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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌の発癌初期段階にマクロファージが関与する可能性を検討するため、本研究
ではヒト食道正常扁平上皮細胞株Het-1Aとヒト単球性白血病細胞株THP-1由来マクロファージとの間接共培養系を確立
した。共培養後のHet-1Aでは増殖能・運動能が亢進し、これにはp38 MAP kinase経路の活性化やIL-6の分泌亢進が関与
していた。食道扁平上皮癌の前癌病変である食道上皮内腫瘍でリン酸化p38 MAP kinaseとIL-6の免疫組織化学を施行し
たところ、一部の腫瘍細胞でこれらの分子が陽性となった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established coculture assay system using immortalized human 
esophageal epithelial cells (Het-1A) and human acute monocytic leukemia cells (THP-1)-derived macrophages 
to study the roles of macrophages in esophageal carcinogenesis. Coculture of Het-1A cells with 
THP-1-derived macrophages induced Het-1A cell proliferation/migration and phosphorylation of p38 MAP 
kinase. In addition, IL-6 was significantly increased in coculture supernatants. Finally, positive 
immunoreactivity for phospho-p38 MAP kinase and IL-6 in neoplastic cells were observed in some cases of 
esophageal high grade intraepithelial neoplasias.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 癌組織内に浸潤しているマクロファー
ジ は 腫 瘍 関 連 マ ク ロ フ ァ ー ジ
（tumor-associated macrophage; TAM）と呼
ばれ、癌微小環境を構成する白血球の中で最
も多い成分である。TAM は血管新生の誘導、
細胞外基質の分解、腫瘍細胞の増殖能・運動
能の促進などを介して癌進展に寄与する。マ
クロファージは免疫促進に働く M1 型と免疫
抑制に働く M2 型に大別されるが、TAM は M2
型に類似した性質を示し、M2 型マクロファ
ージマーカーであるCD163やCD204を発現し
ている。様々なヒト悪性腫瘍で TAM の浸潤数
が多いほど予後不良である事が報告されて
おり、当研究室でも食道扁平上皮癌において
CD204陽性のTAMの浸潤数が多い症例ほど生
存率が低い事を明らかにしている。癌進展と
マクロファージとの関連に言及した研究は
多いが、発癌初期段階におけるマクロファー
ジ浸潤に着目した研究は少ない。 
 
２．研究の目的 
(1) 先行研究では、マクロファージ浸潤は生
理的な食道粘膜ではほとんど見られないの
に対し、食道扁平上皮癌の前癌病変（食道上
皮内腫瘍）の段階で既に観察される病的現象
である事を見出していた。つまり、食道正常
扁平上皮細胞から食道上皮内腫瘍への腫瘍
化の過程にマクロファージが関与している
可能性がある。本研究では、食道正常扁平上
皮細胞とマクロファージとの異種細胞間相
互作用を培養細胞系や臨床検体を用いて解
析し、食道扁平上皮癌の発癌初期段階におけ
るマクロファージ浸潤の意義を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト食道正常扁平上皮細胞株とマクロ
ファージとの共培養実験系確立 
ヒト食道正常扁平上皮細胞株として

Het-1A、マクロファージとしてヒト単球性白
血病由来細胞株 THP-1 を用いた。THP-1 を
transwell (0.4μm pore)の上層で TPA 処理
によってまずマクロファージ様に分化させ、
更に IFN-γと LPS の添加で M1 型に、IL-4 の
添加で M2 型に活性化させた。24-well もしく
は 6-well プレートの下層で培養した Het-1A
と間接共培養し、48 時間後の Het-1A の細胞
増殖能を MTS アッセイ、各種シグナル伝達の
変化をウェスタンブロッティングと蛍光免
疫染色で検討した。また、24-well プレート
の下層でTHP-1由来マクロファージを同様に
調整し、transwell (8μm pore)の上層に
Het-1A を添加して間接共培養し、48 時間後
にtranswell下面に移動した細胞数を計測す
る transwell migration assay で細胞運動能
を検討した。 
 
(2) ヒト食道正常扁平上皮細胞株とマクロ
ファージとの異種細胞間相互作用を媒介す

る分子群の同定 
Het-1AとTHP-1由来マクロファージの単独

培養あるいは間接共培養の培養上清を回収
した。まず、培養上清を western blot-based 
cytokine array に供し、得られた結果を
ELISA と定量的 RT-PCR にて検討した。 
 
(3) ヒト食道上皮内腫瘍の臨床検体を用い
て上記で同定した分子群の発現を確認 
神戸大学医学部附属病院で内視鏡的粘膜

下層剥離術によって切除された 38 例の食道
上皮内腫瘍症例のホルマリン固定パラフィ
ン包埋病理組織切片に対し、抗リン酸化 p38 
MAP kinase 抗体および抗 IL-6 抗体を用いて
免疫組織化学を施行した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト食道正常扁平上皮細胞株とマクロ
ファージとの共培養実験系確立 
マクロファージ様（M-like）、M1 型マク

ロファージ様（M1-M-like）、M2 型マクロフ
ァージ様（M2-M-like）に分化させた THP-1
と Het-1A との間接共培養系を確立した。間
接共培養後の Het-1A の増殖能を MTS アッセ
イで検討したところ、THP-1 との間接共培養
で も 増 殖 能 が 亢 進 し た が 、 M-like 、
M1-M-like、M2-M-like との間接共培養では
さらなる増殖能亢進が見られた（図 1）。 

 
さらに、間接共培養後の Het-1A の運動能

を transwell migration assay で検討したと
ころ、M-like との間接共培養では運動能の
上昇傾向が見られ、M1-M-like、M2-M-like
との間接共培養では有意に運動能が亢進し
た（図 2）。 



次に、間接共培養後の Het-1A において活
性化されている細胞内シグナル伝達経路を
ウェスタンブロッティングで検討したとこ
ろ、M-like、M1-M-like、M2-M-like との
間接共培養では p38 MAP kinase のリン酸化
が亢進していた（図 3）。 

これ以後、M2-M-like との間接共培養系を
モデルとして解析を進めた。蛍光免疫染色で
は M2-M-like との間接共培養後の Het-1A に
おいてリン酸化 p38 MAP kinase の発現量亢
進および核内移行を確認できた。また、
M2-M-like との間接共培養系に p38 MAP 
kinase 阻害剤を添加すると、Het-1A の増殖
能・運動能亢進は濃度依存的に抑制された。  
以上から、マクロファージ由来の液性因子

によって食道正常扁平上皮細胞の p38 MAP 
kinase を介した増殖能・運動能亢進が誘導さ
れる事を見出した。 
 
(2) ヒト食道正常扁平上皮細胞株とマクロ
ファージとの異種細胞間相互作用を媒介す
る分子群の同定 
「Het-1A の単独培養」、「M2-M-like の

単独培養」、「Het-1A と M2-M-like との間
接共培養」から回収した培養上清で western 
blot-based cytokine array を施行したとこ
ろ、「Het-1A と M2-M-like との間接共培養」
の培養上清においてインターロイキン 6
（IL-6）のシグナルを検出した（図 4）。 

 
次に、同じ培養上清を用いて IL-6 の ELISA

を行うと、確かに間接共培養上清中には IL-6
の分泌が亢進している事が分かった。IL-6 の
主な産生源が Het-1A と M2-M-like のどちら
であるのかを、それぞれの単独培養後あるい
は間接共培養後に mRNA を抽出し、IL-6 mRNA
の定量的 RT-PCR で検討した。その結果、

Het-1A において間接共培養後に IL-6 mRNA の
発現が著明に増加しており、間接共培養上清
中の IL-6 の主な産生源が Het-1A である事を
見出した。 
さらには、M2-M-like との間接共培養系に

IL-6 に対する中和抗体を添加すると、Het-1A
の増殖能亢進は有意に抑制された。 
 
(3) ヒト食道上皮内腫瘍の臨床検体を用い
て上記で同定した分子群の発現を確認 
最後に、ヒト食道上皮内腫瘍症例を用いて

リン酸化 p38 MAP kinase および IL-6 の免疫
組織化学を施行したところ、約半数の症例で
腫瘍細胞の一部に陽性所見が認められた（図
5）。 
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