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学位論文の内容要旨

CXCL8 derived from tumor-associated macrophages and esophageal 

squamous cell carcinomas contributes to tumor progression 

by promoting migration and invasion of cancer cells 

腫瘍関連マクロファージおよび食道扁平上皮癌由来の CXCLBは

癌細胞の運動能および浸潤能を充進し腫瘍進展に寄与する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

食道胃腸外科学

（指導教員：横崎宏教授）

（指導教員：掛地吉弘教授）

細野雅義

背景・目的

腫瘍と腫瘍微小環境との相互作用が腫瘍の進展を促進することが知られている。 腫瘍微

小環境の中でマクロファージ (M<I>)は最も多く存在する炎症細胞であり、腫瘍抑制的に働

< Ml型と腫瘍促進的に働<M2 型に分化する。一般的に M2 型 M<ll は IL•IOhigh、 IL·121°w

の表現型を示すとともに、ヘモグロビンスカベンジャー受容体である CDI63や、・クラスA

スカベンジャー受容体である CD204を高発現する。腫瘍微小環境に浸潤したM<I>は腫瘍関

連マクロファージ (tumorassociatedmacrophage)、 通称TAMと呼ばれ、 M2型M<I>

と類似した性質を獲得し、腫瘍の浸洞や血管新生の促進などを介して腫瘍の進展に関与し

ている。

世界的に食道癌は全癌関連死の中で第6位であり、死亡者数は40万人に上る。欧米では

食道腺癌が大きい割合を占めるが、日本を含めアジア圏においては食道扁平上皮癌が食道

癌の 90%以上を占める。申請者らはこれまでに神戸大学医学部附属病院で手術切除した食

道扁平上皮癌の標本の免疫組織化学を用いて、癌組織中にCD204陽性M<llが多く浸潤した

症例は、臨床病理学的因子や予後不良と有意に相関することを明らかとした。またinvitro 

においても、ヒト末梢血単球より作成した M<llにヒト食道扁平上皮癌細胞株の培養上清

conditioned medium of the TE series human ESCC cell line (TECM)を作用させ作成し

たTAM様細胞で、 IL-IO・CD163・CD204・VEGFA・MMP2・MMP9のようなM2型 M<ll

マーカーが有意に誘導されることを明らかにしている。

そこで食道扁平上皮癌と TAMとの相互作用を追及するためヒト末梢血由来M<I>とTECM

を添加して作製したTAM様M<I>からそれぞれmRNAを抽出し， cDMAマイクロアレイ解

析を行った。 本研究では M<I>と比較して TAM様 M<I>で高発現していた遺伝子のうち

C・X・C motif chemokine ligand 8 (CXQ⑬ に着目し、 食道扁平上皮癌の腫瘍微小環境に

遊走したTAM由来のCXCL8が食道扁平上皮癌に及ぽす生物学的メカニズムの解析を行っ

た。

材料と方法

ヒト食道扁平上皮癌細胞株 (TE-8、 TE-9、 TE・15)は理研バイオリソースセンターか

ら翡入した。ヒト食道扁平上皮細胞株 (Het・lA)はAmericanType Culture Collectionよ

り膳入した。ヒト末梢血から autoMACSを用いて単離したCD14十単球にrhM・CSFを作用



させて作製したMel>にTE細胞株の培養上清を添加してTAM様M≪I>を作製した。 RT-PCR、

qRT-PCR、 ELISA、 western blotting、 蛍光免疫染色を用いて TAM様 M<I>における

CXCL8の発現および分泌、 TE細胞株における CXCL8受容体である CXCRl、CXCR2の

発現を確認した。 rhCXCL8添加時の TE細胞株の生存能および増殖能に対する影響を

MTS assay、 運動能に対する影四をtranswellmigration assay、 浸潤能に対する影響を

matrigel invasion assayを用いて検討した。 Pl3K阻害薬 (LY294002)、MEKI/2阻害薬

(PD98059)、CXCRI、CXCR2に対する siRNAおよび中和抗体を用いて rhCXCL8添加

時の TE細胞株のphenotypeの変化を検討した。腫瘍微小環境モデルとして TE細胞株と

TAM様 M<I>の間接共培養を行い TE細胞株の運動能および浸潤能を検討した。そこに

LY294002、PD98059およびCXCL8、CXCRl、CXCR2に対する中和抗体を用いてTE細

胞株の phenotypeの変化を検討した。さらに神戸大学医学部附属病院において、外科的に

切除された食道扁平上皮癌 70症例を用いて CXCL8、CXCRl、CXCR2の免疫組織化学的

解析を行い、培目した遺伝子の発現強度による臨床病理学的因子.M<I>マーカー・予後と

の相関性について検討した。統計学的評価にはだ検定、 t検定、 COX比例ハザードモデル、

Log・rank test を用いてP < 0.05を統計学的有意差とした。

結果

1. M<I>と比較し、 TAM様M<I>においてCXCL8の発現および分泌が充進する

はじめに、 qRT-PCR、蛍光免疫染色、 ELISAを用いてM<I>と比較してTAM様M<I>にお

いて CXCL8の発現および分泌が充進していることを確認した。次に RT-PCR、western

blottingを用いてTE細胞株に CXCL8受容体である CXCRI、CXCR2が発現していること

を確認した。

2. CXCL8は食道扁平上皮癌のAktおよびErkl/2シグナル経路のリン酸化を介して TE

細胞株の運動能および浸潤能を促進する

次に細胞内シグナルを検討するために TE細胞株に rhCXCL8を添加すると、涼加後 10

分をピークとしAktおよびErkl/2のリン酸化が充進した。 TE細胞株にrhCXCL8を添加

すると、生存能および増殖能には影響を及ぼさなかったが、運動能・浸潤能を有意に充進

させた。

3. LY294002またはPD98059、およびCXCR1/CXCR2のノックダウンまたは中和抗体は

CXCL8に誘導される TE細胞株の運動能および浸潤能を抑制した

LY294002およびPD98059を用いると rhCXCL8に誘導される運動能および浸潤能の充

進が抑制された。さらに siRNAを用いてTE細胞株の CXCRlおよびCXCR2をノックダ

ウン行ったところrhCXCL8に誘導されるTE細胞の運動能および浸潤能の充進が抑制され

た。 CXCRlおよびCXCRlの中和抗体を用いると rhCXCL8に誘導される TE細胞の運動

能および浸潤能は抑制された。

4. LY294002、PD98059およびCXCL8、CXCRI、CXCR2に対する中和抗体はTAMに

誘導されるTE細胞株の運動能および浸潤能を抑制する

TE細胞株をTAM様M<I>と間接共培蓑すると TE細胞株の運動能および浸潤能が有意に

充進した。 この共培養系にLY294002、PD98059およびCXCLS、CXCRI、CXCR2に対

する中和抗体を添加すると TAM様M<I>に誘導されるTE細胞株の運動能および浸潤能が抑

制された。

5. ヒト食道扁平上皮癌およびTAMでのCXCL8の発現はリンパ節転移および予後と相関

する

神戸大学医学部附属病院で切除した食道扁平上皮癌標本を用いて、 CXCL8の免疫組織化

学および二重蛍光免疫染色を行った。蛍光二重免疫染色では、癌細胞だけでな<TAMにお

いても CXCL8の発現が上昇していることをinvinoで確認した。 CXCL8の免疫組織化学

は正常扁平上皮の発色をコントロールとし、 CXCL8の発現なし、低発現、高発現の 3グル

ープに分類した。 CXCL8の発現と臨床病理学的因子との関係を検討したところ、食道扁平

上皮癌微小環境での CXCL8の発現は有意にリンパ節転移の有無、 CXCR2の発現程度、

CD204隔性M<I>の浸潤数と相関した。また食道扁平上皮癌微小環境において CXCL8が高

発現する症例はDiseaseFree Survivalでの予後不良と有意に相関した。

考察

CXCL8はC・X・Cmotif chemokine familyのひとつでinterleukin・8としても知られる。

受容体である CXCRl、CXCR2は7回膜貫通型の G蛋白結合受容体で、 CXCRlはCXCL8

のほかに CXCL6の受容体として働き、 CXCR2は CXCL8のほかに CXCLl、CXCL2、



CXCL3、CXCL5、CXCL6、CXCL7の受容体として働くことが知られている。これまでに、

前立腺癌・乳癌・胃癌・非小細胞肺癌・大腸癌・悪性黒色腫において CXCL8が腫瘍の進展

に寄与することが明らかとされている。食道扁平上皮癌については血消や癌組織での

CXCL8の発現の上昇が予後不良と相関することが示されているが、生物学的なメカニズム

は明らかとされていない。

本研究ではTAM由来の CXCL8がAktおよびErkl/2のリン酸化を介してTE細胞株の

運動能および浸潤能を充進することを明らかとした。これまでにFangらは甲状腺乳頭癌に

おいてTAMから分泌される CXCLBが癌細胞株の浸潤能を充進させ、予後不良に関与する

ことが報告している。申請者らは TE細胞株と TAMとの共培蓑系において、 CXCRl、

CXCR2、CXCL8に対する中和抗体を作用させると癌細胞株の運動能・浸洞能が有意に抑

制されたことより、食道扁平上皮癌の腫痛微小環境下において CXCL8・CXCR1/CXCR2の

系が癌細胞の運動・浸潤能に重要な役割を果たすことを明らかとした。また、 CXCR2は

CXCL8に加え、種々の C・X・Cmotif chemokineの受容体として働いているため、 CXCR2

を標的とすることが癌細胞株の運動能および浸潤能の抑制に対してより効果的であると考

えられた。

これまでに、Oguraらは食道扁平上皮癌切除棟本を用いて CXCLSとCXCR2の発現が予

後不良に関係することを明らかとしている。また Suiらは食道扁平上皮癌細胞における

CXCR2の高発現が予後不良と相関することを明らかとした。本研究では食道扁平上皮癌切

除標本を用いて食道扁平上皮癌およびTAMでのCXCLSの高発現がリンパ節転移および予

後不良と相関することを明らかとした。一方CXCRl、CXCR2の発現は予後とは相関せず、

さらなる症例の集積の検討が望ましいと考えられた。

結語

TAM様 Met> 由来の CXCL8 は食道扁平上皮癌細胞株の CXCR1•CXCR2 を活性化させ、

AktおよびErkl/2シグナルのリン酸化を介して癌細胞株の運動能および浸潤能を有意に充

進させた。invimではTAMおよび食道扁平上皮癌細胞における CXCL8の発現がリンパ節

転移を通じて予後不良に相関することを明らかとした。以上より CXCL8・CXCR1/CXCR2

の系を標的とした新たな治療が食道扁平上皮癌に対して有効となる可能性が示唆された。
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要旨

腫瘍と腫瘍微小環境との相互作用が腫瘍の進展を促進することが知られている。 腫瘍微小環境の中

でマクロファージ (MCl>)は最も多く存在する炎症細胞であり、腫瘍抑制的に働く Ml型と腫瘍促進的に

働く M2型に分化する。一般的にM2型 M<I>はIL-lOhigh、IL-1210"の表現型を示すとともに、ヘモグロビ

ンスカベンジャー受容体である CD163や、クラス Aスカベンジャー受容体である CD204を高発現する。

腫瘍微小環境に浸潤したMel>は腫瘍関連マクロファージ (tumor-associatedmacrophage)、 通称TAMと

呼ばれ、 M2型 Mel>と類似した性質を獲得し、腫瘍の浸潤や血管新生の促進などを介して腫瘍の進展に

関与している。 本研究では M<I>と比較して TAM様 Mel>で高発現していた遺伝子のうち C-X-Cmotif 

chemokine ligand 8 (CXCLB)に着目し、 食道扁平上皮癌の腫瘍微小環境に遊走した TAM由来の CXCL8

が食道扁平上皮癌に及ぽす生物学的メカニズムの解析を行った。

ヒト食道扁平上皮癌細胞株 (TE-8、 TE-9、 TE-15)、ヒト食道扁平上皮細胞株 (Het-lA)を用いた。

また、ヒト末梢血から単離したCDlが単球にrhM-CSFを作用させて作製したM<I>にTE細胞株の培養上清

を添加して TAM様 Mel>を作製した。 RT-PCR、qRT-PCR、 ELISA、 western blotting、 蛍光免疫染色を

用いてTAM様Mel>におけるCXCL8の発現および分泌、TE細胞株におけるCXCL8受容体である CXCRl、CXCR2

の発現を確認した。 rhCXCL8添加時のTE細胞株の生存能および増殖能に対する影響をMTSassay、 運

動能に対する影響を transwellmigration assay、 浸洞能に対する影響をmatrigelinvasion assayを

用いて検討した。 PI3K阻害薬 (LY294002)、MEKl/2阻害薬 (PD98059)、CXCRl、CXCR2に対する siRNAお

よび中和抗体を用いて rhCXCL8添加時の TE細胞株の phenotypeの変化を検討した。腫瘍微小環境モデ

ルとしてTE細胞株と TAM様Mel>の間接共培養を行いTE細胞株の運動能および浸潤能を検討した。そこ

にLY294002、PD98059およびCXCL8、CXCRl、CXCR2に対する中和抗体を用いて TE細胞株の phenotype

の変化を検討した。

はじめに、 qRT-PCR、蛍光免疫染色、 ELISAを用いて Mel>と比較してTAM様Mel>において CXCL8の発現

およぴ分泌が充進していることを確認した。次にRT-PCR、westernblottingを用いてTE細胞株にCXCL8

受容体である CXCRl、CXCR2が発現していることを確認した。

次に細胞内シグナルを検討するためにTE細胞株にrhCXCL8を添加すると、添加後 10分をピークとし

AktおよぴErkl/2のリン酸化が充進した。 TE細胞株に rhCXCL8を添加すると、生存能および増殖能に

は影響を及ぼさなかったが、運動能・浸潤能を有意に充進させた。

LY294002およびPD98059を用いるとrhCXCL8に誘導される運動能および浸潤能の充進が抑制された。さら

にsiRNAを用いてTE細胞株のCXCRlおよびCXCR2をノックダウン行ったところ rhCXCL8で誘導される TE



細胞の運動能および浸潤能の充進が抑制された。 CXCRIおよびCXCR2の中和抗体を用いると rhCXCL8で

誘導される TE細胞の運動能および浸潤能は抑制された。

TE細胞株をTAM様Mのと間接共培簑すると TE細胞株の運動能および浸潤能が有意に充進した。 この

共培養系に LY294002、PD98059およびCXCL8、CXCRl、CXCR2に対する中和抗体を添加すると TAM様 M<I>

に誘導される TE細胞株の運動能および浸潤能が抑制された。

神戸大学医学部附属病院で切除した食道扁平上皮癌標本を用いて、 CXCL8の免疫組織化学およぴ二重

蛍光免疫染色を行った。蛍光二重免疫染色では、癌細胞だけでなく TAMにおいても CXCLSの発現が上昇

していることを invinoで確認した。CXCL8の免疫組織化学は正常扁平上皮の発色をコントロールとし、

CXCL8の発現なし、低発現、高発現の 3グループに分類した。 CXCL8の発現と臨床病理学的因子との関

係を検討したところ、食道扁平上皮癌微小環境での CXCLSの発現は有意にリンパ節転移の有無、 CXCR2

の発現程度、 CD204陽性M<I>の浸潤数と相関した。また食道扁平上皮癌微小環境において CXCL8が高発

現する症例はDiseaseFree Survivalでの予後不良と有意に相関した。 TAM由来の CXCL8がAktおよび

Erkl/2のリン酸化を介して TE細胞株の運動能および浸潤能を充進することを明らかにした。申請者ら

は TE 細胞株と TAM との共培養系において、 CXCRl 、 CXC~2 、 CXCL8 に対する中和抗体を作用させると癌細

胞株の運動能・浸潤能が有意に抑制されたことより、食道扁平上皮癌の腫瘍微小環境下において

CXCL8-CXCR1/CXCR2の系が癌細胞の運動・浸潤能に重要な役割を果たすことを明らかにした。また、CXCR2

はCXCL8に加え、種々のC-X-Cmotif chemokineの受容体として働いているため、 CXCR2を標的とする

ことが癌細胞株の運動能および浸潤能の抑制に対してより効果的であると考えた。また、食道扁平上皮

癌切除標本を用いて食道扁平上皮癌およびTAMでのCXCLSの高発現がリンパ節転移および予後不良と相

関することを明らかとした。一方 CXCRl、CXCR2の発現は予後とは相関せず、さらなる症例の集積の検

討が望ましいと考えられた。

本研究は、 TAM様M<I>由来の CXCL8がCXCL8-CXCR1/CXCR2の系、 AktおよびErkl/2のリン酸化を介し

て食道扁平上皮癌細胞株の運動能および浸潤能を有意に充進することを見出し、その新たな治療応用と

してCXCL8-CXCR1/CXCR2の系を標的とした分子標的治療法が食道扁平上皮癌に対して有効となる可能性

を示唆した重要な知見を得たものとして価値ある集積であると認める。よって、本研究者は、博士（医

学）の学位を得る資格があると認める。


