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研究成果の概要（和文）：本研究では、食道癌より樹立したYES1-6にKYSE30と KYSE70を加えた8種類の食道癌細
胞株からcancer stem-like cell (CSLC) の誘導を行った。KYSE70及びYES2をCSLC形成株、KYSE30をCSLC非形成
株として以後の解析に用いた。CSLC非形成株であるKYSE30ではsphere誘導培地 (SIM) 培養下での抗癌剤耐性化
は認められなかったが、CLSC形成株である抗癌剤耐性化を認めた。さらに、RAB遺伝子発現/エクソソーム
/Sphere形成能/抗癌剤耐性能における相関が観察された。

研究成果の概要（英文）：In this study, cancer stem-like cells (CSLC) were induced from eight human 
esophageal cancer cell lines, including KYSE30 and KYSE70. non-sphere-forming KYSE30 cells did not 
become resistant to anti-cancer drugs under sphere induction medium (SIM) culture, whereas the 
shpere-forming KYSE70 and YES2 cells became resistant to anti-cancer drugs, such as 5-FU, 
irinotecan, and cisplatin. Furthermore, an interesting correlation was observed between RAB gene 
expression/exosomes/Sphere-forming ability/anti-cancer drug resistance.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、ヒト食道癌細胞株より抗がん剤耐性の亢進するcancer stem-like sphere cells (CSLCs) を誘
導することができた。この食道癌CSLCの誘導にはRAB4Bやエクソソームが関与していることが示唆され、食道癌
に対する新たな治療標的につながる成果が得られた。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
癌根治に向けては、治療抵抗性、再発・転移の原因となる Cancer stem cell (CSC) を標的と

することが必要である。CSC は癌組織中に極少数含まれ、転移能、抗癌剤耐性や放射線治療抵抗
性を有し、消化器癌の術後再発や遠隔転移に関与している。研究代表者らは、膵癌及び肝癌由来
の細胞株から癌幹細胞誘導用培地を用いて、CSC の表現型を伴う Cancer stem-like cell (CSLC) 
の誘導に成功している (Watanabe Y et al. Int J Oncol, 2014、Hashimoto N, Watanabe Y et 
al., BMC Cancer. 2014, 特許 6090735)。誘導した CSLC は、CSC 関連表面抗原を表出し、高い腫
瘍原性と肝転移能を有し、stemness 遺伝子および Epithelial-Mesenchymal transition (EMT) 
関連遺伝子の高発現も確認された。さらに細胞周期の休止、薬剤排出に関連するABC transporter
の発現亢進といった抗癌剤耐性も有していた (Watanabe Y, et al. Int J Oncol, 2014; 
Hashimoto N, et al. BMC Cancer, 2014; Nishiyama M, et al. Cancer Sci, 2018)。このよう
に、我々の誘導した細胞は CSC の性格を有しており、この誘導方法は、癌組織中に極少量しか存
在しない CSC を大量に誘導することが出来た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、癌幹細胞（Cancer stem cell: CSC）を標的とした予後不良な食道癌に対する新規

治療法開発を目的とする。我々の CSLC 誘導技術を用いて、食道癌細胞株からの CSLC を調製す
る。食道癌 CSLC に特異的に発現する分子を解析し、CSLC が持つ抗癌剤耐性や、現在注目されて
いる免疫チェックポイント阻害薬からの免疫逃避機構を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
細胞株 
ヒト食道癌細胞株として YES1-6 および KYSE30 と KYSE70 を用いた。細胞は 10%FBS 含有 DMEM

培地にて 37℃, 5%CO2、湿潤条件下にて培養した。 
 
CSLC 誘導 
既報に従って (Hashimoto N, et al. BMC Cancer. 2014; Nishiyama M, et al. Cancer Sci. 

2018)、Sphere 誘導培地によって 1週間培養して得られた浮遊 Sphere 細胞を回収した。 
 
抗がん剤感受性解析 
 テトラゾリウム化合物(MTS) を含む CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation 
Assay（プロメガ）を用いて cell viability を測定した。培養液中の細胞を、5-フルオロウラシ
ル（Sigma-Aldrich） またはドセタキセル（Sigma-Aldrich）のいずれかを含んだ 10% FBS 含有
DMEM 培地にて 37℃, 5%CO2、湿潤条件下にて 24 時間培養した。MTS 試薬添加 2時間後の O.D. 492
および O.D. 650 を、EnVision プレートリーダー（PerkinElmer）を用いて測定した。抗がん剤
で処理した細胞の生存率は、抗がん剤非存在下での生存率に対する比率として計算した。 
 
RNA sequencing (RNA-seq) 
細胞を QIAzol（Qiagen）により溶解し、miRNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて total RNA を

単離した。RNA の品質は、Bioanalyzer 分析（Agilent Technologies）により確認した。TruSeq 
Stranded Total RNA with Ribo-Zero Gold LT Sample Prep kit (Illumina)を用いて、シーケ
ンスライブラリを構築した。ライブラリーは、Bioanalyzer 分析による定量、および Qubit dsDNA 
HS Assay キットと Qubit 2.0 Fluorometer（Thermo Fisher Scientific）を用いた蛍光法による
定量後にプールされた。ペアエンド断片（75 bp×2）の塩基配列 (fastq 形式) を NextSeq 500
（Illumina）を用いて得た。データは、cutadapt と cmpfastq_pe.pl を用いてリードのクリーニ
ングを行った。クリーニングされたショートリードは、STAR (version 2.5.1b) を用いて参照ゲ
ノム (hg38) にマッピングされ、各サンプルの鎖特異的なカウントは、RSEM (version 1.3.3) 
を用いて取得した後に、TCC パッケージを用いた Trimmed Mean of M values 法で正規化した。
EdgeR (version 3.28.1) を用いて、q値<0.05 で 2倍以上の変化を示した遺伝子を差次的発現
とみなした。Gene set enrichment analysis (GSEA) は、Java コマンドラインプログラム GSEA2
（バージョン 4.3.2）を用いて実施した。 
 
エクソソーム定量 
細胞を 24 時間培養した後、新鮮な培養液に交換した。同時に、MTS アッセイを用いて複製プ

レートから細胞生存率を測定し、エクソソームの定量の正規化に使用した。エクソソームの定量
には、回収した培養液を CD9/CD63 Exosome ELISA Kit, Human (Cosmo Bio)を用いて分析した。
Envision プレートリーダー（PerkinElmer）を用いてシグナルを検出した。必要に応じて、細胞



播種の翌日にエクソソーム阻害剤として GW4869 塩酸塩水和物（Cayman Chemical, Ann Arbor, 
MI）を添加した。 
 
４．研究成果 
本研究では、食道癌より独自に樹立した YES1-6 と購入した KYSE30 及び KYSE70 を加えた 8種

類の食道癌細胞株から CSLC の誘導を行った。CSLC の誘導には独自の sphere 誘導培地 (SIM) を
用い、形態的に sphere 誘導能を評価した結果、KYSE70 及び YES2 を sphere 形成株、KYSE30 を
sphere 非形成株として以後の解析に用いた (図 1)。 
 

図 1. ヒト食道癌細胞株より誘導した cancer stem-like cells 
 
これら細胞株のDMEM with 10% FBS を用いた通常培養下とSIMでの培養下での抗癌剤耐性 (5-

FU, ドセタキセル, シスプラチン) を評価した。Sphere 非形成株である KYSE30 では SIM 培養下
での抗癌剤耐性化は認められなかったが、Sphere 形成株である KYSE70 は SIM 培養下において 5-
FU およびドセタキセルに対する耐性化を認め、YES2 は同様にシスプラチンに対する耐性化を認
めた (図 2)。 
 

図 2. Sphere 形成株及び Sphere 形成株における抗がん剤感受性 
 
RNA-seq と続く Gene Set Enrichment Analysis を行った結果、KYSE70 と YES2 に共通して、

通常培養下と比較して SIM 培養下での低酸素や ABC トランスポーターの正の enrichment や細胞
周期の負の Enrichment が確認された (図 3)。 
 

図 3. Gene set enrichment analysis 



 
さらに、肝癌での sphere 誘導には細胞外分泌小胞エクソソームが関与していると示されたこ

とから (Tsunedomi R, et al. BMC Cancer, 2022)、エクソソームについても解析を行った。食
道癌細胞株 sphere における抗癌剤耐性はエクソソーム阻害剤によって減弱が認められ、sphere
形成株でのエクソソーム量の増加も観察された (図 4)。さらに、エクソソーム放出量は RAB4B
遺伝子ノックダウンによって増加することも示された。 
 

図 4. エクソソーム阻害剤による抗がん剤感受性への影響および CSLC におけるエクソソーム量 
 
通常培地と SIM 培地のどちらにおいても KYSE70 細胞は、RAB4B ノックダウン細胞コントロー

ルと比較して、5-FU 存在下での生存率が著しく減少していた (図 5)。Docetaxel 存在下におい
ても同様の結果であった。また、sphere 誘導条件下において KYSE70 細胞における RAB4B ノック
ダウンでの sphere サイズの減少も観察された。 
 

図 5. RAB4B ノックダウンによる抗がん剤感受性への影響 
 
 本研究において、食道癌細胞株より誘導された CSLC では、RAB4B ノックダウンによってエク
ソソーム分泌量の増加が確認されたが、抗がん剤耐性は減少していた。また、スフィア誘導条件
下において、RAB4B ノックダウンによってスフィアサイズが小さくなっており、RAB4B ノックダ
ウンがスフィア形成能に及ぼす影響も観察された。 
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