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研究成果の概要（和文）：CD44の発現の高い腫瘍細胞が食道扁平上皮癌（ESCC）における癌幹細胞（CSC）であ
ることが明らかとなった。CSCを標的とした新たな治療法の開発はESCC患者の予後を飛躍的に向上させることが
期待される。我々はESCCのCSCにおいて高発現しているFGF2に着目した。FGF2はCSCを増幅させ、逆にFGFR阻害剤
はCSCを抑制した。更に、FGFR経路の下流であるMek/Erk経路がESCCのCSC維持、増幅に重要な役割を担っている
ことを明らかにした。動物実験においてもFGFR阻害剤、Mek阻害剤は腫瘍増殖を有意に抑制した。FGFR/Mek/Erk
経路は新たな治療標的となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In esophageal squamous cell carcinoma (ESCC), a subset of cells defined by 
high expression of CD44 and low expression of CD24 has been reported to be cancer stem-like cells 
(CSCs). Novel therapies directly targeting CSCs have the potential to improve prognosis of ESCC 
patients. We report that FGF-2 is significantly upregulated in CSCs and significantly increases CSC 
content in ESCC cell lines by inducing epithelial-mesenchymal transition (EMT). Conversely, the FGFR
 inhibitor sharply diminishes CSCs via induction of mesenchymal-epithelial transition (MET). Further
 experiments revealed that Mek/Erk pathway is crucial for FGF-2-mediated CSC regulation. Consistent 
with these findings in vitro, xenotransplantation studies demonstrated that inhibition of 
FGF-2-mediated FGFR/Erk signaling significantly delayed tumor growth. Inhibition of FGFR and/or Mek 
signaling represents a potential novel therapeutic option for targeting CSCs in ESCC.

研究分野：消化器内科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）食道扁平上皮癌（ESCC）における癌
幹細胞 
 現在までに癌幹細胞の表面マーカーとし
て CD24、CD44、CD90、CD133、EpCAM、
ALDH1 活性等が用いられているが、申請者
らは複数の ESCC 細胞株を用いて、
CD24Low/CD44High細胞が ESCC における癌
幹 細 胞 で あ る こ と を 見 出 し た 。
CD24Low/CD44High細胞は間葉系細胞の形態、
性質を有し、各種抗癌剤（5FU、CDDP）に
対し有意に治療抵抗性であった。ヌードマウ
ス、ESCC細胞株を用いた連続腫瘍移植実験
では、わずか 10個の CD24Low/CD44High細胞
で腫瘍形成が認められた。重要なことに、連
続腫瘍移植実験で CD24Low/CD44High細胞は
親腫瘍と同性質（分化度）の腫瘍を再形成し
た。これらの結果は ESCCにおいて間葉系の
性質を持った CD24Low/CD44High細胞が癌幹
細胞であることを示している。 
（２）上皮間葉移行（EMT）を標的とした治
療法の限界 
 間葉系の性質を有する ESCC 癌幹細胞の
維持、増幅には上皮間葉移行（EMT）が非常
に重要な役割を担っている。ESCC細胞株を
セルソーターにより非癌幹細胞のみを分離
し、非癌幹細胞を TGF-βで処理すると EMT
が生じる。EMT を起こした間葉系癌細胞が
癌幹細胞であることが示唆されており、申請
者らの実験系においても EMTの結果として
癌幹細胞は著明に増幅された。EMTがESCC
の癌幹細胞の維持、増幅機構に重要である点
に着目し、申請者らは ESCCの EMTにおい
て重要な因子である Notch1、EGFR を標的
とした治療法の開発に取り組んできた。しか
し、Notch阻害剤、EGFR阻害剤を用いるこ
とで EMTを阻害し癌幹細胞の増幅を抑制す
ることが可能であったが、完全に癌幹細胞を
死滅させることはできなかった。EMT を効
率良く阻害できる Notch阻害剤、EGFR阻害
剤に対しても既存の癌幹細胞は治療抵抗性
であった。EMT を阻害するのと同時に既存
の癌幹細胞に対する有効な治療法の開発が
必要であると考えられた。 
（３）Fibroblast growth factor-2 (FGF-2)を
標的とした ESCC癌幹細胞治療の可能性 

FGF-2は癌の進行、悪性度と関連するとの
報告がなされており、ESCC においても
FGF-2が再発、生存率に関与する重要な因子
であることが報告されている。しかし、ESCC
癌幹細胞における FGF-2 の役割に関しては
明らかにされていない。申請者らは ESCC癌
幹細胞における遺伝子発現を DNA マイクロ
アレイで網羅的に解析し、FGF-2 が複数の
ESCC細胞株において非癌幹細胞と比較して
癌幹細胞で著明に発現が亢進していること
を確認した。癌幹細胞は多くの薬剤に対し治
療抵抗性であるが、FGF 受容体阻害剤
（SU5402、AZD4547）に対しては非癌幹細
胞と同等の薬剤感受性を示した。また、癌幹

細胞を FGF受容体阻害剤で処理し FACSで
解析すると、CD44 の発現が有意に低下し、
さ ら に 癌 幹 細 胞 分 画 で あ る
CD24Low/CD44High 細胞分画が著明に減少し
た。FGF 受容体阻害剤による ESCC 癌幹細
胞を標的とした新たな治療法開発の可能性
が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 前述の学術的背景および申請者らが行っ
てきた基礎的研究成果から、FGF 受容体
（FGFR）阻害剤を用いることで ESCC癌幹
細胞を標的とした新規治療法開発の萌芽と
なる可能性が考えられた。本研究は ESCCに
おける FGF 受容体阻害剤の癌幹細胞に対す
る有効性を in vitro及び in vivoの実験系に
おいて検証することを目的に遂行された。 
 
３．研究の方法 
（１）FGF 受容体阻害剤の ESCC 癌幹細胞に対
する有効性の検討（in vitro） 
 複数の ESCC 細胞株 TE8、HCE4、T-TeRAS 細
胞から癌幹細胞（CD24Low/CD44High細胞）およ
び非癌幹細胞（CD24High/CD44Low細胞）をセル
ソーター（FACSAria III）を用いて分離した。
分離された細胞に FGFR 阻害剤を添加し、癌
幹細胞表面マーカー（CD24、CD44）を FACS
により解析した。 
（２）FGF 受容体阻害剤が癌幹細胞内パスウ
ェイに及ぼす影響 
 複数の ESCC 細胞株から CD24Low/CD44High癌
幹細胞を分離し、FGFR 阻害剤で処理した。
FGFR 経路の下流である、Akt/PI3K 経路、
RAS/MEK/ERK経路に及ぼす影響をWBにより確
認した。さらに、Akt 阻害剤、MEK 阻害剤で
CD24Low/CD44High癌幹細胞を処理し、癌幹細胞
マーカの変化を解析した。 
（３）FGFR 阻害剤、MEK 阻害剤の ESCC 癌幹
細胞に対する有効性の検討（in vivo） 
 ESCC 細胞株 TE8、T-TeRAS をヌードマウス
へ皮下移植し、移植２週間後より FGFR 阻害
剤を投与した。移植６～８週後にマウスをと
殺し、以下の項目を評価した。 
①腫瘍サイズの経時的変化を測定した。 
②FGF 受容体活性をリン酸化抗体を用いて免
疫染色により評価し、阻害剤の効果を確認し
た。 
③ERK 活性をリン酸化抗体を用いて免疫染色
により評価した。 
④上皮系マーカーとして E-cadherin、間葉系
マーカーとして vimentin を用いて腫瘍内に
おける EMT を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）CD24Low/CD44High癌幹細胞におけるFGF-2 
CD24Low/CD44High癌幹細胞において FGF-2 分
泌は mRNA レベル、蛋白レベルともに著明に
亢進していた。また、既報の通り、
CD24Low/CD44High癌幹細胞では、非癌幹細胞分
画と比較して、間葉系マーカーの vimentin



の発現が亢進し、上皮系マーカーの
E-cadherin の発現は有意に低下していた。逆
に、非癌幹細胞分画をFGF-2で処理するとEMT
が生じ、CD24Low/CD44High癌幹細胞が有意に増
幅した。 
 
（２）FGFR 阻害剤が CD24Low/CD44High癌幹細胞
に及ぼす影響 
FGF 阻害剤は AZD4547、BGJ398、SU5402 を
用いた。何れの阻害剤も TE8、HCE4 において
CD24Low/CD44High癌幹細胞を有意に抑制した。
この際、FGFR 経路下流の ERK活性は TE8、HCE4
細胞ともに抑制されていたが、Akt活性は TE8
のみで抑制されていた。 
 
（３）CD24Low/CD44High 癌幹細胞における
RAS/MEK/ERK 経路の重要性 
FGFR 阻害剤は TE8、HCE4 細胞において癌幹
細胞を有意に抑制したが、RAS 変異体である
T-TeRAS 細胞には無効であった（図１）。この
結果から FGF シグナルの下流において
RAS/MEK/ERK 経路が CD24Low/CD44High癌幹細胞
の制御において重要であることが示唆され
た。MEK 阻害剤を用いることで T-TeRAS 細胞
においてもCD24Low/CD44High癌幹細胞は有意に
抑制された（図２）。逆に、EGF 経路の下流で
ある AKT 経路を阻害しても、何れの細胞株に
おいてもCD24Low/CD44High癌幹細胞は抑制され
なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 FGFR 阻害剤は T-TeRAS 細胞に無効 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図２ MEK 阻害剤は T-TeRAS 細胞に有効 
 
これらの結果からCD24Low/CD44High癌幹細胞
は FGFR/RAS/MEK/ERK 経路により制御されて
いることが明らかになった。 
 
（４）In vivo における FGFR 阻害剤及び MEK
阻害剤の効果の検討 
ヌードマウスを用いた腫瘍移植実験にお
いても FGFR 阻害剤（AZD4547）は FGFR のリ
ン酸化、MEK 阻害剤（trametinib）は ERK の
リン酸化を十分に抑制していた。AZD4547 は
TE8 細胞の腫瘍増殖を抑制したが、RAS に変
異のある T-TeRAS 細胞には無効であった。一

方で、MEK 阻害剤である trametinib は TE8 細
胞およびT-TeRAS細胞何れの腫瘍増殖も有意
に抑制した（図３）。重要なことに、
trametinib により腫瘍細胞の上皮系マーカ
ーである E-cadherin の発現が増強し、間葉
系マーカーである vimentin の発現は抑制さ
れていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 FGFR 阻害剤、MEK 阻害剤による腫瘍 
抑制効果（T-TeRAS 細胞） 

 
In vitro での結果と同様に、動物実験にお
いても CD24Low/CD44High癌幹細胞は抑制され、
MET（mesenchymal-epithelial transition）
が生じることで腫瘍増殖が抑制された。動物
実験においても FGFR/RAS/MEK/ERK 経路が
CD24Low/CD44High癌幹細胞の制御に重要である
ことが示され、同経路の阻害が癌幹細胞を標
的とした新規治療法となる可能性が期待さ
れる。 
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