、HER-2 と

CLDN-5に有意な相関を認めた（p = 0.006）。HER-2は研究１で、CLDN-5は研究 2

で、いずれも予後との相関が示唆されたバイオマーカーである。HER-2と CLDN-5

自体が相関しているために、いずれも予後因子となった可能性がある。HER-2およ

び CLDN-5 が相関している分子学的機序は不明であり、過去の報告でも、HER-2

と CLDN-5を同一症例で解析した報告はない（2013年 2月現在）。今後、これらの

バイオマーカーの関わりや機序について検討されるべきと考えられる。 
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一方、生存解析においては、すでに単独で予後との相関が認められている p53

陽性かつ HER-2 陰性で有意な相関を認めたのみであった。今回のサブグループ解

析によって、研究 1 および研究 2では有意差がでなかったが組み合わせによって予

後因子となりうるような組み合わせは認められなかった。 
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図 43.  各バイオマーカーの発現

状況の組み合わせごとの全生存率

のカプラン・マイヤー曲線 

図下の表にログランク検定による

p値と、4年生存率を示す。  
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図 43.  （続き） 

各バイオマーカーの発現状況の組

み合わせごとの全生存率のカプラ

ン・マイヤー曲線 

図下の表にログランク検定による

p値と、4年生存率を示す。  
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図 43.  （続き） 

各バイオマーカーの発現状況の組

み合わせごとの全生存率のカプラ

ン・マイヤー曲線 

図下の表にログランク検定による

p値と、4年生存率を示す。  
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図 43.  （続き） 

各バイオマーカーの発現状況の組

み合わせごとの全生存率のカプラ

ン・マイヤー曲線 

図下の表にログランク検定による

p値と、4年生存率を示す。  
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図 43.  （続き） 

各バイオマーカーの発現状況の組

み合わせごとの全生存率のカプラ

ン・マイヤー曲線 

図下の表にログランク検定による

p値と、4年生存率を示す。  
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図 43.  （続き） 

各バイオマーカーの発現状況の組

み合わせごとの全生存率のカプラ

ン・マイヤー曲線 

図下の表にログランク検定による

p値と、4年生存率を示す。  
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