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研究成果の概要（和文）：食道癌細胞株より癌幹細胞を分離し遺伝子解析にかけた結果,細胞内Ca2+濃度[Ca2+]i
関連分子が変動していた.[Ca2+]i はapoptosisに関与することから,癌幹細胞ではこれらイオン輸送体を介し
[Ca2+]i が調整がされることでapoptosis耐性を獲得しているという仮説を新たなに構築した.高発現分子の内
ATP2A1にはthapsigargin(TGN)という阻害剤が存在し,癌幹細胞特異的治療が可能か検証した.TGNを癌幹細胞に用
いると通常癌細胞と比較して増殖抑制効果を示した.癌幹細胞のATP2A1を標的とした治療は癌幹細胞特異的治療
となる可能性があり,さらなる検証が必要である.

研究成果の概要（英文）：Gene profiles of esophageal cancer stem cells (CSCs), which were isolated 
from human cell lines, were analysed using a micro-array method, revealing the gene over-expression 
of ion transporters which were associated with the regulation of intracellular Ca2+ concentration 
[Ca2+]i (ATP2A1, ATP2A3, ORAI3, and S100). Previous studies described that [Ca2+]i was strongly 
related to the mechanism of apoptosis. Therefore, we developed a novel hypothesis that the 
resistance of apoptosis in CSCs is derived from the activated regulation of [Ca2+]i via the 
over-expressed ion transpoters. To validate the hypothesis, the drug sensitivity assay of 
thapsigargin(TGN), a specific inhibitor of ATP2A1, was performed, resulting in the strong 
suppression effect of CSCs proliferation. In conclusion, ATP2A1 in CSCs of esophageal cancer can be 
a novel therapeutic target.

研究分野：腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食道癌における抗腫瘍治療は未だ効果は限定的であり、治療に対する耐性化や遠隔期の再発などが問題として挙
げられている。これらには癌幹細胞が関連するとされ、治療標的として注目されている。今回の我々の研究で
は、癌幹細胞のイオン環境という独創的なアプローチで癌幹細胞の治療耐性獲得機序の解明を試み、Ca2+イオン
動態、高発現Ca2+イオン輸送体が関連している可能性を見出した。これを新たなに標的とする治療が開発できれ
ば、これまでにない全く新しい機序の標的治療が可能であり、一般化学療法と組み合わせることで相乗的な効果
が得られる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
本研究開始前の先行研究により、様々なイオン輸送体が癌幹細胞において通常の癌細胞より
も強く発現していることが判明していた。これらイオン輸送体は様々な働きを有するが、細胞
容積や形態の変化に強く関与していると報告されている。あらゆる細胞はプログラム細胞死で
あるアポトーシスが生じる場合、apoptotic volume decrease(AVD)と言われる生理的細胞容積
減少が生じることが知られており、これらが生じる際、多くのイオン輸送体の活性化、抑制が
起こる。この AVD の機序と、我々の先行研究のデータから、癌幹細胞ではこの AVD に抵抗する
イオン輸送体が高発現、活性化しており、アポトーシスを誘導する治療（抗癌剤や放射線治療）
に抵抗性を獲得しているのではないかという仮説をたてた。本研究はこの仮説を検証するため
に立案されたものである。 
２． 研究の目的 
本研究では『食道癌幹細胞がイオン輸送体の特異的変化を介して、AVD に抵抗性を獲得して
いる。このイオン輸送体に対する標的薬剤を併用し癌幹細胞における AVD 抵抗性を解除、化学
療法への感受性を高めることで、化学療法による殺腫瘍効果を飛躍的に向上することができ
る。』という実験仮説の検証を行うことを目的とする。 
３． 研究の方法 
1. ヒト食道癌細胞株、手術切除組織からの癌幹細胞の分離と細胞株樹立 
当研究室で保管されている細胞株より cell sorter (SONY SH800)を用いて、ALDEFLUOR 試薬
で標識された ALDH1（食道癌幹細胞マーカー）が高発現する細胞のみを分離し培養する。食道
癌切除組織から微小片を採取し細かく刻みトリプシンで細胞間結合を弛緩させた後破砕し、こ
の破砕液を 40μm のフィルターを通過させ回収された癌細胞を ALDEFLUOR 試薬で処理し、同様
に cell sorter で分離、培養する。 
2. 食道癌幹細胞の網羅的遺伝子解析と、標的分子（主にイオン輸送体）の探索 
項目 1 で樹立した食道癌細胞株、切除検体由来の癌幹細胞株より total RNA を抽出する。こ
れらと、各々の元の癌細胞、組織より抽出した total RNA の遺伝子発現プロファイルの差異を、
マイクロアレイ法により解析する。 
3. 標的遺伝子に対する標的治療法の開発 
方法 2で同定された分子に対する標的薬剤を用いて、癌幹細胞に対して特異的に作用を示す
か否か検証する。通常の癌細胞に対して、標的薬剤による薬物容量曲線と、癌幹細胞における
薬物容量曲線を描き、それぞれの増殖抑制効果を IC50 で比較する。 
4. 標的薬剤使用時の癌幹細胞の自己複製能に対する効果、細胞内イオン動態に対する影響 
標的薬剤を使用した際の自己複製能に対する影響を Sphere が形成させる数やサイズなどを
評価することで確認する。また、標的薬剤使用時の細胞内イオン濃度を測定し、これらに対す
る影響を評価する。 
４． 研究成果 
1. ヒト食道癌細胞株、手術切除組織からの癌幹細胞の分離と細胞株樹立 
 まず、食道癌ヒト細胞株に対し、Aldefluor assay を用いて、ALDH1 活性を網羅的に評価した。
結果、図 1に示したとおり、TE-4(4.7%), TE-5(6.4%),TE-8(3.9%) TE-13(7.9%), KYSE170 (7.6%), 
KYSE790(17.6%)で比較的 ALDH1 活性の高い細胞集団が多くみられた。TE-8 については既に癌幹
細胞株の樹立に成功していたため、その他の細胞株について、方法 1で癌幹細胞の抽出、培養
を試みた。その結果、TE-4 由来の癌幹細胞の樹立に成功した。（図 2）。 
 次に食道癌切除標本を用いて癌幹細胞の樹立を試みた。食道癌手術後の検体を、即座に処理
し同様にセルソーターでのソーティングを試みた。しかしながら、数回施行したところ、細胞
の抽出や、染色結果が予想と反して結果が得られなかった。食道扁平上皮癌は比較的組織量が
少なく、近年では術前に化学療法がされている症例が多いこともあり、続行不能と判断、細胞
株由来の癌幹細胞のみで研究を遂行することとした。 

 
図１ 食道癌細胞株における ALDH1 発現の評価   図 2 TE-4, TE-8 からの癌幹細胞の樹立 
 
 
 
 



2. 食道癌幹細胞の網羅的遺伝子解析と、標的分子（主にイオン輸送体）の探索 
次に TE-4, TE-8 由来の癌幹細胞株と各々の
起源となった通常細胞株をペアとして、マイ
クロアレイ法による遺伝子解析に提出、イオ
ン輸送体発現の変化を評価した。本研究の仮
説としては、癌幹細胞においては、AVD に関
連するイオン輸送体、クロライドイオンやカ
リウムイオンなどに関連するイオン輸送体
が変化していると予想していたが、図 3で示
した様に、予想に反してカルシウムイオンに
関連するチャネルやトランスポーターが両
癌幹細胞株で高発現していた (ATP2A1, 
ATP2A3, ORAI3 など)。この解析結果の内、標
的薬剤が存在する ATP1B2, ATP2A1, SLC12A2
をピックアップし、RT-PCR 法でも遺伝子発現  
を再評価したところ、マイクロアレイの結果       図 3 Micro array data 
の通り、癌幹細胞での発現亢進を認めた(図 4)。この評価を行った分子の内、ATP2A1 は ATP 駆
動性のカルシウムチャネルである。これらは、細胞内におけるカルシウム濃度を一定に保つた
めに重要な役割を果たしている(図 5)。実際に両癌幹細胞株では、同カルシウム濃度の維持に
関わる ORAI チャネルや、カルシウムイオンと結合して細胞内カルシウム濃度を一定に保つ作用
のある S100 タンパクも上昇していた。細胞内カルシウム濃度は、上昇するとアポトーシスが誘
導されることが知られており、癌幹細胞では、このカルシウム濃度を一定に維持する作用が亢
進しており、この機序によりあらゆる治療に対する耐性を獲得しているのではないかという仮
説に着想するに至った。そこで、この ATP2A1 に代表されるカルシウム濃度維持に関わる分子を
標的とすることで、癌幹細胞特異的治療が開発できないという検証を続行することとした。 

                

 図 4 候補分子の遺伝子発現(RT-PCR 法)    図 5 細胞内カルシウム濃度の維持に関わる分子 
 
3 標的遺伝子に対する標的治療法の開発 
ATP2A1 の標的薬剤として、タプシガ
ルギン(TGN)が存在する。これらを用
いた際に癌幹細胞特異的に効果があ
るか評価するため、もともとの起源の
癌細胞株に対する増殖抑制効果と、癌
幹細胞に対する増殖抑制効果を薬物
容量曲線で IC50 を算出することで比
較した。その結果、TE4,TE8 ともに若
干 IC50 が癌幹細胞で低く、TGN が癌幹
細胞により効果を示している傾向が
みられた(図 6)。        図
6 食道癌細胞、癌幹細胞に対するタブシガルギン薬物容量曲線 

 
4 癌幹細胞の細胞内カルシウムイオン動態 
細胞内カルシウムイオン濃度を蛍光強度として評価可能な薬剤fluo-8を用いてTE-8と TE-8
由来の癌幹細胞に対して、細胞内カルシウム濃度の測定を行ったところ、蛍光顕微鏡観察では、
図の如くやや癌幹細胞で蛍光量が増大している蛍光がみられた(図 7)。これらについては、さ
らにフローサイトメトリを用いた定量評価を行っていく予定である。 
 
 
 
 



5 今後の研究課題について 
 今後は以下について、さらに研究を継続予定である。 
・ TGN 使用時の Ca 濃度動態の変化 
・ TGN 使用時の ER ストレス関連分子の変化 
・ TGN 使用時の、自己複製能の変化 
・ ヌードマウスを用いた再現性の確認 
・ SERCA1 の免疫染色 
 
 
 
                           図 7 癌幹細胞における細胞内 Ca2+濃度 
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