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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌(ESCC)細胞との共培養によりがん関連線維芽細胞(CAF)様細胞に誘導
される線維芽細胞活性化タンパク(FAP)がAktおよびErkシグナルを活性化することでCCL2やIL-6の分泌が促進さ
れ、癌細胞の運動・浸潤能やマクロファージ(Mφ)のTAM様分化と運動能亢進を誘導し、腫瘍微小環境形成に寄与
していることを明らかにした。CAF様分化過程で誘導される分子PAI-1はその受容体LRP1を介してAktおよびErkシ
グナル経路を活性化することでESCC細胞株およびMφの運動能および浸潤能を促進した。癌間質のPAI-1および癌
胞巣のLRP1を高発現するESCC症例は不良な予後を示した。

研究成果の概要（英文）：Fibroblast activation protein, induced in cancer-associated fibroblast (CAF)
 by co-culture with esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cell, triggered secretion of CCL2 and 
IL-6 through activation of PTEN/Akt and MEK/Erk signaling resulting in the migration/invasion  
promotion in ESCC cell and macrophage (Mφ) as well as M2 differentiation of Mφ. Plasminogen 
activator inhibitor-1 (PAI-1), induced during CAF-like differentiation, promoted migration/invasion 
in ESCC cell and Mφ activated PTEN/Akt and MEK/Erk signaling through LRP1 receptor. High expression
 of PAI-1 in the cancer stroma and LRP1 in the cancer nest significantly associated with a poor 
prognosis of ESCC patients.

研究分野： 腫瘍病理学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食道扁平上皮癌における癌細胞・間質相互作用はいまだ解明されていない点が多く、さらに、これまでTAMとCAF
はそれぞれ独立して解析されてきた。本研究の成果の学術的・社会的意義は、特異な機能的分化を果たしたTAM
やCAFと癌細胞の間に構成されるサイトカイン・ケモカインを基軸とした相互作用に注目し、食道扁平上皮癌の
分子病理学的解析を行ったことである。得られた研究成果は近年開発の進むサイトカイン・ケモカイン阻害剤を
用いた細胞間相互作用への介入に基づく食道扁平上皮癌のコントロール法への足がかりを提供するものと期待さ
れる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 癌組織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り、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（腫瘍関連マクロファージ, 
tumor associated macrophage, TAM）、その進展をむしろ促進する可能性が示されていた [1]。
マクロファージには免疫を活性化する M1 型と抑制する CD204 や CD163 を発現する M2 型の
少なくとも二方向の分化が知られており、TAM は M2 型特性を多く持つことを支持する知見が
蓄積されつつあった [2]。申請者も食道扁平上皮癌微小環境が浸潤マクロファージを腫瘍関連マ
クロファージ（TAM）に分化させるとともに、特異的分子の発現誘導により悪性度を高める可
能性を報告した [3]。 
 TAM とともに腫瘍間質を構成する主な細胞にがん関連線維芽細胞（cancer associated 
fibroblast, CAF）があり、創傷治癒の際に出現する活性化線維芽細胞と同様に α 平滑筋アクチ
ン (αSMA) を発現し、腫瘍の増殖や進展に関与することが知られている [4]。CAF と TAM が
相乗的に癌の予後に関連することを示唆する報告が見られたが [5, 6]、CAF、TAM ならびに癌
細胞間での詳細な相互作用に関しては不明な点が多かった。食道扁平上皮癌は難治癌の一つで
あり、アルコール摂取と喫煙が重要なリスクファクターとされ、特に前者においてはアルデヒド
デヒドロゲナーゼ（ALDH2）遺伝子多型との分子疫学的相関が明らかとなり、癌細胞における
癌遺伝子・癌抑制遺伝子異常の情報も蓄積されていたが、間質との相互作用の面からみた発癌メ
カニズムや増殖・進展機構についての詳細は明らかにされていなかった。予備的実験により食道
扁平上皮癌培養細胞上清を骨髄由来間葉系幹細胞に作用させたところ、αSMA 陽性がん関連線
維芽細胞（CAF）様分化を認め、食道扁平上皮癌微小環境における癌細胞・CAF 間クロストー
クの存在が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 前述の背景をもとに食道扁平上皮癌で得られた癌・間質相互作用に関する研究成果を発展さ
せ、癌細胞–TAM–CAF の相互作用の解析を共培養モデルの構築により解析し、分子病態におけ
る意義を明らかにするとともに、抽出された作働分子発現の臨床検体による検証を通じて組織
としての食道扁平上皮癌の増殖・進展機構に関する分子病理学的解釈を行うことを本研究の目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では食道扁平上皮癌の発生・増殖・進展における線維芽細胞・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
通して病理学的な意義づけを行うために以下の３つの研究を並行して実施した。 
 
(1) 食道扁平上皮癌細胞培養上清により誘導された CAF 様細胞・TAM 様細胞に特異的に発現変
化する分子の解析 
 ① 食道扁平上皮癌細胞の運動能を亢進する CAF/TAM との間に構成される CCL2/CCL3 オ

ートクリン・パラクリンループの証明：TAM 様細胞、CAF 様細胞、癌細胞の CCL2/CCL3
および受容体 CCR1/CCR2/CCR5 発現および分泌を定量的 RT-PCR、ウエスタンブロッ
ト、蛍光抗体法あるいは ELISA 法にて確認した。TAM 様細胞、CAF 様細胞、癌細胞に
対するリコンビナント CCL2/CCL3 の細胞生物学的作用を細胞増殖、アポトーシス、細胞
運動・浸潤能（ボイデンチャンバー法にて解析）について検討し、有意な変化を来した現
象については、中和抗体や RNA 干渉による阻害実験により検証・確認した。 

 ② 食道扁平上皮癌細胞株培養上清により CAF 様分化した BM-MSC において特異的に発現
変化する分子の解析：予備的研究において確立した食道扁平上皮癌細胞株（TE-8, TE-9, 
TE-10, TE-11, TE-15）培養上清処理により αSMA 陽性 CAF 様分化した BM-MSC と未
処理 BM-MSC の間でマイクロアレイ解析を行い、発現変化する遺伝子を網羅的に抽出し
た。新規に抽出された CAF 様分化に伴う候補遺伝子について、発現確認、リコンビナン
ト蛋白及び阻害実験による細胞生物学的作用を解析した。 

 ③ TAM 様細胞マイクロアレイ解析により抽出された分子の微小環境における意義の継続検
討：先行研究[3]において既に抽出された未解析の候補分子（CXCL8, versican など）の発
現確認、リコンビナント蛋白及び阻害実験による食道扁平上皮癌細胞に対する細胞生物学
的作用確認を実施した。 

 ④ 食道扁平上皮癌・間質相互作用における CCL2/CCL3 オートクリン・パラクリンループに
対する分子標的剤による介入の可能性の検討：ケモカイン受容体に対する特異的分子標的
薬（CCL2 受容体 CCR2 に対する Propagermanium や CCL3 受容体 CCR5 に対する
Maraviroc）を共培養系に添加し、生物学的作用に対する阻害効果を有するかを検証した。 

 
(2) CAF 様細胞–TAM 様細胞–癌細胞相互作用と臨床病理学的意義の解析 
 食道扁平上皮癌組織切片上での CAF、TAM の局在と量をそれぞれ αSMA、CD68 発現を指標



に免疫組織化学的に比較し、相関の有無を検討した。さらに、(1)①で確認されたケモカインネ
ットワーク構成分子の食道扁平上皮癌組織における発現を免疫組織化学的に検討し、臨床病理
学的意義を解析した。(1)②③で抽出された CAF 様細胞あるは TAM 様細胞に特異的に誘導さ
れる遺伝子産物の食道扁平上皮癌組織における発現を免疫組織化学的に検討し、臨床病理学的
意義を解析した。(3)で抽出された CAF 様細胞・TAM 様細胞を誘導する食道扁平上皮癌由来分
子の食道扁平上皮癌組織における発現を免疫組織化学的に検討し、臨床病理学的意義を解析し
た。さらに、CAF 様細胞、TAM 様細胞がそれぞれの前駆細胞である BM-MSC、マクロファー
ジに及ぼす生物学的作用を細胞増殖、アポトーシス、細胞運動、浸潤能について検討した。 
 
(3) CAF 様細胞・TAM 様細胞を誘導する食道扁平上皮癌由来分子群の同定 
 食道扁平上皮癌培養上清と未処理培地の間の比較質量分析を実施し変化を示す分子、代謝産
物の同定を試みた。同定された分子、代謝産物のリコンビナント蛋白や物質標品を BM-MSC、
単球由来マクロファージに作用させることにより、それぞれを CAF 様あるいは TAM 様に分化
させる候補分子をスクリーニングし、それらに中和抗体、特異的阻害剤が存在する場合は食道扁
平上皮癌培養上清への添加により、あるいは食道扁平上皮癌細胞への特異的 siRNA 導入による
発現阻害により分化誘導効果の抑制が見られるかを検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 食道扁平上皮癌組織における CAF マーカーαSMA、FAP の発現は悪性度および患者予後と
有意に相関していた [7] 
 化学療法あるいは放射線療法歴のない 70 例の食道扁平上皮癌外科切除検体病理標本について
免疫組織化学的にCAFマーカーαSMAまたはFAPの発現を検索し、それぞれを高発現群（αSMA、
34 例；FAP、31 例）と低発現群（αSMA、36 例；FAP、39 例）に分けて臨床病理学的因子なら
びに予後について比較検討したところ、いずれの高発現も壁深達度、脈管侵襲、所属リンパ節転
移、臨床病期、TAM 浸潤数と有意に相関した。両群の予後を比較すると、αSMA 高発現は無病
生存率と、FAP 高発現は無病生存率ならびに全生存率と有意に相関し、多変量解析において FAP
高発現は独立した予後因子とみなされた。 
 
(2) 食道扁平上皮癌細胞との共培養は間葉系幹細胞を FAP 陽性 CAF 様細胞に誘導した [7] 
 食道扁平上皮癌細胞（TE-8, TE-9, TE-15）と間葉系幹細胞を 7 日間間接共培養すると、いず
れにおいても FAP 陰性であった間葉系幹細胞に FAP 発現が誘導された。それぞれを CAF8、
CAF9、CAF15 と命名したが、CAF9 に最も高い FAP 誘導が認められた。一方、間葉系幹細胞
は αSMA 陽性で共培養によりその発現レベルに有意の差は認められなかった。 
 
(3) CAF9 は TE-9 細胞ならびに末梢血単球由来マクロファージ様細胞の増殖と遊走を促進し、
マクロファージ様細胞に M2 分化を誘導した [7] 
 CAF8 および CAF9 は共培養により食道扁平上皮癌細胞 TE-8 あるいは末梢血単球由来マク
ロファージ様細胞の増殖ならびに遊走を有意に促進した。CAF8 に比較して CAF9 は約 2 倍の
増殖・遊走促進効果を示した。また、CAF9 との共培養によりマクロファージ様細胞には M2 マ
ーカーである CD163、MSR1 (CD204)、IL10 および CD274 (PD-L1)の有意な発現誘導が認め
られた。 
 
(4) 食道扁平上皮癌細胞との共培養は間葉系幹細胞からの CCL2、IL6 および CXCL8 分泌を誘
導した [7] 
 CAF9 と間葉系幹細胞の培養上清のサイトカインアレイによる比較検索で、CAF9 培養上清に
は高いレベルの CCL2、IL6 および CXCL8 が検出された。ELISA 法による定量では、これらサ
イトカインは CAF9 において有意に分泌促進されていることが確認された。CAF9 と TE-9 ある
いはマクロファージ様細胞との共培養系にこれらサイトカインの中和抗体を添加すると、CCL2
および IL6 中和抗体は TE-9 およびマクロファージ様細胞の遊走を有意に抑制したが、増殖には
影響をおよぼさなかった。 
 
(5) FAP は CAF の PTEN/Akt および MEK/Erk シグナル経路活性化と CCL2、IL6 および
CXCL8 分泌に関与していた [7] 
 CAF9 の FAP を siRNA によりノックダウンすると、共培養でみられた TE-9、マクロファー
ジ様細胞の増殖、浸潤促進作用ならびにマクロファージ様細胞の M2 分化促進作用が抑制され
るとともに、CAF9 からの CL2、IL6 および CXCL8 分泌が抑制された。この際の CAF9 細胞内
シグナルの変化を解析すると、Akt、MEK1/2、Erk1/2、GSK-3β のリン酸化が抑制され、逆に
PTEN リン酸化が誘導されていた。 
 
(6) CAF9 に発現誘導される遺伝子の抽出 [8] 
 未処理間葉系幹細胞を対照としたCAF9における遺伝子発現をマイクロアレイにより解析し、
その結果を Gene Expression Omnibus データベースに登録した（GSE143138）。CAF9 に発現
誘導される遺伝子には SERPINE1、IL6、CCL2、CXCL12 などが確認されたが、SERPINE1



をさらなる研究対象とした。SERPINE1 によりコードされる PAI-1（Plasminogen activator 
inhibitor-1）は線溶系の調節に関与する一方で、乳癌などで腫瘍促進的に作用することが報告さ
れていた。 
 
(7) CAF 様細胞より分泌される PAI-1 は受容体 LRP1 を介して食道扁平上皮癌細胞の遊走・浸
潤を促進した [8] 
 CAF8/TE-8、CAF9/TE-9、CAF9/TE-9 共培養系では、食道扁平上皮癌細胞の遊走・浸潤が促
進されたが、PAI-1 中和抗体の添加により阻害された。一方、食道扁平上皮癌細胞にリコンビナ
ント PAI-1 を作用させると有意な遊走・浸潤促進がみられ、この際には Akt および Erk1/2 系シ
グナルの活性化が確認された。PAI-1 受容体の一つである LRP は食道扁平上皮癌細胞に発現し
ており、LRP1 のノックダウンは Akt、Erk1/2 シグナル抑制を介してリコンビナント PAI-1 の
遊走・浸潤促進を抑制した。 
 
(8)  CAF 様細胞より分泌される PAI-1 は受容体 LRP1 を介してマクロファージの遊走・浸潤を
促進した [8] 
 CAF 様細胞との共培養により末梢血単球由来マクロファージの遊走・浸潤が促進されたが、
PAI-1 中和抗体の添加により阻害された。食道扁平上皮癌細胞と同様、リコンビナント PAI-1 は
受容体 LRP1 からの Akt および Erk1/2 系シグナルの活性化を介してマクロファージの遊走・
浸潤が促進していた。 
 
(9) 食道扁平上皮癌組織における PAI-1 と LRP の発現は悪性度および患者予後と有意に相関し
ていた [8] 
 手術的に摘出された 69 例の食道扁平上皮癌組織の免疫組織化学的検索では、PAI-1 は間質に、
LRP1 は主として腫瘍胞巣内に陽性所見が得られた。それぞれを高発現群（PAI-1、27 例；LRP1、
29 例）と低発現群（PAI-1、42 例；LRP1、40 例）に分けて臨床病理学的因子ならびに予後に
ついて比較検討したところ、PAI-1 高発現は壁深達度、間質 αSMA および FAP 高発現、CD204
陽性 TAM 浸潤数と、LRP1 高発現は間質 FAP 高発現と CD204 陽性 TAM 浸潤数に有意な相関
を示した。PAI-1/LRP1 同時高発現群は他群に比較して予後（無病再発および補正生存率）不良
であった。 
 
(10) 食道扁平上皮癌における癌・間質相互作用関連分子の検索とそれらの役割に関する研究 
 ① 食道扁平上皮癌細胞株との共培養により末梢血単球由来マクロファージに誘導される分

子 CXCL8 は、癌細胞に発現される受容体 CXCR1/2 からの Akt、MEK/Erk シグナル系
を介して遊走・浸潤を促進し、CXCL8 の高発現は食道扁平上皮癌のリンパ節転移、CS204
陽性 TAM 浸潤密度および不良な無病生存率と有意に相関した。[9] 

 ② TAM との共培養で食道扁平上皮癌細胞に誘導される分子として抽出した annexin A10 
(ANXA10)は Akt、MEK/Erk シグナル系を介して癌細胞の増殖を促進し、ANXA10 の高
発現は食道扁平上皮癌の壁深達度、TAM 浸潤密度および不良な無病生存率と有意に相関
した。[10] 

 
(11) 研究成果のまとめと得られた成果の国内外における位置づけとインパクト、今後の展望 
 食道扁平上皮癌における癌細胞・間質相互作用はいまだ解明されていない点が多く、さらに、
これまで TAM と CAF はそれぞれ独立して解析されてきた。本研究では特異な機能的分化を果
たした TAM や CAF と癌細胞の間に構成されるサイトカイン・ケモカインを基軸とした相互作
用の存在を明らかにし、食道扁平上皮癌の進展機構の新たな分子病理学的理解の一端となった
点で独創的な成果が得られたものと見なされる。さらに、得られた研究成果は近年開発の進むサ
イトカイン・ケモカイン阻害剤を用いた細胞間相互作用への介入に基づく食道扁平上皮癌のコ
ントロール法への足がかりを提供するものと期待される。今後は、試験管内実験で蓄積されたこ
れら研究成果を、ヒト化マウス等を用いた生体内実験へと展開し、検証して行きたいと考えてい
る。 
以上の研究成果は高く評価され、研究代表者は第 106 回日本病理学会総会において宿題報告

「組織としての癌 ― 消化管癌の発生、組織形成、進展における癌細胞・間質相互作用の意義―」
を担当した。[11] 
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食道扁平上皮癌微小環境におけるFAP陽性癌関連線維芽細胞の役割

腫瘍関連マクロファージとの共培養により食道扁平上皮癌細胞で発現低下するmiR-132-5pの解析

食道扁平上皮癌の進展における癌細胞と腫瘍関連マクロファージの直接接着による細胞間相互作用の解析

癌関連線維芽細胞はPAI-1の分泌を介して食道扁平上皮癌の進展に寄与する
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口腔癌の発癌初期段階におけるCD163陽性マクロファージの意義

生検標本における上皮内CD163陽性マクロファージは舌白板症の鑑別診断に有用である

舌白板症においてCD163陽性マクロファージはIL-10の発現を誘導する

腫瘍関連マクロファージ由来のCCL3はAktおよびERK経路を介して食道扁平上皮癌の運動能を亢進する
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食道扁平上皮癌組織免疫染色画像のマクロファージ形態計測と疑似蛍光カラー化画像解析

心筋炎を発症した心筋組織に浸潤するマクロファージの免疫組織化学的評価

腫瘍関連マクロファージに誘導されるANXA10は食道扁平上皮癌の増殖を促進する

食道扁平上皮癌の進展における癌細胞と腫瘍関連マクロファージの直接接着による細胞間相互作用の解析
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腫瘍関連マクロファージとの共培養により食道扁平上皮癌細胞で発現低下するマイクロRNAの解析

癌関連線維芽細胞はPAI-1の分泌を介して食道扁平上皮癌の進展に寄与する
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食道扁平上皮癌と腫瘍関連マクロファージとの相互作用はCCL2/CCR2経路の活性化を介して癌進展に関与する

食道扁平上皮癌微小環境におけるFAP陽性癌関連線維芽細胞の役割

新規に樹立した膵癌培養細胞の同所移植による腹膜播種マウスモデルの開発と特性

口腔癌の発癌初期段階におけるマクロファージの役割
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腫瘍関連マクロファージとの共培養により食道扁平上皮癌細胞で発現低下するマイクロRNAの解析

腫瘍関連マクロファージは食道扁平上皮癌のmiR-29cの発現抑制を介してGABRPの発現を亢進させ腫瘍の運動能を促進する

マクロファージと食道扁平上皮細胞との相互作用によってG-CSF経路が促進する

腫瘍関連マクロファージから分泌されるCCL3はAktおよびERK経路を介して食道扁平上皮癌の運動能を亢進する
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食道扁平上皮癌微小環境における癌関連線維芽細胞で高発現する遺伝子群の解析

食道扁平上皮癌微小環境におけるFAP陽性癌関連線維芽細胞の役割

腫瘍関連マクロファージから分泌されるCCL3はAktおよびERK経路を介して食道扁平上皮癌の運動能を亢進する

GDF15はTGF-βRIIの活性化を介して食道扁平上皮癌の増殖能と運動・浸潤能を亢進させる
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免疫染色画像ソフトウエアを用いた食道扁平上皮癌組織免疫染色画像のマクロファージ形態計測

がん細胞、腫瘍随伴マクロファージおよびがん関連線維芽細胞の相互作用による腫瘍促進的微小環境の形成

口腔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

頭頸部腺様嚢胞癌63例の臨床病理学的検討
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GDF15はTGF-βRIIの活性化を介して食道扁平上皮癌細胞の増殖能と運動・浸潤能を亢進させる
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