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研究成果の概要（和文）：癌において癌幹細胞と呼ばれる特殊な細胞集団の存在が明らかとなってきた。癌幹細胞は非
常に高い腫瘍形成能を持ち、また、既存の癌治療（抗癌剤、放射線）に対し治療抵抗性である。この癌幹細胞を標的と
した新たな治療法を開発することは、癌研究において非常に重要である。本研究ではノッチシグナル経路、ＴＧＦ経路
が食道扁平上皮癌の癌幹細胞の維持に重要であることに着目し、これらのシグナル阻害剤が癌幹細胞に対する新たな治
療法として使用できないかを検証した。ノッチシグナル阻害剤、ＴＧＦ阻害剤を用いることで、癌幹細胞は有意に抑制
され、これらの阻害剤が癌幹細胞を標的とした新たな治療法となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Cancer stem-like cells (CSCs) have been identified in many cancers and are 
thought to attribute to aggressive tumor behavior. CSCs can self-renew and have extremely high tumor 
initiating capacity. Furthermore, CSCs are highly invasive and resistant to conventional chemotherapy and 
radiation. Such characteristics of CSCs lead to recurrence, metastasis and inadequate response to the 
conventional therapies. A novel therapy targeting CSCs is needed to improve prognosis of Esophageal 
squamouscell carcinoma (ESCC).
 We have reported that Notch and TGF pathways are important in regulation of CSCs in ESCC. We have 
examined effects of Notch and TGF inhibitors on CSCs in the present study. These inhibitors suppress 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) and significantly reduce CSCs in ESCC both in vitro and in vivo 
experiments. Notch and TGF pathways could be novel therapeutic targets against CSCs in ESCC.

研究分野：消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
癌幹細胞の存在が多くの固形癌において

も報告され、癌幹細胞が再発、転移、治療抵
抗性に深く関与していることが明らかとな
ってきた。癌幹細胞を標的とする新規治療法
の開発は癌研究において重要な研究課題の
一つである。特に食道扁平上皮癌（ESCC）に
おける癌幹細胞研究は少なく、ESCC における
癌幹細胞研究の向上、発展が待たれていた。 

代表者は複数の ESCC 細胞株を用いて、
CD24Low/CD44High 細胞が ESCC における癌幹
細 胞 で あ る こ と を 見 出 し た 。
CD24Low/CD44High 細胞は間葉系細胞の形態、
性質を有し、各種抗癌剤（5FU、CDDP）に対
し有意に治療抵抗性であった。ヌードマウス、
ESCC 細胞株 TE11 を用いた連続腫瘍移植実験
では、わずか 10 個の CD24Low/CD44High 細胞
で腫瘍形成が認められた。重要なことに、連
続腫瘍移植実験で CD24Low/CD44High 細胞は
親腫瘍と同性質（分化度）の腫瘍を再形成し
た 。 こ れ ら の 結 果 は ESCC に お い て
CD24Low/CD44High 細胞が癌幹細胞であるこ
とを示唆した。 

更に、代表者はESCCの浸潤部においてTGF-
β を 介 し た 上 皮 間 葉 移 行 （ EMT: 
epithelial-mesenchymal transition）が起
こっており、この EMT が ESCC の悪性度、進
展に深く関与していることを報告してきた。
EMT を起こした間葉系癌細胞が癌幹細胞であ
ることが報告されており、ESCC においても
EMT を起こした間葉系癌細胞が癌幹細胞であ
る可能性が考えられた。In vitro の実験系に
おいて、ESCC における癌幹細胞である
CD24Low/CD44High 細胞の維持、増殖には EMT
が重要であり、さらに興味深いことに、この
EMTの過程おいては TGF-βシグナルのみなら
ず Notch シグナルの活性が必須であった。 

TGF-βシグナルおよび Notchシグナル阻害
剤が癌幹細胞を標的とした新たな治療法と
なる可能性が考えられた。 

 
２．研究の目的 
 ESCC における癌幹細胞を標的とした新規
治療法開発を目的に本研究は遂行された。本
研究では TGF-β及び Notch シグナルが ESCC
における癌幹細胞の維持、増殖に重要である
ことに着目し、TGF-β及び Notch シグナル阻
害剤が ESCC 癌幹細胞に与える効果を主に in 
vivo の実験系を用いて検証した。 
 
３．研究の方法 
(1) ESCC細胞株をヌードマウスに皮下移植し、
TGF-β及び Notchシグナル阻害剤を投与した。
腫瘍増殖を経時的に測定、また、得られた腫
瘍から腫瘍細胞を分離し、CD24Low/CD44High
癌幹細胞の割合を FACS にて解析した。 
(2) ESCC 細胞株に TGF-βを添加し EMT を誘
導した。TGF-β及び Notch シグナル阻害剤が
EMT に及ぼす影響を検討した。 
(3) 複 数 の ESCC 細 胞 株 か ら

CD24High/CD44Low 細 胞 お よ び
CD24Low/CD44High 細胞をセルソーターを用
いて分離。分離された細胞より total RNA を
抽出、次世代シーケンサーによる RNA シーケ
ンシング、miRNA の網羅的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) TGF-β及び Notch シグナル阻害剤ともに
ヌードマウスを用いた腫瘍移植実験におい
て腫瘍増殖を有意に抑制した。腫瘍から腫瘍
細胞を分離すると、TGF-β及び Notch シグナ
ル阻害剤を用いることで間葉系マーカーの
発現は低下し、CD24Low/CD44High 癌幹細胞の
比率は減少していた。これらの実験結果は、
in vivo においても TGF-β及び Notch シグナ
ル阻害剤が EMTを抑制することで癌幹細胞を
有意に減少させ、結果として腫瘍増殖が抑え
られたと考えられた。一方で TGF-β及び
Notch シグナル阻害剤の効果が認められない
ESCC 細胞株もあり、どのような ESCC におい
てTGF-β及びNotchシグナル阻害剤が有効で
あるのかは今後の検討課題である。 
(2) TGF-β及び Notch シグナル阻害剤ともに
TGF-βによる EMT 誘導を有意に抑制した。食
道扁平上皮癌において Notch シグナルは 2方
向性の働きを有し、全くの逆のプロセスであ
る分化、EMT ともに誘導することが明らかと
なった。分化と EMT の方向性を決定付けるの
が TGF-βであるが、TGF パスウェイが分化と
EMT の方向性を切り変える詳細なメカニズム
は不明である。 
(3) 次世代シーケンサーを用いた RNAシーケ
ンシングでは、CD24Low/CD44High 癌幹細胞に
おいて有意に発現上昇（約 500 遺伝子）、発
現低下（約 400 遺伝子）している候補遺伝子
を同定した。一方で、次世代シーケンサーを
用いた網羅的 miRNA 解析では、間葉系の
CD24Low/CD44High 癌幹細胞において miR-200
ファミリーが有意に上昇していた。間葉系細
胞における miR-200 ファミリーの上昇は、既
報の通りであり、新規の miRNA 同定には至ら
なかった。 
 これらの研究結果から、ESCC においては
EMT が癌幹細胞の維持、増幅に非常に重要で
あり、EMT を制御する TGF-β、Notch シグナ
ルは癌幹細胞に対する新規治療法の標的と
なりえる可能性が示唆された。 
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