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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌における腫瘍随伴マクロファージ（TAM）の役割を解析するため、末
梢血単球由来マクロファージに食道癌細胞培養上清を作用させた時に発現誘導される遺伝子をマイクロアレイ法
により抽出した。NCAMはFGFR1と会合してFGF2シグナルを制御し、TAMの生存、運動を促進した。CXCL8は受容体
CXCR1およびCXCR2を介して癌細胞の運動能、浸潤能を亢進した。TAM様マクロファージとの共培養により不死化
正常食道扁平上皮細胞Het-1Aに発現誘導されるCSF3はHet-1Aの運動能の亢進およびGSK3α/βとβ-cateninのリ
ン酸化を誘導し、発癌初期段階に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the roles of the tumor associated macrophages (TAMs) in the 
esophageal squamous cell carcinomas (ESCCs), up-regulated genes in the TAM-like cells through the 
differentiation of macrophages derived from peripheral blood monocytes by the treatment of 
conditioned media of ESCC cells were extracted by cDNA microarray analysis. An adhesion molecule 
NCAM modulated the FGF2 signaling and promoted survival and motility of TAM-like cells by 
associating with FGFR1. A chemokine CXCL8 induced the migration and invasion of ESCC cells through 
binding with its receptors CXCR1 and/or CXCR2. CSF3 was up-regulated in the immortalized esophageal 
squamous epithelial cell Het-1A when co-cultured with TAM-like cells. Recombinant CSF3 promoted the 
migration of Het-1A and induced the phospharylation of GSK3α/β and β-catenin suggesting the 
contribution in the early stage of the esophageal carcinogenesis.

研究分野： 人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
 (1) 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
的に狭帯域光観察内視鏡により上皮乳頭内
血管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) これまでに食道扁平上皮癌の増殖・進
展におけるマクロファージ／癌細胞相互作
用を臨床検体と培養系で解析し、以下の研究
成果を論文発表した。１）癌組織に浸潤する
マクロファージ数は癌組織微小血管密度と
相関する。２）CD204 陽性マクロファージ数
は壁深達度、脈管侵襲、リンパ節転移、臨床
病期と相関する。３）CD204 陽性マクロファ
ージ密度の高い症例は低い症例より無病生
存率が有意に低い。４）食道扁平上皮癌由来
細胞株培養上清は TPA 刺激 THP-1 単球性白
血病細胞の CD204 発現のみならず血管新生
因子（VEGFA, CXCL8, FGF2）発現を誘導
する。これは食道扁平上皮癌微小環境が浸潤
マクロファージを CD204 陽性 M2 分化させ
るとともに血管新生を促進し、悪性度を高め
る可能性を示唆した。 
 
２．研究の目的 
 (1) 本研究計画では、研究期間内に以下の
４点を明らかにすることにより、マクロファ
ージ／癌細胞相互作用の観点から食道扁平
上皮癌の分子病理発生論を構築するととも
に、早期上皮内病変の正確な診断に役立つ知
見を得ることを目的とした。１）食道癌培養
株上清により M2 分化したマクロファージに
おいて特異的に発現変化する分子の役割な
らびにそれらを調節する因子を解析する。
２）食道扁平上皮癌細胞や食道扁平上皮由来
細胞と M2 マクロファージの共培養実験によ
り、両者の細胞生物学的相互作用の分子基盤
を明らかにする。３）１）２）で抽出された
マクロファージ／癌細胞相互作用関連分子
の腫瘍性・非腫瘍性食道組織における局在、
発現様式を検証する。４）これらの知見を基
に、上皮内腫瘍形成における M2 マクロファ
ージの役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
 (1) 本研究計画は、食道扁平上皮癌の発
生・増殖・進展におけるマクロファージ／癌
細胞相互作用を培養モデル系で解析し、分子
病態を明らかにするとともに、臨床検体を用
いた検証を通して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、以下の３
つの研究を平行して行う。 
 
 (2) 食道扁平上皮癌細胞株培養上清により

M2 分化したマクロファージに特異的に発現
変化する分子の解析： 
① TPA処理THP-1単球性白血病細胞は食道
扁平上皮癌培養細胞上清を 48 時間作用させ
ることにより CD204 および血管新生因子発
現が誘導されることを明らかにし、マイクロ
アレイ解析により CD204 発現誘導 M2 様分
化 THP-1 で発現上昇の見られたものの内、
細胞の運動、増殖、生存に重要と見なされる
候補遺伝子のマクロファージ／癌細胞相互
作用における役割を解析する。 
② 健常人末梢血単球をマクロファージに分
化させ食道扁平上皮癌細胞上清により M2 形
質を獲得させる実験系を既に構築しており、
この系において上記候補遺伝子の変化を検
証するとともに、マイクロアレイ解析により
新規候補遺伝子の抽出を試みる。 
③ 食道扁平上皮癌細胞株培養上清に含まれ
る M2 分化誘導因子を明らかにするためサイ
トカインアレイを実施する。 
 
 (3) 食道扁平上皮癌細胞や食道扁平上皮由
来細胞と M2 マクロファージの細胞生物学的
相互作用の解析： 
① 食道扁平上皮癌培養上清による M2 形質
獲得実験系を確立しているが、実際の組織中
で見られる癌細胞とマクロファージ相互作
用の意義を共培養実験により検証する。 
 
 (4)上皮内腫瘍形成における M2 マクロフ
ァージの役割の解明と病理診断への応用： 
① 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
物の進行食道癌ならびに食道上皮内腫瘍に
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。 
 
４．研究成果 
 (1) 末梢血単球由来マクロファージの腫瘍
随伴マクロファージ（TAM）様分化過程にお
ける形態学的変化の解析：健常ヒト末梢血よ
り分離した単球で、M-CSF 存在下で培養し
マクロファージモデルを得た。そこに食道癌
細胞株培養上清を添加して培養し、TAM モ
デルを得た。汎マクロファージマーカー
CD68 を陽性コントロールとし、M2 型マク
ロファージマーカーCD163 と CD204 の蛍光
免疫染色を施行した。サンプルのデジタル写
真を撮影し、細胞長を用手的に計測するとと
もに、蛍光免疫染色画像からソフトウェアで
個々の細胞の核と細胞質を検出し、細胞形態
や蛍光強度を計測し以下の結果を得た。１）
末梢血単球由来マクロファージの仮足を含
めた平均細胞長は M-CSF を添加した時点で
増加し、さらに IL-4 または TE 細胞株培養
上清の添加で増加した。２）上清添加後の
TAM モデル細胞は上清添加前と比して
CD163 と CD204 の平均蛍光強度が増加した。



個々の細胞のCD163とCD204の陽性率も上
清添加後に上昇傾向となった。３）個々の
TAMモデル細胞の細胞質面積とCD163蛍光
強度はほぼ無相関ないしごく弱い～弱い正
の相関を認めた (r = 0.002–0.227)。CD204
では弱い～中等度の正の相関を認めた (r = 
0.241–0.565)。４）末梢血単球に M-CSF を
添加すると、細胞質長径は短径と比して有意
に増加し、細胞質の伸長が示された。上清添
加後の TAM モデルでは細胞質面積は有意に
増加し、細胞質長径、短径も増加した。核の
長径、短径、面積は上清添加後に有意に増加
した。５）細胞質縦横比の平均値は末梢血単
球にM-CSFを添加すると約 0.5まで低下し、
上清添加後に約 0.6 まで緩やかに回復した。
核胞体比は長径比、面積比ともに分化の各段
階で有意に低下した。 
 
 (2) 食道扁平上皮癌微小環境における
NCAM/FGF2を介したFGFR1シグナルによ
る TAM および癌細胞の生存・遊走の制御： 
TAM 様分化細胞に発現誘導される接着因子
NCAM の食道扁平上皮癌微小環境における
役割を解析し以下の結果を得た。１）TAM 様
細胞において NCAM は葉状仮足の箇所でフ
ァロイジンと共局在し、細胞運動能に関与す
る可能性が示唆され、TAM 様細胞への分化
により PI3K-Akt を介した遊走・生存が有意
に促進した。２）リン酸化チロシンキナーゼ
抗体アレイによる解析により、NCAM をノッ
ク ダ ウ ン し た TAM 様 細 胞 に お い て
PI3K-Akt-p70S6K のリン酸化減弱を伴う有
意な生存・遊走の低下が認められた。３）TAM
様細胞では NCAM と FGFR1 が共局在し、
ウエスタンブロット解析では、TAM 様細胞
の NCAM 発現をノックダウンすることで
FGFR1 のリン酸化が減弱した。興味深いこ
とに、マクロファージ様細胞から TAM 様細
胞への分化によっても FGFR1 の発現および
リン酸化が亢進した。さらに TAM 様細胞に
FGF2 を作用させると FGFR1、Akt、Erk が
活性化し、FGFR 阻害剤 SU5402 処理により
それらのシグナルは有意に抑制された。
FGF2 刺激で細胞生存・遊走が促進され、そ
れらはSU5402により有意に抑制された。４）
FGF2 を食道扁平上皮癌細胞 TE-9 に作用さ
せると、主として Erk の活性化を介して生
存・遊走が促進された。食道扁平上皮癌切除
標本 70 例について FGF2 の免疫組織化学的
発現強度による臨床病理学的解析を行うと、
腫瘍間質におけるFGF2陽性細胞の浸潤数は
進行した深達度、脈管侵襲、臨床病期と有意
な相関が得られるとともに、CD163 あるいは
CD204 陽性マクロファージ浸潤数とも有意
に相関した。 
 
 (3) 食道扁平上皮癌微小環境に誘導される
CXCL8 による癌細胞の運動、浸潤能制御： 
TAM 様分化細胞に発現誘導されるケモカイ
ン CXCL8 の食道扁平上皮癌微小環境におけ

る役割を解析し以下の結果を得た。 
１）マクロファージ様細胞に比較して TAM
様細胞では CXCL8 の発現が亢進しており、
食道扁平上皮癌細胞はその受容体である
CXCR1 および CXCR2 を発現していること
を確認した。CXCL8 は TAM 様細胞および一
部の食道扁平上皮癌細胞から分泌されてい
た。２）食道扁平上皮癌細胞に CXCL8 を作
用させると Akt および Erk シグナルの活性
化とともに癌細胞の運動能、浸潤能が促進さ
れたが、増殖や生存には影響を認めなかった。
３）これら CXCL8 の癌細胞に対する作用は、
AktあるいはErkシグナル経路の阻害剤添加
や CXCR1/CXCR2 ノックダウンにより抑制
された。４）食道扁平上皮癌培養株 TE-8 の
TAM 様細胞との共培養による運動能および
浸潤能促進は、CXCR1、CXCR2 あるいは
CXCL8 の中和抗体添加により阻害された。
５）外科的に切除された 70 例の食道扁平上
皮癌組織における CXCL8 の発現を同一症例
非癌部食道上皮と比較して陰性、低発現、高
発現群に分類すると、CXCL8 高発現は進行
した所属リンパ節転移と無病生存率と有意
に相関した。 
 
 (4) マクロファージと食道扁平上皮細胞と
の相互作用による CSF3/G-CSF 経路の促進： 
正常扁平上皮細胞株 Het-1A と試験管内でマ
クロファージ様に分化させたヒト単球性白
血病細胞株 THP-1 との間接共培養系を確立
し、単独培養の Het-1A とマクロファージ様
細胞と共培養した Het-1A との間で cDNA マ
イクロアレイ解析を施行し、後者において発
現上昇していた遺伝子として colony- 
stimulating factor 3 (CSF3)を見出した。
CSF3 は G-CSF とも呼ばれ、受容体として
G-CSF 受容体が知られている。共培養後の
Het-1A では CSF3/G-CSF の発現が亢進して
いる事を確認した。Het-1A は G-CSF 受容体
を発現し、リコンビナント CSF3/G-CSF の
添加により、運動能の亢進および GSK-3α/
βとβ-catenin のリン酸化が確認された。以
上から、マクロファージと食道上皮細胞との
相互作用による CSF3/G-CSF の発現・分泌
亢進が発癌初期段階に関与する可能性が示
唆された。 
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