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研究成果の概要（和文）：ヒト食道扁平上皮癌の増殖・進展に係る腫瘍随伴マクロファージ（TAM）の役割を生
体内で検証することを目的として、ヒト化マウスにヒト食道扁平上皮癌細胞TE-11を皮下移植した。移植後50日
目までのヒト化マウス腫瘍容量は対照に比較して有意に増大した。腫瘍組織の免疫組織化学的解析では、ヒト化
マウス移植腫瘍内に多数のヒトCD163免疫活性陽性マクロファージが確認され、これらTAMが骨髄・末梢血単球由
来であることが証明された。さらにヒト化マウスでは移植腫瘍内微小血管密度が高い傾向を認めた。以上、ヒト
化マウス移植系がヒト食道扁平上皮癌微小環境解析のための良好なin vivoモデルとなる可能性を立証した。

研究成果の概要（英文）：A human esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cell line TE-11 was 
subcutaneously transplanted in humanized mice to elucidate the roles of tumor associated macrophages
 (TAMs) in the progression of ESCC in vivo. Growth of the transplanted tumor was significantly 
promoted than that of negative controls after 50 days. Immunohistochemical analysis demonstrated 
that significant number of human CD163+ TAMs infiltrated in the transplanted tumor, indicating their
 bone marrow/peripheral blood monocyte origin. In addition, CD34+ micro-vessel density was higher in
 the transplanted tumor in humanized mice than non-humanized mice. This research project proved that
 cancer cell transplantation in humanized mice may provide a satisfactory model for the analysis of 
the human ESCC tumor microenvironment including TAMs and other stromal cells in vivo.

研究分野：腫瘍病理学

キーワード： ヒト化マウス　骨髄由来細胞　食道扁平上皮癌　細胞間相互作用　癌微小環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト造血幹細胞を移植した高度免疫不全マウス体内で機能的なヒト型血液、免疫細胞が出現する状態を狭義の
「ヒト化マウス」と呼ぶ。ヒト化マウスのがん研究への応用は、これまで白血病、リンパ腫等造血器腫瘍の発生
機構探索が主体であり、固形癌移植に関しては治療開発のヒト化モデルとして使用されることが殆どであった。
ヒト化マウス移植食道扁平上皮癌細胞とヒト型造血・免疫系細胞の間にもたらされる、生体内での癌細胞－TAM
相互作用の実態を形態・分子の両面から可視化することにより、癌細胞－TAM相互作用を標的とした食道扁平上
皮癌制御戦略の創造が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 がん組織を顕微鏡観察すると、多くの部分はがん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。マクロファージはがん組織
中に最も多く認められる白血球であり、様々ながんにおいて、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近年報告され、古典的な炎症反応や免疫監視とは趣を異に
する機能をがん組織内でマクロファージが獲得し（腫瘍随伴マクロファージ, tumor-associated 
macrophage, TAM）、がんの進展をむしろ促進する可能性が示されている。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る。 
 食道扁平上皮癌は難治がんの一つであり、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、前者ではアルデヒドデヒドロゲナーゼ遺伝子多型との分子疫学的相関が明らかとなっ
ている。また、食道扁平上皮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き
たが、間質との相互作用の面からみた発癌や増殖・進展機構についての詳細はいまだ明らかにさ
れていないのが現状であった。 
 研究開始までに、食道扁平上皮癌の増殖・進展におけるマクロファージと癌細胞の相互作用を
臨床検体と培養系で解析し、食道扁平上皮癌組織において、癌細胞との相互作用によりマクロフ
ァージが TAMに分化するとともに、特異的分子の発現誘導により癌の悪性度を高める可能性を
示してきた。しかしながらこれらの知見はあくまでも培養系から得られたものであり、「食道扁
平上皮癌細胞と末梢血単球由来マクロファージの相互作用を生体内で再現・検証可能か？」が研
究の核心をなす学術的問いであった。 
  ヌードマウスを嚆矢とする免疫不全マウスの発見、開発によりがん細胞をはじめとするヒト
組織をマウス生体に移植することが可能となった。近年ではヒト造血幹細胞を移植した高度免
疫不全マウス体内で機能的なヒト型血液、免疫細胞が出現する状態を狭義の「ヒト化マウス」と
呼ぶ[1]。ヒト化マウスのがん研究への応用は、これまで白血病、リンパ腫等造血器腫瘍の発生
機構探索が主体であり、固形癌移植に関しては治療開発のヒト化モデルとして使用されること
が殆どであった[2,3]。 
 
２．研究の目的 
 前述の研究の核心をなす学術的問いへの解答に近づくために、本研究ではヒト化マウスにヒ
ト食道扁平上皮癌細胞を移植することにより、生体内での TAMの起源、癌細胞との相互作用に
基づく生物学的現象ならびにその背景に存在する分子変化を探索し、実際のヒト食道扁平上皮
癌における癌細胞−TAM相互作用の実態と生物学的意義を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）ヒト化マウス移植ヒト食道扁平上皮癌の病理学的解析 
本研究で使用する動物は、NOG IL-3/GM-Tg マウス[4] および hM-CSF, hIL-3, hSIRPα, 

hGM-CSF, hTPO遺伝子導入 Rag2-/- Il2rg-/-マウス（MISTRGマウス）[5] であり、T、B細胞
の強い抑制と、NK細胞発生完全抑制の上に、ヒト型 IL-3および GM-CSFの発現により移植さ
れたヒト造血幹細胞からの骨髄球系誘導が促進され、よりヒトに近い造血・免疫環境が提供され
る。この新生仔肝に X 線照射後ヒト造血幹細胞を移植し、7〜9 週間後末梢血ヒト型 CD45+細
胞 5%以上の動物を「ヒト化マウス」としてヒト食道扁平上皮癌細胞移植に供する。コントロー
ルにはヒト造血幹細胞移植を行わない同週齢同系動物を「非ヒト化マウス」として用いる。 
２）ヒト化マウス移植ヒト食道扁平上皮癌腫瘍内 TAM、癌細胞で特異的発現変化する分子の探
索 
１）と同様にヒト化マウスにヒト食道扁平上皮癌細胞を移植し、10〜14日後に腫瘍を摘出し
以下の検索を行う。移植動物は腫瘍摘 
出後脱血し末梢血白血球分画を採取する。 
・腫瘍組織から CD163抗体標識磁気ビーズを用いて、CD163+TAM分画を採取する。同一動物
末梢血白血球分画より CD14+単球分画を磁気ビーズ法にて採取する。両者の間で cDNAマイク
ロアレイ解析を行い、TAMで発現変化する遺伝子を網羅的に抽出する。 
・腫瘍組織から EpCAM抗体標識磁気ビーズを用いて、EpCAM+ヒト扁平上皮癌細胞分画を採
取する。EpCAM+癌細胞分画と同一細胞の培養株との間で cDNA マイクロアレイ解析を行い、
移植腫瘍癌細胞で発現変化する遺伝子を網羅的に抽出する。 
３） ヒト化マウス移植ヒト食道扁平上皮癌腫瘍内 TAM、癌細胞で特異的発現変化する分子の機
能解析 
・前年度研究で抽出された移植ヒト食道扁平上皮癌腫瘍内 TAMあるいは癌細胞で特異的発現変
化する候補遺伝子について、移植組織、培養細胞における発現を確認する。 
・以前の研究で確立したヒト食道扁平上皮癌・末梢血単球由来マクロファージ共培養系を用い
て、候補遺伝子産物の癌細胞、マクロファージに対する生物学的作用（増殖・生存、運動・浸潤）



をリコンビナント蛋白、中和抗体や RNA干渉を用いて明らかにする。注目すべき生物学的作用
を示す候補分子に関しては、それをもたらす細胞内シグナルを生化学的に明らかにする。 
・候補分子の非ヒト化マウス移植系への介入、ヒト化マウス移植系への中和抗体や特異的阻害剤
の介入により生体内での候補分子の作用を検証する。 
４）ヒト化マウス移植ヒト食道扁平上皮癌腫瘍内 TAM、癌細胞で特異的発現変化する分子の癌
組織内発現とヒト食道扁平上皮癌における臨床病理学的意義の解析 
・研究３）で絞り込まれた候補分子について、移植片、食道扁平上皮癌組織切片上での TAM、
癌細胞における発現量や局在を蛍光抗体法により比較し、相関の有無を検討する。 
・研究３）で絞り込まれた候補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あるいは
in situ hybridizationにより検討し、臨床病理学的意義を解析するとともに、病勢コントロール
の分子標的となる可能性を考察する。 
 
４．研究成果 
１）ヒト化マウス移植食道扁平上皮癌系 
 臨床検体および培養細胞系で明らかにしてきたヒト食道扁平上皮癌の増殖・進展に係る腫瘍
随伴マクロファージ（tumor-associated macrophage, TAM）の役割を生体内で検証することを
目的として、免疫不全マウスにヒト造血幹細胞を移植することによりヒトに近い造血・免疫環境
を構築可能な「ヒト化マウス」皮下にヒト食道扁平上皮癌 TE-11 細胞を移植し、生着および腫
瘍組織内へのヒト型骨髄由来細胞浸潤が起こるか否かの実験を実施した。hM-CSF, hIL-3, 
hSIRPα, hGM-CSF, hTPO遺伝子導入 Rag2-/- Il2rg-/-マウス（MISTRGマウス）新生仔肝に
X 線照射後ヒト造血幹細胞を移植し、7～9 週間後末梢血ヒト型 CD45 陽性細胞 5%以上の動物
を「ヒト化マウス」とし、ヒト食道扁平上皮癌細胞 TE-11 を皮下移植した。陰性対照には同週
齢未処理 Rag2-/- Il2rg-/-マウスマウスを「非ヒト化マウス」として用いた。移植後 50日目まで
の「ヒト化マウス」腫瘍容量は、対照の「非ヒト化マウス」移植腫瘍に比較して有意（p < 0.0001）
に増大した。50日後腫瘍組織切片について免疫組織化学的解析を実施したところ、「非ヒト化マ
ウス」移植腫瘍にはヒト CD163 免疫活性陽性マクロファージは確認されなかったが、「ヒト化
マウス」移植腫瘍内には多数のヒト CD163 免疫活性陽性マクロファージが確認され、これら
TAMが骨髄・末梢血単球由来であることが証明された。さらに CD34免疫活性を指標とした移
植腫瘍内微小血管密度を計測したところ、ヒト化マウスで微小血管密度が高い傾向を認めた。以
上から、本実験系がヒト由来のがん微小環境を評価する有効な手段となる事が確認された。新型
コロナウイルス感染症蔓延に起因する動物、試薬供給の停滞のため、「ヒト化マウス」へのヒト
食道扁平上皮癌細胞移植実験が本年度までずれ込んだが、「ヒト化マウス」への移植により食道
扁平上皮癌細胞の増殖促進、腫瘍組織内微小血管密度の増大、さらに特異的ヒト型 TAMの浸潤
を確認し、研究計画開始時の作業仮説を立証することができた。現在移植腫瘍からの TAMをは
じめとする間質細胞ならびに食道扁平上皮癌細胞個々における分子、遺伝子の網羅的発現解析
を検討中である。 
２）食道扁平上皮癌細胞／マクロファージ間接共培養系 
 食道扁平上皮癌細胞／マクロファージ間接共培養系でマクロファージに発現誘導される分子
としてケモカイン CCL3[6]および CCL1[7]の解析を行い論文発表した。 
・食道扁平上皮癌細胞に CCL3を作用させると、投与 10分後で Akt、ERKがリン酸化し、こ
れらは CCR5ノックダウンによって抑制された。また CCL3投与によって癌細胞の遊走・浸潤
は有意に亢進し、Akt、ERK 経路の阻害、CCR5アンタゴニスト、CCL3中和抗体の投与、CCR5
ノックダウンによって抑制された。また長時間の CCL3投与によって癌細胞におけるMMP2お
よび VEGFAの発現上昇がみられ、これらの発現上昇は Akt、ERK経路の阻害によって抑制さ
れた。次に食道扁平上皮癌組織を用いた CCL3および CCR5の免疫組織化学を行い、その染色
強度により低発現群と高発現群に二分した。CCL3高発現は疾患特異的生存率 (CSS) に、CCR5
高発現は CSS、無病生存率、壁深達度、静脈侵襲、病期、CD204陽性 TAMの浸潤、および微
小血管密度に正の相関を示した。また CCL3および CCR5両方の高発現は CSS、DFS、全生存
率および微小血管密度に正の相関を示した。以上より、TAMおよび食道扁平上皮癌細胞から分
泌された CCL3は CCR5を介し Aktおよび ERK経路の活性化によりMMP-2および VEGF-A
の発現を亢進させ、癌細胞の遊走、浸潤亢進および血管新生を介して食道扁平上皮癌の進展に寄
与していると考えられた。また、抗 HIV薬として用いられている CCR5アンタゴニストは食道
扁平上皮癌の新規治療薬となる可能性が示唆された。 
・TAM様マクロファージは CCL1を高発現しており、食道扁平上皮癌細胞がその受容体である
CCR8 を発現していることが見出された。TAM 由来の CCL1 が癌細胞の CCR8 を介し、
Akt/PRAS40/mTOR シグナルを伝達し ESCC の運動能と浸潤能を亢進させることを解明した。
また、69例の食道扁平上皮癌切除標本に対して CCL1、CCR8の免疫組織化学を行ったところ、
癌間質の CCL1の高発現と、癌胞巣の CCR8の高発現は ESCC患者の全生存期間と無病生存期
間を悪化させることが確認された。 



３）食道扁平上皮癌細胞／マクロファージ直接共培養系 
 新たに食道扁平上皮癌細胞／マクロファージ直接共培養系を確立し、ここでマクロファージ
に発現誘導される分子 S100A8/A9[8]および IL-7R[9]の解析を行い論文発表した。 
・腫瘍関連マクロファージによる食道扁平上皮癌(ESCC) の進展機構を解明するために、マクロ
ファージと食道扁平上皮癌細胞株との間接共培養系を確立し、種々の液性因子が ESCC の進展
に関与することを見出してきたが、実際の癌組織の状態により近いマクロファージと食道扁平
上皮癌細胞株との直接共培養系を確立した。「単独培養後の食道扁平上皮癌細胞株（ESCC mono）」
と比べて、「直接共培養後の癌細胞株（ESCC co）」では運動・浸潤能が亢進し、また Akt、p38 
MAPK のリン酸化が亢進していた。ESCC mono と ESCC co との間で cDNA マイクロアレイ
解析を行い、ESCCco において S100 calcium binding protein A8, A9 (S100A8, S100A9) の発
現・分泌が亢進していることを見出した。S100A8 と S100A9 は生体内では S100A8/A9 
heterodimer を形成し、いくつかの癌でその発現が亢進し、癌の進展に関わることが報告されて
いる。S100A8/A9 を ESCC 細胞株に作用させると運動・浸潤能が亢進し、Akt、p38 MAPK の
リン酸化が誘導され、さらに PI3K 阻害剤、p38 MAPK阻害剤を加えると、S100A8/A9 により
誘導されていた運動・浸潤能の亢進が抑制された。以上より、S100A8/A9 は Akt および p38 
MAPK 経路を介して ESCC の運動・浸潤能亢進に寄与していることが明らかとなった。 
・直接共培養系で食道扁平上皮癌細胞にはインターロイキン 7受容体（IL-7R）が発現誘導され
た。IL-7/IL-7R経路は食道扁平上皮癌細胞の運動を促進した。一方、IL-7R は IL-7非依存性に
食道扁平上皮癌細胞の生存・増殖の亢進に寄与していた。食道扁平上皮癌組織では、免疫組織化
学的に IL-7R高発現群において disease-free survival が予後不良な傾向 (p = 0.055) を認めた。
また、IL-7Rの発現と癌組織へのマクロファージの浸潤数は有意に正の相関を示した。以上より、
IL-7Rは食道扁平上皮癌の進展に関与することを見出した。 
４）M2マクロファージの食道組織内分布 [10] 
これまで M2 型マーカーを発現する TAM は食道扁平上皮癌の悪性度と相関することを報告
してきたが、初期食道扁平上皮発癌におけるマクロファージの役割は未だ不明である。内視鏡的
に切除された食道上皮内腫瘍性病変と外科的切除標本における M2 マクロファージ浸潤の形態
学的相関を明らかにすることを目的として免疫組織化学的解析を行った。内視鏡的切除 38病変
において、腫瘍性食道扁平上皮にはマクロファージの高い浸潤が認められた。上皮内癌単位長あ
たりの CD68、CD163及び CD204陽性マクロファージ数は、非腫瘍性上皮と比べると有意に高
いことが確認された。5例の手術検体では、5例中 4例において上皮内癌と扁平上皮内腫瘍での
CD204蓄積数は非腫瘍性上皮と比べて統計的に有意な相関が得られた。症例 1では浸潤癌部以
外の離れた領域で高値のマクロファージ数と上皮内癌の存在が確認された。症例 2 でも同様に
マクロファージ高値の部分に扁平上皮内腫瘍が見いだされた。症例 3 では浸潤癌部以外の離れ
た領域の初回診断時に指摘されていなかった部分で、マクロファージ浸潤数の高い形態学的に
増殖性変化の強い病変が確認された。症例 4 でも全体的に病変が散在しており、浸潤癌以外の
離れた場所では初回診断時に上皮内癌しか指摘のなかった部分で上皮内癌と扁平上皮内腫瘍が
全体的に散在し、上皮内マクロファージも同様に一致して再確認された。症例 5では、浸潤癌周
囲に上皮内癌が存在し、そこから少し離れた部位に扁平上皮内腫瘍が認められた。また、同様に
CD163分布図を作成した結果、分布パターンは CD204とほぼ同じ傾向を示していたが、症例 2
以外は、全般的に CD163の方がマクロファージ蓄積数は高い傾向があった。加えて、症例 5に
おける遠位側１区画のみ CD163数が高値で、形態学的には上皮内腫瘍が確認された。以上、本
研究によりマクロファージの上皮内蓄積はヒト腫瘍性食道扁平上皮と強く相関することが示さ
れた。 
５）食道扁平上皮癌細胞／線維芽細胞間接共培養系 
 食道扁平上皮癌細胞／骨髄由来間葉系幹細胞間接共培養系を確立し、癌細胞とがん関連線維
芽細胞の相互作用において線維芽細胞に発現誘導される分子 PAI-1[11]およびMT2A[12]の解析
を行い論文発表した。 
・癌微小環境におけるマクロファージ以外の間質成分として癌関連線維芽細胞（CAF）に注目
し、αSMAや FAPを指標として免疫組織化学的に食道扁平上皮癌組織を解析し、これらの発現
量が不良な予後と相関することを既に報告している。CAF の起源とされる「骨髄由来の間葉系
幹細胞（MSC）」と「ESCC細胞株との共培養によって作製した MSC由来の CAF様細胞」と
の間で cDNAマイクロアレイ解析を行い、CAF様細胞において PAI-1（plasminogen activator 
inhibitor-1）が高発現していることを見出し、その意義について解析した。CAF 様細胞から分
泌された PAI-1はその受容体 LRP1との相互作用により Akt、Erk1/2を活性化し、食道扁平上
皮癌細胞およびマクロファージの運動、浸潤を促進した。また食道扁平上皮癌組織における PAI-
1、LRP1 の発現強度は不良な予後と正の相関を示した。従って、PAI-1/LRP1 経路は食道扁平
上皮癌の進展に寄与することが示唆された。 
・食道扁平上皮癌細胞との共培養で CAF様細胞に誘導されるmetallothionein 2A（MT2A）は、



insulin-like growth factor binding protein 2（IGFBP2）の発現、分泌を介して食道扁平上皮癌
細胞の NFkB、Akt、Erkシグナルを活性化することにより運動、浸潤を促進した。食道扁平上
皮癌細胞の MT2A ノックダウンは癌細胞の増殖、運動、浸潤を抑制した。免疫組織化学的に
MT2Aを強く発現する食道扁平上皮癌症例は有意に不良な予後を示した。以上から、CAFおよ
び癌細胞に発現されるMT2Aが食道扁平上皮癌の進展に関与する事が示された。 
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