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研究成果の概要（和文）：ヒト食道扁平上皮癌細胞株（TE4、TE8）からの癌幹細胞の分離・培養に成功した。
TE4、TE8（非癌幹細胞）を炎症性サイトカインTNF-αで刺激したところ、細胞増殖抑制、アポトーシス亢進、
ALDH1発現低下を認めた。一方、TE4、TE8癌幹細胞を直接にTNF-αで刺激したところ、sphere形成能低下、アポ
トーシス誘導、ALDH1発現低下を認めた。Migration assayにおいては、TNF-α刺激にて非癌幹細胞では細胞遊走
能が抑制されたが、癌幹細胞では遊走が促進された。以上より、「TNF-α刺激により食道扁平上皮癌幹細胞の癌
幹細胞性は減弱するが、遊走能は促進される」ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established cancer stem cells (CSCs) of two human ESCC cell lines (TE4 
and TE8). The stimulation with TNF-α inhibited cell proliferations, promoted early apoptosis, and 
attenuated the ALDH1 expression of TE4 and TE8 cells (non-CSCs). Meanwhile, the stimulation with 
TNF-α inhibited the sphere formation, promoted early apoptosis, and attenuated the ALDH1 expression
 of CSCs of TE4 and TE8. Interestingly, the stimulation with TNF-α inhibited cell migration of TE8 
cells (non-CSCs) but promoted cell migration of CSCs of TE8. These findings suggests that the 
stimulation with TNF-α suppresses the cancer stemness but promotes cell migration of CSCs of ESCC 
cells.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 癌幹細胞　炎症性サイトカイン　TNF-α
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、化学療法への耐性獲得や治療後再発には癌幹細胞という少数の細胞集団が関与することが報告されてお
り、癌幹細胞を標的とした新規治療の開発が望まれている。一方、炎症性サイトカインが癌細胞の生物学的活性
に影響を与えることも明らかになってきたが、これまでに炎症性サイトカイン刺激による癌幹細胞の反応性につ
いて詳細に検討した研究報告は存在しない。本研究は、「TNF-α刺激により食道扁平上皮癌幹細胞の癌幹細胞性
が減弱するが、遊走能は促進される」という全く新たな知見を明らかにしたという点で、学術的・社会的に意義
があると思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年、化学療法への耐性獲得や治療後再発には癌幹細胞という少数の細胞集団が関与するこ

とが報告されており、癌幹細胞を標的とした新規治療の開発が望まれている。一方、炎症性サイ
トカインが癌細胞の生物学的活性に影響を与えることも明らかになってきたが、これまでに炎
症性サイトカイン刺激による癌幹細胞の反応性について詳細に検討した研究報告は存在しない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、“癌幹細胞では炎症性サイトカイン受容体が高発現しており、抗サイトカイン療

法への治療感受性が高い”という実験仮説の検証を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト癌細胞株からの癌幹細胞の分離と細胞株樹立 
 ヒト食道扁平上皮癌細胞株（TE4、TE8）から癌幹細胞株の分離と細胞株樹立を試みる。TE4、
TE8 細胞から ALDEFLUOR 試薬とセルソーターを用いて ALDH1 活性の高い細胞を分離し培養する。
Sphere 形成能を有する細胞のみを分離して研究に用いる。 
 
（２）癌細胞の炎症性サイトカインに対する反応性の解析 
 TE4、TE8 細胞を炎症性サイトカインで刺激した際の、増殖能、アポトーシス、ALDH1 発現の変
化の解析を行う。 
 
（３）癌幹細胞の炎症性サイトカインに対する反応性の解析 
TE4、TE8 癌幹細胞を炎症性サイトカインで刺激した際の、sphere 形成能、アポトーシス、ALDH1

発現の変化の解析を行う。 
 
（４）癌細胞・癌幹細胞に炎症性サイトカイン刺激を加えた際の遺伝子プロファイル変化の解析 
 TE8 細胞、TE8 癌幹細胞に炎症性サイトカイン刺激を加えた際の遺伝子発現プロファイル変化
をマイクロアレイ法により網羅的に解析する。 
 
４．研究成果 
 TE4、TE8 細胞株からの癌幹細胞の分離・培養に成功した（図１）。 
    TE4 癌幹細胞     TE8 癌館幹細 
 
 
 
 
 
図１ 樹立した TE4、TE8 癌幹細胞 
 
まず初めに、TE4、TE8 細胞（非癌幹細胞）を炎症性サイトカイン（IL-6、IL-1b、TNF-α）で

刺激したところ、細胞増殖促進や癌幹細胞性増強といった変化は認められず、当初の実験仮説と
は異なる結果であった。むしろ、TNF-α刺激では一貫して細胞増殖が抑制され、アポトーシスが
亢進するという結果であった（図２）。 

 
図２：TE4、TE8（非癌幹細胞）の TNF-α刺激に対する反応性（A：増殖、B：アポトーシス） 
 
 一方、世界で初めての試みと思われるが、TE4、TE8 癌幹細胞を直接に炎症性サイトカイン（IL-
6、IL-1b、TNF-α）で刺激したところ、IL-6、IL-1b 刺激では sphere 形成能に著変を認めなか
ったが、TNF-α刺激では明らかな sphere 形成能の低下とアポトーシスの亢進を認めた（図３）。 



 
図３：TE4、TE8 癌幹細胞の TNF-α刺激に対する反応性（A：sphere 形成能、B：アポトーシス） 
 
 TE4、TE8 細胞および癌幹細胞を TNF-αで刺激したところ、いずれにおいても ALDH1 発現の減
弱を認めたが、その程度は癌幹細胞において顕著であった（図４）。 

 
図４：TE4、TE8 細胞および癌幹細胞における TNF-α刺激による ALDH1 発現レベルの変化 
 
 TE8 細胞および癌幹細胞に TNF-α刺激を加えた際の遺伝子発現プロファイル変化を解析した
ところ、TE8 細胞では 10197 遺伝子に、TE8 癌幹細胞では 17675 遺伝子に±1.5 倍以上の mRNA 発
現変化を認めた。このうち非癌幹細胞と癌幹細胞で増減が逆方向に変化した 1929 遺伝子に着目
して pathway 解析を行ったところ、Inhibition of Matrix Metalloproteases (MMP) pathway が
上位にランキングされた。Validation 解析においても、TNF-α刺激により非癌幹細胞では MMP7、
10、12、13mRNA 発現が減弱する一方、癌幹細胞では同 mRNA 発現の増強を認めた（図５）。 

 
図５：非癌幹細胞と癌幹細胞で逆方向に変化した Inhibition of MMP pathway 
 
さらに、Migration assay においては、TNF-α刺激により非癌幹細胞では細胞遊走能が抑制さ

れる一方、癌幹細胞では遊走が促進された（図６）。 

  
 
以上の結果から、「TNF-α刺激により食道扁平上皮癌幹細胞の sphere 形成や癌幹細胞性は減弱
するが、遊走能は促進される」ことを明らかにした。 
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