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研究成果の概要（和文）：食道癌間質に多く存在する癌内線維芽細胞 (CAFs)は癌細胞の浸潤、転移の促進や治
療抵抗性獲得に関与しているが、その分子機構はまだ不明な点が多い。申請研究では、３３例の手術により摘出
された食道癌部および非癌部の検体を採取しprimary cultureし27例でCAFsおよびコントロールの線維芽細胞の
樹立に成功した。また、５症例の食道癌オルガノイドも樹立した。今後はこれらの患者由来線維芽細胞と食道癌
オルガノイドの共培養や共移植マウスモデルを使用し、癌悪性化に寄与する遺伝子やシグナル伝達を分子レベル
で検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：CAFs, which are abundant in esophageal cancer stroma, are involved in cancer
 cell infiltration, promotion of metastasis, and acquisition of treatment resistance, but the 
molecular mechanism remains unclear. In the submitted study, specimens of esophageal cancer and 
non-cancerous areas removed by surgery were collected from 33 cases and primary culture was 
performed, and CAFs and control fibroblasts were successfully established in 27 cases. In addition, 
5 cases of esophageal cancer organoids were also established. In the future, we plan to use 
co-culture and co-transplanted mouse models of these patient-derived fibroblasts and esophageal 
cancer organoids to investigate genes and signaling that contribute to cancer malignancy at the 
molecular level.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らはCAFsとの相互作用により近傍の食道癌細胞にpartial EMT（epithelial-mesenchymal transition）が
誘導される可能性に注目している。partial EMTが細胞―細胞接着を維持した癌細胞クラスターの形成および間
葉系の表現型を誘導し、癌細胞の浸潤・転移能や治療抵抗性能を促進させる可能性を提案した。本研究が成功し
た場合は、CAFsによる新規の浸潤・転移能や治療抵抗性能促進メカニズムを解明できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

食道癌における、stage IV の 5 年生存率は 10%台と低値であり、かつ、食道癌では転移率 T1b 

(stage I)でも 30～50%にリンパ節転移を認めるなども転移率も高い。根治術後においても再発率

は 28〜47%に認めるとされ、再発した場合の生存期間中央値は 5〜10 ヶ月であり予後はかなり

不良と言わざるを得ない。 

また分子標的薬が胃癌、大腸癌などの消化管癌で適応となってきているにも関わらず、食

道癌においては、有効な分子標的薬の臨床治験の結果が得られていないのが現状である(Dutton 

S., et al., Lancer Oncol 2014;15:894-904)。転移を認めた食道癌において、更なる有効な薬剤を検討

するにあたっては、分子生物学的に腫瘍の病態を解明することが急務であると考えられる。 

α-smooth muscle actin (α-SMA) 陽性の活性化筋線維芽細胞である CAFs は患者食道癌の

間質で多く検出される。CAFs は、腫瘍の増殖、浸潤や転移さらには癌細胞の治療抵抗性に寄与

することが知られている。申請者らは、乳癌内に存在する線維芽細胞が癌化の過程で癌細胞の影

響下でより悪性度の増した CAFs に分化し、正常組織に存在する線維芽細胞とは異なった性質を

獲得していることをこれまでに明らかにした。またヒト乳癌より抽出された CAFs は血管新生促

進性サイトカイン stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) を高発現し乳癌の血管新生や増殖を促進す

ることを示した。さらに、CAFs が癌の進展過程で SDF-1 と TGF-βシグナルを亢進し、癌促進能

の表現型を安定に維持し、癌細胞と独立した癌化を促進する細胞であることを明らかにした

（Kojima, Y., et al., Proc Natl Acad Sci U S A107, 20009-20014, 2011）。しかしながら、CAFs が癌細

胞に高転移性や治療抵抗性を教授するメカニズムはまだ不明な点が多い。 

以前より癌浸潤・転移を促進するプログラムとして上皮間葉移行 (epithelial-mesenchymal 

transition: EMT)が広く知られている。EMT が誘導された単一間葉系癌細胞は浸潤能を亢進し、

遠隔臓器に転移し、間葉上皮移行 (mesenchymal-epithelial transition: MET)を介して上皮系癌細胞

になり、macroscopic な転移巣を形成する。しかしながら、近年、EMT 非依存的に間葉系の表現

型を介することなく上皮系癌細胞集団（クラスター）が転移する説や partial EMT を介して上皮

系癌細胞がE-cadherinの弱発現を維持したまま、間葉化(epithelial-mesenchymal type: E/M type) し、

細胞―細胞接着能を有した癌細胞集団が浸潤・転移に寄与することも提唱されている 。 

患者癌を模倣したマウスモデル作製のため、申請者は T, B, NK 免疫細胞を欠損した高度

免疫不全 NOG マウス (NOD/Shiscid, IL-2RγKO) を使用し、ヒト大腸癌組織を使用した PDX モ

デルマウスの樹立に成功している。 

 

２．研究の目的 

申請研究では、この PDX 作製技術を利用し、患者食道癌の PDX モデルを樹立し、CAFs

との共移植モデルを使用し、CAFs が癌細胞の浸潤、転移や治療抵抗性にどの様に寄与している

か分子レベルで調査する。申請者の仮説は、CAFs が partial EMT を近傍の癌細胞に誘導し、細胞

死抵抗性の癌細胞クラスター形成を誘導し、転移や治療抵抗性を促進する可能性を推測してい

る。申請研究ではこの仮説を検証し、その分子メカニズムを解明する。 

 

３．研究の方法 

申請研究では、CAFs による食道癌の浸潤・転移や治療抵抗性メカニズムならびに抑制法を解明

することを目的として、3 つの課題と目標を設定する。 

課題 1) 食道癌 PDX モデルおよび CAFs の樹立  

同所移植を容易にするためにまず患者癌塊を NOG マウスの皮下に移植することを試みる。患者

食道癌切除検体 (直径 7 mm 程度)をマトリゲル®(Falcon)とともに NOG マウスの皮下に移植す

る。同検体より同時に CAFs を primary culture する。対照の正常線維芽細胞は食道の非癌部より

抽出する。数か月後、皮下で増殖した癌塊を collagenase で消化し single cell suspension を作製し、

新たな NOG マウスの食道に同所移植する。移植が困難な場合は、数種類の注入針のサイズ（23



～30 G）を検討し、細胞に与えるダメージを最小化しかつ最も細い注射針を用いる。あるいは皮

下移植に変更する。NOG マウスに同所移植後 6 か月間経過を観察し、原発巣の増殖や転移の有

無を評価する。8~10 例の食道癌の移植を予定している。 

課題 2) 食道癌組織由来 CAFs および食道癌 PDX との共移植系の確立 

申請研究では、食道癌由来 CAFs あるいは対照の非癌部由来線維芽細胞と NOG マウスに同所あ

るいは皮下移植された食道癌塊の増殖能、partial EMT および遠隔臓器への転移能に関して、各

グループ間で比較する。CAFs の癌転移促進作用や治療抵抗性獲得の分子機構を解明する為に、

食道癌由来 CAFs あるいは対照の非癌部由来線維芽細胞と移植された食道癌塊より癌 organoids

を培養する。申請者らは癌 organoids 培養に精通している。これらの organoids より RNA を抽出

し DNA マイクロアレイ解析を施行し、各グループ間で遺伝子発現を比較する。 

課題 3) CAFs による食道癌浸潤・転移促進や治療抵抗性に関するメカニズムの調査  

上記の DNA マイクロアレイ解析にて同定された上位 5 つの遺伝子の発現を shRNA を用いて抑

制し癌悪性能への寄与を調査する。 

 

４．研究成果 

食道癌間質に多く存在する癌内線維芽細胞 (CAFs)は癌細胞の浸潤、転移の促進や治療抵抗性獲

得に関与しているが、その分子機構はまだ不明な点が多い。本研究では、CAFs が食道癌細胞に

もたらす影響を明らかにするため、３３例の手術により摘出された食道癌部および非癌部の検

体を採取した。採取した検体をミンスし酵素処理により単一細胞化して 10%FCS-dMEM の培

養液を添加して培養皿上にて線維芽細胞の培養を施行した。線維芽細胞の増殖は全般的に良好

で primary culture により２７例の CAFs およびコントロールの線維芽細胞の樹立に成功した。 

線維芽細胞は術前化学療法が施行された症例および施行されなかった症例より樹立された。ま

たほとんどの食道癌は術前化学療法に無反応性・抵抗性であり、このような化学療法に抵抗性な

癌より線維芽細胞が樹立された。現在 RNA-sequencing を施行中であり得られたトランスクリ

プトームのバイオインフォマティクス解析を施行予定である。化学療法未治療癌由来 CAFs vs 

コントロールの線維芽細胞におけるトランスクリプトーム解析に加えて化学療法未治療癌由来

CAFs vs 治療抵抗性癌由来 CAFs の解析を計画している。 

 

また手術で採取された１５症例の胆管癌の小癌塊（5 mm x 5 mm）をマトリゲル溶液に浸した

後に高度免疫不全 NOG マウスの皮下に移植した。１年間経過を観察し２例で癌の増殖が観察さ

れた。また、ヒト検体を酵素処理にて単細胞化しマトリゲルドーム内で培養することにより５症

例の食道癌オルガノイドも樹立した。今後はこれらの患者由来線維芽細胞と食道癌オルガノイ

ドの共培養や共移植マウスモデルを使用し、癌悪性化に寄与する遺伝子やシグナル伝達を分子

レベルで検討する予定である。 
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