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研究成果の概要（和文）：食道基底細胞のサブクラス発現に炎症性サイトカインが影響すると考え、IL4、
IL13、TNFα、TGFβで刺激しオルガノイドを作成すると、サイトカインによって誘導される分画が変化すること
が分かった。さらに、TNFαおよびTGFβ刺激で幹細胞型をより強く誘導することを発見し、幹細胞の性質を有す
ることも見出した。この結果を踏まえ、申請者らはそれぞれの細胞分画RNAシーケンスを施行、特徴的な因子を
同定し各種追加検討を実施、その結果を学術論文にまとめ投稿、現在査読を受けている。

研究成果の概要（英文）：We considered that inflammatory cytokines affect the subclass expression of 
esophageal basal cells, and stimulated with IL4, IL13, TNFα, and TGFβ to create organoids, and we 
found that those cytokines induced different subclasses. Furthermore, we discovered that TNFα and 
TGFβ stimulation induces stem cell types more strongly, and found that they have stem cell 
properties. Applicants performed each cell fractionation RNA sequence and identified characteristic 
factors. We had already conducted various additional studies and summarized the results in 
manuscript, and that are currently being peer-reviewed.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食道癌幹細胞が異なる性質を持つ細胞集団であることを、オルガノイドを用いて証明したものは例がなく、世界
に先駆けた先進的かつ多くの研究者が関心を示す研究である。さらに、申請者が注視しているCD73は新規免疫チ
ェックポイント阻害剤の対象分子であり、その発現が癌幹細胞と相関があることを示せれば、CD73阻害剤の抗腫
瘍作用の解明に大いに貢献出来る。オートファジー阻害剤についても世界中で研究が行われているが未だ実用段
階には至っておらず、本研究の成果はその開発の手助けとなる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
悪性新生物の中で、食道癌は発生率・死亡率ともに減少の兆しは見られず、悪性度の高い癌種
のひとつである。手術単独では根治が非常に難しく、抗癌剤や放射線治療などを組み合わせた集
学的治療が行われているが、治療成績はいまだ満足できるものではない。近年の研究ではその治
療抵抗性や転移・再発の原因として癌幹細胞の存在が重要視されている。 
 
２．研究の目的 
 癌幹細胞の特性について、オルガノイド培養システムを用い詳細に観察、その過程で
重要な因子の特定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 オルガノイドを作成し、扁平上皮基底細胞マーカーと考えられている CD73 および Itgβ4 発
現のサブクラスをフローサイトメトリーで解析する。いくつかの異なった性質を持った細胞を
有することが予測され、それぞれの細胞をソーティングし遺伝子発現についてシーケンスし、得
られた因子について免疫染色、RT-PCR、western blot 等で追加評価を行う。また、オートファ
ジー活性についても同等に評価する。 
 
４．研究成果 
 準備研究で示したように、ヒト食道上皮細胞株に
てオルガノイドを作成(図 1.a 左)、DeWard AD らと
同様に CD73 と Itgβ4 の発現についてフローサイ
トメトリーにて解析すると、ヒト食道上皮において
も幹細胞型(CD73+/ Itgβ4high)、中間型(CD73-/ 
Itgβ4high)、分化型(CD73-/ Itgβ4low)の 3 つの細胞
分画を有することを確認した(図 1.a)。さらにオー
トファジー活性の指標である CytoID を幹細胞型と
中間型の分画について見てみると、幹細胞型で有意
に CytoID 活性が高かった(図 1.b、*P<0.05)。 
 
 これらの基底細胞サブクラス発現に、ある種の炎
症性サイトカインが影響すると考え、IL4、IL13、
TNFα、TGFβで刺激しオルガノイドを作成、フロ
ーサイトメトリー行うとサイトカインによって
誘導される分画に変化を認めた(図 2.)。 

 
 
その発現割合を定量すると、
TNFαおよび TGFβによる刺激
で幹細胞型をより強く誘導す
ることが分かり(図 3. NT: 対
照群)、サイトカイン誘導した
オルガノイドを継代すると、幹
細胞型を多く誘導した TNFα、
TGFβ刺激群でのオルガノイド
形成率が高く、幹細胞の性質が
強いことが分かった(図 4. 
Ctrl: 無刺激群)。 
  

図 1. ヒト食道オルガノイド細胞分画と 

オートファジー活性 

図 2. サイトカイン刺激による細胞分画の変化 

図 3. 分画細胞数の比較 



 この結果を踏まえ、それぞれの細胞分画をフロウサイ
トメトリーでソートし、RNA シーケンスを施行した。申
請者らはそれより得られた各分画に、特徴的な因子を同
定しており、各種追加検討を実施済みである。 
その結果はすでに学術論文にまとめ投稿、現在査読を
受けている。 
 
 

図 4. 継代培養オルガノイドの形成率 
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