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研究成果の概要（和文）：ヒト食道癌組織には早期よりM2型マクロファージが浸潤し、癌の悪性度や不良な予後に関与
することを明らかにした。食道扁平上皮癌培養上清によりM2様に分化させた単球性白血病細胞株や正常成人末梢血単球
由来マクロファージで特異的に発現変化する遺伝子をマイクロアレイにより解析し、前者からCyr61を後者からGFD15を
抽出した。Cyr61はMEK/Erk系を介してマクロファージの運動能とCD204発現を誘導し、GDF15はAktおよびErk系を介して
食道癌細胞の増殖能を亢進した。活性化マクロファージは共培養により不死化正常ヒト食道扁平上皮細胞の増殖を促進
した。

研究成果の概要（英文）：Infiltration of M2 type macrophage in human esophageal squamous cell carcinomas (E
SCCs) was associated with grade of malignancy and patients prognosis. Cyr61, extracted as one of the up-re
gulated genes during M2 differentiation of THP-1 human monocytic leukemia cell line by conditioned media o
f ESCC cell lines, induced expression of CD204 and migration of macrophages through activation of MEK/Erk 
signal pathways. GDF15, from activated human peripheral blood monocyte derived macrophage, promoted growth
 of ESCC cells by activating Akt and Erk. Activated macrophages promoted the growth of immortalized normal
 human esophageal squamous epithelial cells.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 癌を顕微鏡観察すると、多くの部分は癌
細胞以外の間質細胞（血管内皮、線維芽細胞、
白血球など）と細胞外基質で占められ、これ
らの空間的相互作用により癌組織が成立し
ていることが伺える。マクロファージは癌組
織中に最も多く認められる白血球であるが、
その役割の全貌はいまだ明らかとはなって
いない。近年、乳癌、子宮頚癌、膀胱癌など
様々な癌においてマクロファージを多く含
む腫瘍を持つ症例の予後が不良であること
が報告され、古典的な炎症反応や免疫監視と
は趣を異にする機能を癌組織内でマクロフ
ァージが獲得し、その進展をむしろ促進する
可能性が示された。 
 
(2) マクロファージには免疫を活性化する
M1型と抑制するM2型の少なくとも二方向
の分化が知られており、癌組織でその進展を
促すマクロファージはM2型の特性を多く持
つことを支持する知見が蓄積されつつある。
M2マクロファージは癌組織の中で増殖因子
や、血管新生因子を分泌して癌—間質相互作
用における間質側の主役として注目される。
これまで組織内でM2マクロファージを特定
することは困難であったが、その特異的表面
マーカーであるCD204やCD163に対する抗
体が開発され、グリオーマ、胆管癌、肺癌に
おける免疫組織化学的解析結果が報告され
ている。しかし、初期腫瘍発生におけるM2
マクロファージの役割を詳細に解析した研
究はなかった。 
 
(3) 食道扁平上皮癌は難治癌の一つであり、
予防ならびに早期発見、早期治療が最も重要
な臨床的課題である。病理組織学的には、初
期病変である上皮内腫瘍の段階から血管新
生・誘導を特徴とする間質変化が生じ、臨床
的に narrow band imaging内視鏡により
intrapapillary capillary loopの形態異常と
してとらえられ、早期診断に役立っている。
しかるに、この様な形態変化を癌-間質相互作
用の観点から解析し、分子病理発生を明らか
にした研究はなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では食道扁平上皮癌の発生・増
殖・進展におけるM2マクロファージ／癌細
胞相互作用を臨床検体ならびに培養系を用
いて解析し、分子病態における意義を明らか
にするとともに、早期病変の正確な病理組織
診断に応用することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 浸潤性食道扁平上皮癌へのM2マクロフ
ァージ浸潤と臨床病理学的要因の相関解析 
① 外科的あるいは内視鏡的に切除された浸
潤性食道癌のホルマリン固定・パラフィン包
埋病理組織切片に対し、マクロファージ全般
を認識する抗ヒト CD68抗体、M2マクロフ

ァージを認識する抗ヒト CD204抗体、抗ヒ
ト CD163抗体を用いた免疫組織化学を施行
する。 
② 腫瘍組織内へのマクロファージの浸潤程
度、その中に占めるM2マクロファージの割
合を計測し、個々の症例の臨床病理学的要因
および予後との相関を統計学的に解析し、食
道癌の進展における意義を把握する。 
③ 浸潤性食道扁平上皮癌組織におけるM2
マクロファージ／癌細胞相互作用を空間的
に把握するため、浸潤性食道癌腫瘍組織連続
切片について、細胞増殖活性、サイトカイ
ン・ケモカインおよび受容体、細胞外基質分
解酵素の発現を免疫組織化学的に解析し、
M2マクロファージの浸潤状態を比較し、浸
潤性食道扁平上皮癌組織におけるM2マクロ
ファージ／癌細胞相互作用の細胞生物学的
意義を明らかにする。 
 
(2) 食道扁平上皮癌細胞とM2マクロファー
ジの細胞生物学的相互作用の解析 
① 教室で維持している食道扁平上皮癌由来
株化癌細胞５株（TE-8、TE-9、TE-10、TE-11、 
TE-15）の培養上清を調整する。 
② 健常成人末梢血単核細胞あるいはヒト単
球性白血病細胞株 THP-1より分化誘導した
マクロファージに、食道癌細胞培養上清を 24
時間作用させ、洗浄・固定後にM2マクロフ
ァージマーカーCD204およびCD163の発現
を解析する。 
③ 誘導が確認された場合、マクロファージ
で特異的に発現変化する遺伝子を cDNAマ
イクロアレイにて網羅的に解析する。 
 
(3) 食道上皮内腫瘍の増殖と異型血管形成に
おけるM2マクロファージの役割の解析 
① 内視鏡的に切除された食道上皮内腫瘍組
織内へのM2マクロファージの浸潤程度およ
び分布と腫瘍組織の増殖活性、血管の形態・
分布を免疫組織化学的に解析する。 
② (2)のアレイ解析で抽出された癌細胞／マ
クロファージ相互作用で発現変化する遺伝
子産物の食道上皮内腫瘍における発現を免
疫組織化学的に解析し、食道上皮内腫瘍の特
徴的形態学的構築である上皮細胞増殖と異
型血管形成に主たる役割を演ずる因子群を
特定する。 
③ 特定された因子群の発現を、正常食道粘
膜、食道炎、食道上皮内腫瘍の生検標本で免
疫組織化学的に検討し、食道上皮内腫瘍に特
異的なマーカーを抽出する。 
 
４．研究成果 
(1) 浸潤性食道扁平上皮癌へのM2マクロフ
ァージ浸潤と臨床病理学的要因の相関解析 
① ESD切除された食道上皮内病変 38病変
について、単位粘膜長あたりの上皮内 CD68、
CD163、CD204陽性マクロファージ数を腫
瘍部と非腫瘍部で計測して比較したところ、
上皮内腫瘍の段階から非腫瘍部重層扁平上



皮に比較して有意にマクロファージが上皮
層内に浸潤していた。さらに、外科的切除さ
れた食道全割標本について、上皮層における
5mm粘膜長あたりのCD204陽性マクロファ
ージ数の分布図を作成し上皮形態と比較す
ると、マクロファージ密度の高い領域は上皮
内腫瘍の分布とほぼ一致していた。以上から、
マクロファージが上皮内腫瘍の段階から食
道癌と深く関与していることが強く示唆さ
れた。 
② 手術的に切除された 70例の食道癌組織通
常病理切片についてマクロファージ表面マ
ーカーの免疫組織化学を行い、臨床病理学的
因子、腫瘍組織内微小血管密度ならびに予後
について比較検討した。CD204陽性マクロフ
ァージを腫瘍組織内に多く含む症例は進行
した壁深達度、脈管侵襲、所属リンパ節転移
ならびにステージを示し、有意に無病生存期
間が不良であった。さらに、微小血管密度と
マクロファージ密度にも正の相関が見られ、
腫瘍組織内マクロファージの内でも、CD204
陽性M2形質を示すものが食道扁平上皮癌の
悪性度や血管新生に関与する可能性が示唆
された。 
 
(2) 食道扁平上皮癌細胞とM2マクロファー
ジの細胞生物学的相互作用の解析 
① 食道扁平上皮癌細胞とマクロファージの
相互作用を検証する目的で、TPA処理ヒト単
球性白血病細胞株 THP-1に 50%食道癌細胞
培養上清を作用させたところ、興味深いこと
に、検討した５株いずれの上清によっても
CD204発現が誘導され、さらに、VEGFAの
発現も誘導された。そこで、TE-8食道癌細
胞培養上清により TAM様分化を示した
THP-1細胞に特異的に発現変化を来す遺伝
子を cDNAマイクロアレイにより解析した。
特異的に発現亢進する遺伝子の一つである
Cyr61は、CCN1とも呼ばれる cystein rich
な CCNファミリー分子の一つをコードし、
インテグリンを介して線維芽細胞、単球・マ
クロファージ、血管内皮細胞などの接着、増
殖、運動などに関与することが知られ、乳癌、
前立腺癌、グリオーマ、口腔扁平上皮癌など
で腫瘍促進的に働くことが報告されていた。
食道癌組織での Cyr61の発現は、癌細胞、
CD204陽性マクロファージいずれにも認め
られた。リコンビナント Cyr61をマクロファ
ージ様THP-1に作用させるとCD204の発現
を誘導するとともにMEK/Erkシグナル系を
介して遊走能を亢進させた。次に、70例の食
道癌手術切除検体パラフィン包埋切片につ
いて Cyr61免疫組織化学を実施し、癌先進部
と同一例の正常食道扁平上皮基底部におけ
る Cyr61染色強度との比較により高発現群
と低発現群に分けると、高発現群では、リン
パ節転移と、腫瘍組織内 CD204陽性マクロ
ファージ数に有意の相関が認められた。以上
より、Cyr61は食道扁平上皮癌微小環境にお
いてMEK/Erk経路の活性化を介してマクロ

ファージのM2分化と遊走を促進している可
能性が示唆された。 
② CD14+末梢血単球をMACSにより分離
し、CSF-1を作用させることによりマクロフ
ァージ様に分化させた後、①と同様に食道癌
細胞培養上清を作用させると、CD163、 
CD204の発現が誘導され、IL-10 high、IL-12 
lowのM2サイトカインパターンを呈すると
ともに、VEGFA、MMP-2、MMP-9の発現
誘導が確認され、末梢血からリクルートされ
た単球由来マクロファージが、がん微小環境
においてM2型の分化を示す可能性が示され
た。M2分化の過程で発現誘導される遺伝子
をマイクロアレイ解析により抽出した。その
内、GDF15は BMP様分子をコードし、低酸
素、急性組織傷害で誘導され、炎症において
はマクロファージ活性化のオートクリン調
節因子であり、乳癌、大腸癌、膵癌、前立腺
癌などでその過剰発現と増殖、生存、浸潤と
の相関が報告されていた。末梢血単球由来マ
クロファージを食道癌細胞培養上清で刺激
すると GDF15が誘導され、食道癌細胞では、
TE-9で GDF15が発現しているが、TE-8、 
TE-15は陰性であった。リコンビナント
GDF15は食道癌細胞の増殖を Aktおよび
Erkシグナル系を介して促進した。 
 
(3) 食道上皮内腫瘍の増殖と異型血管形成に
おけるM2マクロファージの役割の解析 
SV40 large Tにて不死化したヒト食道上皮
細胞Het-1Aの増殖に対するTHP-1由来マク
ロファージ様細胞の作用を共培養系により
解析した。既報に従ってM1およびM2分化
させた THP-1をトランスウエル上層に調整
し、Het-1Aを播いた 24穴プレートに挿入す
ることにより共培養を行い、増殖能の変化と
p38 MAP kinaseおよび STAT3の活性化を
比較したところ、p38 MAP kinaseのリン酸
化と STAT3のリン酸化を介した増殖活性の
有意な上昇が認められた。従って、活性化し
たマクロファージは液性因子を介して不死
化食道扁平上皮由来細胞の増殖を促進する
ことが示された。 
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