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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌(ESCC)の発癌初期段階における癌関連線維芽細胞(CAF)の役割を検討
するために、不死化ヒト食道扁平上皮細胞株(Het-1A)と骨髄由来間葉系幹細胞(MSC)との間接共培養系を確立し
た。Het-1Aと間接共培養後のMSCではCAFマーカーの発現が誘導され、これをCAF様細胞と定義した。CAF様細胞お
よびCAF様細胞と間接共培養後のHet-1Aでは増殖・運動能が亢進し、この表現型にはCAF様細胞から分泌される
CCL2が関与していた。以上より、CAF由来のCCL2は扁平上皮細胞やCAFに作用し、これらの増殖・運動能を亢進さ
せることでESCCの発癌初期段階に関与する可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Cancer-associated fibroblasts (CAFs) contribute to the progression of 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). In this study, we established an indirect co-culture 
assay between human esophageal squamous epithelial cell line (Het-1A) and human mesenchymal stem 
cells (MSCs), one of the origins of CAFs, to understand the roles of CAFs in early stage of ESCC. 
Co-cultured MSCs showed increased expressions of the CAFs markers, and promoted cell growth and 
migration, when compared to monocultured MSCs. Then, we performed cDNA microarray and cytokine array
 analyses between monocultured and co-cultured MSCs, and found the higher expression and secretion 
of CCL2 in co-cultured MSCs. The recombinant human CCL2 protein promoted cell growth and migration 
in both MSCs and Het-1A. These results indicate that CCL2 may contribute to cell-to-cell interaction
 between CAFs and epithelial cells in early stage of ESCC.

研究分野： 人体病理学

キーワード： 食道扁平上皮癌　癌・間質相互作用　癌関連線維芽細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食道扁平上皮癌は難治癌の一つであり、早期の段階で診断・治療することが重要である。本研究では食道扁平上
皮癌の発癌初期段階において癌関連線維芽細胞由来のケモカインCCL2が受容体CCR2を介して扁平上皮細胞と癌関
連線維芽細胞の増殖・運動能を亢進させる可能性を見出した。CCL2-CCR2経路は食道扁平上皮癌の早期の段階で
の診断マーカーとしてだけでなく、新規治療標的分子としての発展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌微小環境中の線維芽細胞は癌関連線維芽細胞（cancer-associated fibroblast, CAF）と呼

ばれ、癌細胞の増殖能・運動能の促進、細胞外基質の分解、血管新生の誘導などを介して癌の進
展に寄与することが知られている。また、食道癌を含む種々の癌組織において、CAF の量が多い
症例ほど不良な予後を示すことが報告されている。 
本邦における食道癌の主要な組織型である食道扁平上皮癌（esophageal squamous cell 

carcinoma, ESCC）は治療法の進歩にも関わらず予後が不良な癌の一つである。これまでに当研
究室では ESCC において CAF が CCL2、IL-6、PAI-1 といった液性因子の分泌を介して癌細胞の増
殖能や運動能・浸潤能および免疫抑制を亢進させることで ESCC の進展を促進することを報告し
た。一方、皮膚癌、乳癌、膵癌などでは発癌初期段階にも CAF が関与することが示唆されている
が、ESCC の発癌初期段階における CAF の役割は未解明である。ESCC の前癌病変に相当する食道
上皮内腫瘍の病変部直下の間質において CAF マーカーの一つである podoplaninの発現亢進が観
察される症例を見出し、この所見は ESCC の発癌初期段階にも CAF が関与し得ることを示唆する
（未発表データ)。 
 
２．研究の目的 

本研究では ESCC の発癌初期段階における CAF の役割を解明することを目的とした。食道上皮
内腫瘍の培養細胞は存在しないため、SV40 の large T 抗原を遺伝子導入して作製された不死化
ヒト正常食道扁平上皮細胞株（Het-1A）を代替細胞として用いた。また、当研究室の以前の研究
で、CAF の起源の一つとされる骨髄由来間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell, MSC）は ESCC
細胞株と間接共培養することで CAF として矛盾しない性質を獲得することを報告している。そ
こで、Het-1A と MSC との間接共培養系を確立し、ESCC の発癌初期段階における CAF の役割を解
析することにした。 
 
３．研究の方法 

ヒト食道正常扁平上皮細胞株 Het-1A と、線維芽細胞として MSC を使用した。Het-1A と MSC と
の間接共培養系は図 1a の通り。6-well plate に 0.4 μm pore size の Transwell cell culture 
insert を入れ、上層には Het-1A を 1×105個、下層には MSC を 4×104個播種し、4 日間間接共培
養した(co4d と表記)。比較対照として 6-well plateに MSC を 4×104個播種し、4 日間単独培養
したものを用いた(mo4d と表記)。 

「MSC-mo4d」の mRNA と「MSC-co4d」の mRNA との間で cDNA マイクロアレイ解析を施行し、後
者で発現上昇する遺伝子を網羅的に抽出した。cDNAマイクロアレイ解析は 3D-Gene® Human Oligo 
chip 25k (Toray 社)を用い、反応・解析は外注した。 

「MSC-mo4d」の培養上清と「MSC-co4d」の培養上清との間でサイトカインアレイ解析を施行し、
後者において分泌亢進するサイトカインを網羅的に抽出した。サイトカインアレイ解析は
Proteome ProfilerTM Human XL Cytokine Array Kit (R&D Systems 社)を用いた。 
この他、mRNA レベルの発現を定量的 RT-PCR（qRT-PCR）、タンパク質レベルの発現・分泌を ELISA

もしくは western blotting、増殖能を MTS assay、運動能を transwell migration assay で確認
した。 
上記実験で発現・分泌亢進の確認できた分子（CCL2）に関して、recombinant human CCL2 

(rhCCL2)を購入し、MSC あるいは Het-1A に添加した際の増殖能・運動能や細胞内シグナル伝達の
変化を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)Het-1A と間接共培養した MSC では CAF マーカーの発現が上昇した 

Het-1A と間接共培養した MSC(MSC-
co4d)では単独培養した MSC(MSC-mo4d)
と 比 べ て CAF マ ー カ ー で あ る
podoplanin (PDPN)および fibroblast 
activation protein (FAP)の発現が
mRNA レベル(図 1b)およびタンパク質
レベル(図 1c)で上昇した。以上から
MSC-co4dは CAF様の性質を獲得してお
り、CAF 様細胞として以降の実験に用
いた。 

図 1（右図） 
(a)Het-1A と MSC との間接共培養系
の模式図。(b)qRT-PCR。(c)western 
blotting。間接共培養後の MSC では
podoplanin mRNA、FAP mRNA が発現
亢進した(b)。また、podoplanin と
FAP はタンパク質レベルでも間接共
培養後の MSC において発現亢進した(c)。(**P < 0.01, ***P < 0.001) 
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(2)CAF 様細胞では運動能・増殖能が亢進し、STAT3 のリン酸化が誘導された 
CAF 様細胞の性質を検討するため、MSC-mo4d と MSC-co4d を用いて細胞運動アッセイ、細胞増

殖アッセイ、western blotting を施行した(図 2)。MSC-co4d では MSC-mo4d と比べて運動能の亢
進(図 2a)、増殖能の亢進(図 2b)が確認された。また、細胞内シグナル伝達分子として STAT3 の
リン酸化が MSC-co4d において亢進していた(図 2c)。 
 

図 2（右図） 
(a)Transwell migration 
assay 、 (b)MTS assay 、
(c)western blotting。 
Het-1A と間接共培養後の MSC
では運動能(a)、増殖能(b)、
STAT3 のリン酸化(c)が亢進し
た。(***P < 0.001) 

 
(3)CAF 様細胞は Het-1A の運動能・増殖能および STAT3 のリン酸化を誘導した 
 次に CAF 様細胞の Het-1A に対する影響を検討した。MSC-mo4d あるいは MSC-co4d と間接共培
養した Het-1A では運動能の亢進(図 3a)、増殖能の亢進(図 3b)、STAT3 のリン酸化亢進(図 3c)
が確認されたが、いずれの表現型につ
いても MSC-co4d の方が MSC-mo4d と比
べて高い亢進作用を示した。 
 

図 3（右図） 
(a)Transwell migration assay、
(b)MTS assay 、 (c)western 
blotting。 
MSC-mo4d あるいは MSC-co4d と間接
共培養した Het-1A では運動能(a)、
増殖能(b)、STAT3 のリン酸化 (c)
が亢進した。 
(*P < 0.05, ***P < 0.001) 

 
(4)CAF 様細胞では CCL2 の発現・分泌が亢進していた 
 間接共培養による表現型亢進は液性因子を介したものと想定される。また、発癌初期段階の
CAF の役割を解析した論文ではケモカインの重要性が報告されている。そこで、CAF 様細胞にお
いて発現亢進する分子を網羅的に解析し、そのうち特にケモカインに着目した。MSC-mo4d と MSC-
co4d から mRNA を抽出し、cDNA マイクロアレイ解析によって遺伝子発現を比較したところ、MSC-
co4d において 2 倍以上の発現亢進が確認された遺伝子は 3684 個あり、このうちケモカインと
しては CCL2、CCL26、CXCL12 が含まれていた(図 4a)。次に、MSC-mo4d と MSC-co4d から培養上清
を回収し、サイトカインアレイ解析によって分泌タンパク質レベルで比較したところ、MSC-co4d
において CCL2、CXCL12 の spot が亢進していた(図 4bc)。以上の結果を qRT-PCR(図 4d)および
ELISA(図 4e)で確認したところ、CCL2 は mRNA レベルおよびタンパク質レベルで MSC-co4d にお
いて発現・分泌亢進を確認できたが、CXCL12 についてはタンパク質レベルでの分泌亢進を確認
できたものの mRNA レベルでは発現亢進を確認できなかった。以上から、CAF 様細胞において発
現・分泌が亢進していた CCL2 に着目し、CCL2 の MSC あるいは Het-1A に対する影響を検討する
ことにした。 
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図 4(前ページ下図) 

(a)cDNA マイクロアレイ、(b)サイトカインアレイ、(c)Image J、(d)qRT-PCR、(e)ELISA。 

cDNAマイクロアレイで MSC-co4dにおいて MSC-mo4dと比べて 2倍以上発現亢進していたケモ

カインの一覧(a)。MSC-mo4dと MSC-co4dの培養上清を用いたサイトカインアレイ(b)と ImageJ

による spot の定量化(c)で CCL2 と CXCL12 に着目した。MSC-mo4d と MSC-co4d における CCL2

と CXCL12 の qRT-PCR(d)と ELISA(e)では CCL2 が有意に発現上昇していた。(*P < 0.05, **P < 
0.01, ***P < 0.001) 

 

(5)CCL2 は MSC および Het-1A の運動能、増殖能を亢進させた 

まず、CCL2 の受容体である CCR2 が MSC および Het-1Aにおいて発現していることを mRNA レベ

ルおよびタンパク質レベルで確認した(図 5ab)。次に、rhCCL2(25 ng/mL)を MSC および Het-1A

に添加し、細胞運動アッセイ、細胞増殖アッセイ、western blotting を施行した(図 5cde)。rhCCL2

は MSCおよび Het-1Aの運動能と増殖能

を亢進させたが、STAT3 のリン酸化を誘

導しなかった(図 5cde)。 

 

図 5（右図） 

(a)RT-PCR、(b)western blotting、

(c)Transwell migration assay、

(d)MTS assay 、 (e)western 

blotting。 

MSC および Het-1A における CCR2 の

mRNA レベル(a)およびタンパク質レ

ベル(b)での発現を確認した。rhCCL2

の添加により MSC および Het-1A の

運動能(c)および増殖能(d)が亢進し

た。rhCCL2 は MSC および Het-1A に

おける STAT3 のリン酸化を亢進させ

なかった(e)。(*P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001) 
 

(6)CAF 様細胞では STAT3 の活性化を介して CCL2 の発現が誘導された 

STAT3が CCL2の発現に関与するとの報告があるため、Het-1Aと MSCとの間接共培養系に STAT3

の阻害剤である S3I-201(100 μM)を添加したところ、間接共培養後の MSC における CCL2 の発現

は mRNA レベル(図 6a)およびタンパク質レベル(図 6b)で低下した。以上から、Het-1A と間接共

培養した MSC では STAT3 の活性化を介して CCL2 の発現が上昇すると考えられた。 

 

図 6（右図） 

(a)qRT-PCR、(b)ELISA。 

MSC と Het-1A との間接共培養系に

STAT3 阻害剤である S3I-201 を添加

すると、MSC における CCL2 の発現が 

mRNA レベル(a)およびタンパク質レ

ベル(b)で減少した。(***P < 0.001) 
 

(7)まとめ 

本研究では、ESCC の発癌初期段階における CAF の役割を検討するために in vitro において

Het-1A と MSC との間接共培養系を確立した。Het-1A との間接共培養後の MSC は、単独培養後の

MSC と比べて CAF マーカーである podoplanin および FAP の発現が上昇しており、CAF 様細胞と

して用いた。CAF 様細胞は運動能・増殖能の亢進に加えて STAT3 のリン酸化が誘導された。さら

には、CAF 様細胞と間接共培養した Het-1A でも運動能・増殖能の亢進に加えて STAT3 のリン酸

化が誘導された。CAF 様細胞で発現・分泌の亢進するケモカインとして CCL2 を見出し、CCL2 は

受容体 CCR2 を介して Het-1A および CAF 様細胞の運動能・増殖能を亢進させた。また、CAF 様細

胞では STAT3 の活性化を介して CCL2 の発現が亢進した。以上の結果を図 7 にまとめる。MSC-

co4d との間接共培養により Het-1A において STAT3のリン酸化が亢進していたが、現在のところ

Het-1A における STAT3 の活性化の意義は不明である。また、当初の目的として CAF 以外の主要

な間質細胞であるマクロファージも解析対象としていたが、マクロファージと CAF との協調作

用の意義については今後の研究で解明したい。 
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以上から、CAF 由来の CCL2 が ESCC の発癌初期段階に関与する可能性を見出した。CCL2-CCR2

経路は新規癌治療標的として注目されており、ESCC の発癌初期段階においても治療標的となり

得る可能性を見出した。 

 

図 7（右図） 

本研究のまとめ図。 
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