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研究成果の概要（和文）：神経成長因子受容体p75NTRをマーカーとして食道癌幹細胞を分離し静止期細胞が含ま
れることを示し、さらに抗体とDNA選択的染色試薬を組み合わせることでp75NTR陽性静止期癌幹細胞をviable な
状態で分離することに成功した。続いて食道癌症例より末梢血液5mlを採取し、EpCAM+/p75NTR+をマーカーとし
て臨床病理学的悪性度と相関するCTCを検出し、セルソーターを用いて分離した細胞が異形細胞であることを確
認した。また、胃癌について癌幹細胞マーカーCD44を用いて臨床病理学的悪性度と相関するCTCを検出し、セル
ソーターを用いて分離した細胞が異形細胞であることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We isolated and characterized quiescent cancer stem cells (CSCs) population 
in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). We isolated  p75NTR-positive cells in the G0-G1 phase 
but not in the S-G2-M phase showed strong expression of stem cell-related genes; high colony 
formation ability; high tumorigenicity in a mouse xenograft model; and strong chemoresistance, 
suggesting that p75NTR-positive/G0-1 cells represent quiescent CSCs in ESCC. For diagnostic 
application , our two-color flow cytometric investigation using peripheral blood samples of ESCC 
patients revealed that p75NTR-positive, but not p75NTR-negative circulating tumor stem cell counts, 
correlated with clinically diagnosed distant metastasis and pathological venous invasion in ESCC 
tumors. Further investigation targetting CSCs which are specifically characterized by multiple 
markers may provide us with novel therapeutic and diagnostic strategies for patients with ESCC.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： cancer stem cells　esophageal cancer　circulating tumor cells
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１．研究開始当初の背景 

消化器癌においても末梢血液循環癌細胞

（CTC）が検出されるようになり転移再発や

治療感受性における診断的意義が検討され

ているが、その分離に基づく機能解析は進

んでいない。申請者らはこれまで報告して

きた幹細胞マーカーである p75NTR および

CD90 の発現に基づきセルソーターを用い

た末梢血液循環食道扁平上皮癌幹細胞

（CTSC）の検出および生細胞の分離採取に

成功した。 

 

２．研究の目的 

食道癌幹細胞マーカーを用いた血中癌細胞

分離に基づき新規診断・治療標的を探索す

る。 
 
３．研究の方法 

本研究では①臨床病理学的因子とより相関

する CTSC 検出マーカーセットの同定およ

びマイクロ流体チップの作成により簡便で

より精度の高い CTSC 検出法を確立し、②分

離採取した細胞を用いて腫瘍幹細胞形質を

検証し転移および治療抵抗性に関わる制御

分子の機能解析を行うことで、新規治療標

的分子の探索および治療効果予測システム

の確立を行う。 
 
４．研究成果 

食道癌および胃癌症例を対象に上皮細胞マ

ーカー（EpCAM）と癌幹細胞マーカー（p75NTR

およびCD44）との組み合わせに基づき、フ

ローサイトメトリーを用いて末梢血液循環

癌細胞（CTC）を検出しその臨床的意義に

ついて検討した。 

１) P75NTRを用いた食道扁平上皮癌幹細

胞の同定：食道扁平上皮癌培養細胞を用い

てp75NTR陽性細胞を分離し、幹細胞関連

分子（Nanog、Bmi1、p63）および上皮間

葉転換マーカー分子が高発現していること、

高いコロニー形成能、マウス皮下移植腫瘍

形成能、および抗癌剤耐性能を示すことを

確認した(Int J Oncology 2016）。さらに、

p75NTR陽性/静止期細胞がp75NTR陽性細

胞の中でもより高い癌幹細胞形質を示すこ

とを見出した(Int J Oncology 2017）。 

 

 
２）癌幹細胞マーカーを用いたCTCの検

出：血液混和培養細胞を用いて単核球層分

離とゲート設定を行い癌細胞の検出精度を

確認したうえで（Methods Mol Biol 2017）、

食道癌におけるCTC検出:食道扁平上皮癌

切除症例10例の術前、術後および対照とし

て健常人10人より末梢血液10mlを採取 

し、単核球層を分離しEpCAM/p75NTRの

組み合わせを用いてCTCを検出したところ、

EpCAM陽性/p75NTR陽性細胞カウントは

切除標本における静脈侵襲と有意な相関を

示したのに対し、EpCAM陽性/p75NTR陰

性細胞カウントはどの臨床病理学的因子と

の相関も示さなかった。また、セルソータ

ーを用いて分離したEpCAM陽性/p75NTR

陽性細胞は細胞診にて異形細胞であること

を確認した。（World J Surgical Oncology 

2016、Int Surgery 2018）。 

 



 

３）胃癌におけるCTC 

の検出：胃癌症例26例および対照健常人12

例より末梢血液10mlを採取し１）と同様に

EpCAM-CD44陽性細胞を検出したところ、

EpCAM陽性/CD44陽性細胞カウントは切

除標本におけるT因子および静脈侵襲と有

意な相関を示した (Oncology Letters 

2017)。 

以上の結果から、食道癌においては

p75NTR、胃癌においては CD44 が CTC

のなかでもより転移と関わる細胞サブセッ

トのマーカーとなる可能性が考えられた。 
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