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I．緒　　言
　食道扁平上皮癌（以下，食道癌）は予後不良
な癌の 1 つであり，5 年生存率は 20% 以下と
されている 1）．進行食道癌では遠隔転移症例に
対する全身療法のほか手術や放射線などの局
所療法により根治が期待される症例でも補助
療法としての化学療法の役割は極めて大きい．
食道癌化学療法では cisplatin と 5-fluorouracil 

（5-FU）を併用する CF 療法が 1990 年代から
標準治療として用いられてきたがその奏効率は
35% と低く，切除可能症例への術前・術後の
補助化学療法としての使用や CF に他の薬剤を

加えた新規レジメンの開発が進められてきた 2）．
2012 年 Stage II/III 切除可能進行癌に対する補
助化学療法として術後よりも術前の CF 療法が
予後が良いことが報告された 2, 3）．また新規レ
ジメンとして CF 療法に docetaxel を上乗せし
た docetaxel/cisplatin /5 -FU （DCF）療法では
奏効率 60% 以上と良好な成績が示され，初回
DCF 療法により他臓器浸潤や広範リンパ節転
移が解除され根治手術や根治的放射線化学療法
へ移行できた高度進行食道癌の報告が増加して
いる 4, 5）．さらに 2022 年には Stage I-III 食道
癌に対する術前療法の無作為比較試験の結果，
CF 療法あるいは CF 併用放射線療法に比較し
DCF 療法が有効であることが示された 6）．し
かし，食道狭窄により栄養障害を伴う食道癌患
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　進行食道癌治療では初回治療として化学療法が行わ
れ，治療前効果予測はきわめて重要である．本研究で
は食道癌 61 例を対象としNFE2L2 変異の有無が治療
効果予測因子となりうるかを検討した．原発巣変異解
析では，61 症例中NFE2L2 変異は 13 例 （21 .3%）に
認め， エクソン 2 に集中していた．初回化学療法を施
行した 50 例では，奏効はNFE2L2 変異例で 8 例中
2 例（25 .0 %）で，野生型 42 例中 30 例 （71 .4%）に

比し有意に低かった．また初回 docetaxel/cisplatin/5 -
fluorouracil 療法を施行した 43 例中NFE2L2 変異例 5
例は他の 38 例に比較し有意に全生存割合が低かった．
食 道 癌 細 胞 株 11 株 で は 4 株（36 .4%）にNFE2L2
変異を認めた．変異株では野生型株に比較し抗癌剤
による増殖抑制効果が有意に低かった．食道癌では
NFE2L2 変異検索により効率的な治療抵抗性の予測
が可能である．
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表１．食道癌症例の臨床病理学的因子と初回治療
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者では化学療法有害事象の発生頻度は高く，特
に DCF 療法では grade 3 以上の骨髄抑制，発
熱性好中球減少，腸炎を伴う下痢などから重篤
な状態に陥る症例も散見され，日常診療では十
分な有害事象対策が必要である．以上より，現
在の食道癌治療では早期癌を除くほぼすべての
症例で初回治療として化学療法が行われている
が，非奏効例では化学療法による不要な有害事
象を被るだけでなく，病勢進行により根治治療
や有効な治療を受ける機会を逃す可能性があ
る．したがって，治療前化学療法の効果予測は
食道癌診療ではきわめて重要と考えられる．
　 Nuclear factor erythroid-2 -related factor 2 

（Nrf2） は細胞傷害や炎症によって引き起こさ
れる酸化ストレスからの生体保護を担う重要
な転写因子である．非ストレス下では Nrf2 は
Kelch-like ECH-associated protein 1 （Keap1）
と Cullin-3 （Cul3）の複合体により細胞質内で
速やかに分解されるが，ストレス下では安定化
し核内へ移動し生体防御に関連する遺伝子群の
転写を促進し細胞生存に働く．癌細胞における
Nrf2 の恒常的な安定化により化学療法や放射
線療法への治療抵抗性を獲得することが報告さ
れている 7, 8）．また Nrf2 高発現自体がグルコー
ス代謝，グルタミン代謝に関与する酵素群の遺
伝子を直接活性化することで，癌細胞の増殖そ
のものを亢進させていることも示されている 9）．
肺扁平上皮癌および食道扁平上皮癌の全遺伝
子エクソン解析では Nrf2，Keap1，Cul3 を
コードするNFE2L2/KEAP/CUL3 系遺伝子
変異は肺癌で 32 .6％，食道癌で 23 .4% の症例
で認められている 10,11）．これら 3 遺伝子のうち
NFE2L2 変異は肺癌では 46 .6%，食道癌では
70 .1% と，食道癌ではNFE2L2 変異が優位で
あ る． 肺 癌 で はNFE2L2/KEAP1/CUL3 の
いずれかに変異を有する症例は，非変異症例に
比較し有意に予後不良であることが報告されて
いる 12）．Shibata らは食道癌では 82 例中 18 例 

（22%）にNFE2L2 変異を認め，NFE2L2 変

異症例は野生型症例に比べ有意に予後不良であ
ることを報告している 13）．この報告は 2000 年
代の食道癌症例のデータに基づくが，前述のよ
うに 2010 年代以降術前化学療法の標準化や奏
効率の高いレジメンの開発が行われ，近年食道
癌治療内容や予後は大きく変遷している．本研
究では 2015 年以降に治療を行った食道癌症例
を対象とし，NFE2L2 変異の有無が治療効果
予測因子となりうるかを検討した．

II．研究材料及び方法
　 1．食道癌症例の遺伝子変異解析
　本研究は，当院で施行された食道癌先行研究

（UMIN Clinical Trial Registry: UMIN000038724;
本 学 倫 理 委 員 会 承 認 番 号 # HGH27 -16）に
2015 年 9 月から 2019 年 7 月までに参加登録さ
れた食道扁平上皮癌 64 症例のうち，原発巣組
織の次世代シークエンサー （next generation 
sequencer: NGS）解析が施行可能であった 61
症例を対象とした（表 1）．原発巣変異解析は
末梢血単核球より抽出した DNA を対照とし，
食道および頭頚部扁平上皮癌で変異頻度の高
い 31 遺伝子を標的としたカスタムパネルであ
る squamous cell carcinoma （SCC） panel を用
いた 14）．NGS 解析は Ion ProtonTM または Ion 
5STM （Themo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA） を用い共同研究施設である札幌医科大
学で行った 14, 15）．NGS 解析結果からNFE2L2
およびKEAP1 遺伝子の変異症例割合，変異部
位，変異アリル頻度 （variant allele frequency: 
VAF）を抽出した．NFE2L2 変異状況におけ
る初回治療効果を Fisher’s exact test により，
NFE2L2 変異症例における治療効果別の原発
巣変異アリル頻度を Mann-Whitney test を用
い比較した．また，全生存期間，無増悪生存期
間を Kaplan-Meier 分析及び Log-rank 検定によ
り比較した（Graph Pad Prism 9）．
　 2．食道癌細胞株におけるNFE2L2 変異解析
　当教室で保有する食道扁平上皮癌細胞株 11
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株 （TE1 , TE6 , TE8 , TE9 , TE10 , KYSE70 , 
KYSE150 , KYSE180 , KYSE410 , KYSE450 , 
KYSE520）についてサンガーシークエンス法により
NFE2L2 変異状況を確認した．NFE2L2  変異
hotspot であるエクソン 2 を Forword primer :
5’-GGTATCTGTCATTTAAAAAACATG
A-3’, お よ び Reverse primer: 5’-GGTTTAAG
GAAACACTGAGCAAGGA-3’を用いKOD FX Neo

（TOYOBO, Osaka, Japan）にて増幅し，Bigdye
terminator （Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA）により direct sequence を施行し
た．
　3．NFE2L2 変異状況による食道癌細胞株
　　の抗癌剤増殖抑制効果の比較
　各細胞株を 10％ウシ胎児血清（FBS；Gibco, 
Rockville, MD, USA）を加えた RPMI 1640 培地

（Gibco, Rockville, MD, USA）で 96-well プレー
トに 2,000-5 ,000 cells/well で播種し 37℃，5% 

CO2 で 24 時間インキュベートした．その後食道
癌治療で頻用される抗癌剤である cisplatin，
docetaxel，5-FU の 3 剤をそれぞれ添加し，24
時間後の 50％増殖阻止濃度（GI50）を CCK-8 
assay（DOJINDO LABORATORIES，Kumamoto，
Japan）を用いて計測した．NFE2L2 野生型株お
よび変異株の GI50 について Mann-Whitney test
を用い比較した（Graph Pad Prism 9）．

III．結　　果
　 1. 食道癌症例におけるNFE2L2/KEAP1 変異
　 61 症例中NFE2L2 変異は 13 例 （21 .3%），
KEAP1 変異は 4 例 （6.6%）に認められた（表
2）．NFE2L2 お よ びKEAP1 変 異 そ れ ぞ れ
の 原 発 巣 変 異 ア リ ル 頻 度 を 表 2 に 示 し た．
NFE2L2 変 異 16 変 異 中 13 変 異（81 .3 ％）は
Keap1 結合ドメインであるエクソン 2 に集中
しており，この 13 変異中 10 変異（76 .9％）は
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表 2．食道癌原発巣組織における
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Keap1 結合モチーフの DLG （codon 29 -31）お
よび ETGE （codon 79 -82）モチーフに認めら
れた （図 1）．エクソン 2 以外では Neh1 ドメ
インのコドン 546 -548 に３個の変異が認めら
れた．EC_1 における p.N546K 変異と p.K548
の２変異はいずれも VAF は 5% 以下と腫瘍内
の minor clone における変異と考えられた（表
2, 図 1）．EC_14 は p.D547G 変異を認めるも
ののエクソン 2 の ETGE モチーフにも変異を
有していた．ヒトがんの体細胞変異に関する
包括的データベースである COSMIC database 

（https://cancer.sanger.ac.uk/cosmi ）では
NFE2L2 変異解析が行われた 62 ,435 例中，コ
ドン 546 -548 における変異は１例の登録があ
るのみで変異発生頻度は極めて低率であった．
したがって，食道癌におけるNFE2L2 変異
は Keap1 結合ドメインにおけるものが重要で
あることが示唆された．KEAP1 遺伝子変異を

示した 4 例のうち，２例は Nrf2 結合ドメイン
の Kelch/DGR 状に変異を有していた（表 2, 図
1）．
　 2．食道癌症例におけるNFE2L2 変異状況
　　　と治療効果
　食道癌症例の背景因子（年齢，性別，喫煙，
飲酒，進行度）とNFE2L2 変異状況を表 3 に
示した．11 症例 （Stage I: 9 例，Stage IIIA: 2
例）では初回治療として根治手術が行われ，3
例は放射線化学療法，47 例で初回化学療法が
施行された（表 4）．化学療法レジメンの内訳
は DCF: 43 例，CF: 3 例，irinotecan/cisplatin: 
1 例で，全症例で cisplatin を含む化学療法が
施行され，91 .5% （43/47）の症例で DCF 療法
が選択された（表 4）．初回手術症例を除いた
50 例における初回治療効果判定では，奏効率 

（response rate）はNFE2L2 変異症例では 25.0 
%（2/8），NFE2L2  wildtype 症例では 71 .4% 
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　　　 c.246A>T
　　　 c.85G>A
c.69_95delTTGGAGGCAAG
ATATAGATCTTGGAGT
　　　 c.86A>G
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（30/42）と wildtype 群で有意に高かった（p =
0 .02 , Fisher’s exact test, 図 2A）．反対に初
回治療における進行例 （progressive disease: 

PD）の割合はNFE2L2 変異症例では 8 例中
5 例（62 .5%），NFE2L2  wildtype 症 例 で は
42 例 中 6 例 （14 .3%）と 変 異 群 で 有 意 に 多
かった（p <0 .01 , Fisher’s exact test, 図 2B）．
NFE2L2 変異の VAF 平均値は初回治療効果
PD 症例の 34 .9 （23 .57 -54 . 52）% に比べ PR 症
例で 12 .6 （6 .21 -18 . 9） % と有意に低かった （p 
= 0 .03 , Unpaired t-test, 図 2C）．

                         表 3．患者背景因子とNFE2L2 変異状況

年齢

性別

喫煙

飲酒

TNM 
    Stage ※

≦ 70
< 70
男性
女性
あり
なし
あり
なし

I
II
III
IV

野生型
（n = 48）

21
27
36
12
22
26
30
18
 6
 2
 6
34

変異型
（n = 13）           

 5
 8

     12
 1
 9
 4

     11
 2
 4
 1
 1
 7

※ TNM 悪性腫瘍の分類第 8 版

NFE2L2 変異状況

                         表 4．食道癌症例の初回治療とNFE2L2 変異状況

手術

化学放射線療法

化学療法
    docetaxel/cisplatin/5 -FU
    cisplatin/5 -FU
    irinotecan/cisplatin

野生型
（n = 48）

 6

 3

     36
 2
 1

変異型
（n = 13）

5

0

7
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0
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　 初 回 DCF 療 法 を 施 行 し た 43 例 の う ち
NFE2L2  mutant でかつ変異アリル頻度 20%
以上の 5 症例とそれ以外の 38 例 （NFE2L2  
wildtype: 36 例 お よ びNFE2L2  mutant VAF 
< 20%: 2 例）での予後比較では前者が有意に予
後不良であった（p ＝ 0 .03 , Log-rank test, 図
3A）．同様にNFE2L2  mutant でかつ変異ア
リル頻度 20% 以上の 5 症例の初回 DCF 療法の

無増悪生存率は，それ以外の症例と比べて有意
に低かった （p < 0 .0001 , Log-rank test, 図 3B）．
　 3．食道癌培養細胞におけるNFE2L2 変異解析
　食道癌細胞株 11 株におけるサンガーシーク
エンスによるNFE2L2  エクソン 2 変異解析で
は 4 株（36 .4%）に変異を認め，１株はインフ
レーム欠失変異，3 株はミスセンス変異であっ
た （図 4A）．変異部位は食道癌症例では DLG/
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ETGE モチーフに集中していたのと異なり，
細胞株では DLG/ETGE モチーフ 上の変異は
KYSE520 の 1 株のみであった．しかし，他の
3 株の変異も DLG/ETGE モチーフの近傍 5 コ
ドン以内に位置していた（図 4B）．
　 4．食道癌細胞株の抗癌剤増殖抑制効果
　食道癌日常診療で使用頻度の高い 3 薬剤であ
る cisplatin, 5 -FU, docetaxel について，食道癌
細胞株 11 株で 50% 増殖阻止濃度 （GI50）を比
較した（図 5）．全薬剤ではNFE2L2 変異細胞
株は野生型株に比し有意に GI50 が高かった（p 
< 0 .01 , Mann-Whitney test, 図 6） ．薬剤別で

は，cisplatin がNFE2L2 変異細胞株で有意に
高かった．5-FU および docetaxel では変異株
と野生型株で有意な差はみられなかったもの
の，野生型株では低く変異型株で高い傾向が見
られた（p <0 .01，Mann-Whitney test, 図 6）．

IV．考　　察
　 2000 年代より，進行食道癌に対する治療は
手術や放射線療法などの局所療法の適否にかか
わらず初回治療として全身化学療法が用いら
れることが一般化してきた．また化学療法レ
ジメンでは，長年標準治療とされてきた CF 療
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図 4.  食道扁平上皮癌細胞株におけるNFE2L2 変異状況
　 A. NFE2L2 サンガーシークエンス
　　  上 段：NFE2L2 変 異 陽 性 細 胞 株 と 変 異 部 位．TE6, KYSE70, KYSE180, KYSE520 の 4 株 に
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 　B. 食道扁平上皮癌細胞株のNFE2L2 変異部位
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                         NFE2L2 野生型株 (KYSE450)
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図 5．食道癌細胞NFE2L2 変異状況と抗癌剤による増殖抑制
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法に docetaxel を上乗せした DCF 療法や免疫
チェックポイント阻害剤 （immune checkpoint 
inhibitor: ICI）を加えた ICI/CF 療法の有効性
が示され，30 年ぶりに食道癌薬物療法が進化
を遂げている．これらの強力な化学療法は奏
効率の上昇をもたらしているものの，依然 30-
50% の症例は非奏効例である．非奏効例では
不要な有害事象を被るだけでなく，病勢進行に
よる quality of life の悪化や臓器機能の低下か
ら，根治治療や有効な治療を受ける機会を逃す
可能性がある．したがって，今後の食道癌診療
では化学療法効果予測はこれまで以上に重要と
なる．
　食道癌組織における術前化学療法の効果予測
因子として，p53，細胞周期調節因子，ヌクレ
オチド除去修復機構，そのほか好中球・リンパ
球比に代表される免疫学的指標などが報告さ
れてきたが，現在のところ有効な予測因子と
して確立されたものはない 16-18）．Sasagawa ら
は 121 例の食道癌症例の治療前生検組織の全ゲ
ノム解析および網羅的遺伝子発現解析（RNA-
seq）を行い，機械学習から予測モデルを構築し，
腫瘍組織内の好中球浸潤および腫瘍ゲノムにお
ける特定のコピー数変化とシグネチャーが食道
癌術前化学療法の効果を予測できることを報告
している 19）．われわれの解析結果とは異なり，
Sasagawa らの食道癌症例の全ゲノム解析結果
からはNFE2L2 変異状況と術前化学療法効果
との関連は認められていない．この相違は化学
療法の奏効率が一因と考えられる．Sasagawa
らの検討で用いられた化学療法は標準的な CF
療法であるが，進行食道癌に対する CF 療法の
奏効率は 35% にとどまる 2）．一方，本研究で
一次化学療法として施行した DCF 療法の奏効
率は 66 .6 -86 . 4% と CF に比し良好な成績が報
告されている 4-6）．CF と DCF 療法の間には奏
効率に約 2 倍の差が見られるため，Sasagawa
らの報告からは化学療法奏効に強くつながる因
子が，われわれの検討からは化学療法耐性につ

ながる因子が同定されたものと思われる 19）．
　進行癌患者の診療では可能な限り早期の治療
開始が望ましい．前述の全ゲノム解析や RNA-
seq 解析を用いた免疫 / ゲノムの大規模プロ
ファイリング検査では数ヵ月の長い検査時間と
高額な検査費用が生じるため，食道癌治療前効
果予測検査としての日常診療への実装には高
いハードルがある．今回われわれはNFE2L2
変異状況と化学療法効果との関連を明らかに
した．対象遺伝子・領域を絞った解析は検査
時間の短縮ならびに費用削減に大きく貢献す
る．肺癌ではNFE2L2/KEAP1 系変異のうち
NFE2L2 変異割合は 50% 以下と報告されてい
る 10）．本研究では食道癌 61 症例中NFE2L2/
KEAP1 変異は 17 例 （27 .9%）に認め，この 17
例中NFE2L2 変異は 13 例 （76 .5%），KEAP1
変異は 4 例 （23 .5%）とNFE2L2 変異の割合
が高く，既報告と同様であった 11）．KEAP1
に お け る Nrf2 binding domain が 852bp と 比
較的広範であるのに対し，NFE2L2 の Keap1 
binding domain はエクソン 2 の 267bp と小範
囲で，さらに変異が DLG, ETGE モチーフの
20bp 周囲に集中している（図 1）．食道癌では
NFE2L2 の小範囲の変異検索で治療効果を予
測できる可能性があり，きわめて効率的と考え
られる．
　 NFE2L2 変異陽性食道癌細胞株では野生型
株に比べ治療抵抗性である傾向が見られたが，
特に cisplatin では変異株で有意に高い GI50 値
を示した （図 6）．肺癌ではNFE2L2 -KEAP1-
CUL3 のいずれかに変異を有する症例は，非変
異症例に比較しプラチナベースの初回化学療法
開始から増悪までの期間が有意に短く，また予
後不良であることが報告されている 12）．食道
癌化学療法では cisplatin は中心的な薬剤であ
り，本研究においても化学療法施行群には全例
cisplatin が使用されており，NFE2L2 変異が
特に cisplatin 抵抗性により全生存率，無再発
生存率に影響したことが予測された．
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　NFE2L2 変異症例のうち初回手術を施行し
た 5 症例（Stage I: 4 例，Stage IIIA: 1 例）は
全例生存中である（観察期間中央値：1894 日）．
したがってNFE2L2 変異症例も切除可能であ
れば良好な予後が期待され，不良な予後は化学
療法抵抗性に起因するものと思われる．現在の
食道癌術前化学療法の対象には Stage IB, II も
含まれるが，NFE2L2 変異症例では術前治療
中に病状進行の可能性もあり，切除可能例では
早期手術が望ましいものと考えられる．
　切除不能症例の予後改善にはNFE2L2 変
異陽性食道癌の新規治療法開発が必要であ
る．食道癌化学療法では 2020 年に ICI 療法が
承認され key drug の一つとなった．ICI の作
用機序は従来の殺細胞性抗癌剤とは大きく異
なり，免疫抑制シグナルの伝達を阻害するこ
とで T 細胞の活性化抑制を解除するものであ
る．NFE2L2 変異陽性食道癌に対する ICI の
治療効果に関する情報は乏しく，今後症例を
集積し検討したい．また，Keap1 によるユビ
キチン化を介さない Nrf2 分解経路の解明も
重要と思われる．microRNA は標的遺伝子の
mRNA の 3’非翻訳領域に対し不完全な相同
性のもとで結合し，mRNA の不安定化と翻訳
抑制により標的タンパク質産生を抑制する．
microRNA と標的遺伝子 mRNA 結合予測ア
ル ゴ リ ズ ム （TargetScanHuman7 .0 , https://
www.targetscan.org/vert_70/）ではNFE2L2  
mRNA と microRNA 144 （miR-144）の強い結

合可能性が予測された．miR-144 の発現異常は
種々の癌で報告されているが 20），Keap1 非依
存性の Nrf2 発現抑制機構としての可能性も興
味深い．今後miR-144 の導入による薬剤抵抗
性変化や Nrf2 発現変化について検討を加え，
予後不良なNFE2L2 変異陽性食道癌の新規治
療法開発につなげたい．

V．結　　語
　食道癌症例の約 20% にNFE2L2  エクソン 2
変異が検出され，変異症例は野生型症例に比べ
化学療法の治療効果が低く，予後不良であるこ
とを明らかにした．またNFE2L2 変異による
薬剤抵抗性は食道癌 key drug である cisplatin
で強く，NFE2L2 変異状況により食道癌化学
療法抵抗性の予測が可能であることが示唆され
た．　
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　 Systemic chemotherapies have proven to be 
effective for treating esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC). In advanced ESCC, predicting 
the response to primary chemotherapy is critical. In 
this study, we investigated the relationship between 
NFE2L2  gene status and chemotherapy response in 
ESCC patients. A sequence analysis of 61 primary 
ESCCs revealed that 13 ( 21 . 3%) had mutations in 
NFE 2 L 2 . Among the 50 ESCC 　 patients who 
received primary chemotherapy, objective response 
rate of patients with NFE 2 L 2  mutation ( 2 / 8 , 
25 . 0%) was significantly lower than that of patients 
with NFE2L2 wild type ( 30/42 , 71 . 4%) (p = 0 . 02 , 

Fisher’s exact test). Furthermore, among 43 patients 
who received triplet chemotherapy with docetaxel, 
cisplatin, and 5 -FU, NFE2L2  mutant patients (n = 
5 ) had a significantly lower overall survival rate than 
NFE2L2  wildtype patients (n = 38 , p = 0 . 03 , Log-
rank test). NFE2L2  mutations were also found in 
4 of 11 ( 36 . 4%) ESCC cell lines. The rate of growth 
inhibition by anticancer drugs in NFE2L2  mutant 
cells was significantly lower than in wildtype cells
 (p < 0 . 01 , Mann–Whitney U test). Our findings 
suggest that NFE2L2  status can predict chemo-
therapy response in patients with ESCC.

Abstract




