
大阪大学・医学系研究科・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(B)（一般）

2017～2015

癌周囲微小環境を標的とした肺癌治療の開発

Perspective of targeting tumor microenvironment in non-small-cell lung cancer

９０５７２９８３研究者番号：

新谷　康（shintani, yasushi）

研究期間：

１５Ｈ０４９４３

平成 年 月 日現在３０   ５ １５

円    12,900,000

研究成果の概要（和文）：癌浸潤・転移に関連した上皮間葉移行EMTは癌幹細胞形質の獲得にも関連している。
放射線化学療法を施行した肺癌症例の残存癌組織内にEMTマーカー陽性細胞を認め、予後に関連していた。腫瘍
組織を構成する細胞成分のなかで癌関連線維芽細胞CAFはさまざまなサイトカインを産生し、中でもIL-6が腫瘍
間質における癌細胞のEMT誘導に関与しTGF-βと相乗的に作用して癌細胞でEMTを誘導した。切除標本内にCAFが
びまん性に増加している症例で予後不良であった。抗線維化剤はCAFを抑制し癌治療につながる可能性がある。
以上より、腫瘍間質のサイトカインループ制御が癌周囲微小環境を標的とした治療になりえると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The tumor microenvironment is composed of different types of stromal cells 
that represent a key component of tumor progression. We have reported that TGF-β signaling mediates
 epithelial mesenchymal transition (EMT) in non-small-cell lung cancer (NSCLC) cells. In order to 
identify new targets for prevention of metastasis, it is important to understand the molecular 
mechanisms that drive EMT. Interaction between cancer-associated fibroblasts (CAFs) and tumor cells 
have shown increased tumor cell survival via several pathways including EMT. We showed that IL-6 
from CAFs enhanced TGF-β induced EMT in NSCLC cells. Furthermore, an anti-fibrotic agent 
significantly inhibited production of IL-6 or TGF-β1 of CAFs, resulting in inhibition of the EMT 
change in NSCLC cells. In in vivo examination, the anti-fibrotic agent also suppressed the tumor 
progression. Targeting CAFs as a therapeutic strategy against cancer is an intriguing concept that 
would benefit from further study.

研究分野： 呼吸器外科
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍組織には癌細胞に加えて炎症細胞、免

疫細胞のほか、血管・リンパ管の構成細胞、
線維芽細胞や炎症細胞、またコラーゲンなど
の細胞外基質が存在し、腫瘍微小環境を構築
している。これらの細胞や間質成分は癌細胞
の生存・増殖を制御し、さらには癌浸潤・転
移に関連しており、癌の悪性化にきわめて重
要な役割を果たしている。腫瘍周囲の微小環
境は癌幹細胞の生存・分裂のニッチとして働
き、癌再発の中心的な機構であると考えられ
る。したがって、腫瘍微小環境の分子機構、
すなわち癌細胞と微小環境とのクロストー
クを解明し、癌の治療抵抗性を克服すること
が、新しい癌治療の開発に不可欠であると考
えられる。 
我々は、癌微小環境の機能調節に重要な役

割を果たしている上皮間葉転換 EMT 
(Epithelial Mesenchymal Transition)に注
目し、癌周囲間質に含まれる EGF、FGF、
KGF や TGF-などの増殖因子やコラーゲン
から誘導される EMT シグナル伝達経路につ
いて報告してきた。EMT とは、上皮細胞が
上皮としての形質を失い、線維芽細胞などの
間葉系の形質を獲得する現象であり、間葉系
の形質を得た癌細胞は遊走能を獲得し、浸潤、
転移を起こす。細胞や動物実験を用いて、
EMT シグナルを制御することで、癌細胞の
浸潤能、転移能を低下させることを証明した。
さらに、抗癌剤や放射線に肺癌細胞長期に暴
露すると EMT が誘導され、癌幹細胞様形質
を獲得する一方、EMT によって抗癌剤や放
射線への耐性化が誘導されることを証明し、
EMT が癌の進展だけでなく、癌幹細胞様形
質を獲得することで治療抵抗性においても
重要な役割を果たしていることを報告した。
実際に臨床検体を用いて、生検組織と放射線
化学療法後の切除標本を比較したところ、上
皮マーカーが減少すること、または切除標本
で間葉系マーカーが発現していることを
EMT 誘導と定義したところ、50 例中 20 例
で EMT 誘導が観察された。無再発生存率は
有意に EMT 誘導群で低値を示し、多変量解
析で EMT 誘導が独立予後因子であった。 
２．研究の目的 
 EMT シグナルを制御することで肺癌を
dormant な状態に維持し、癌幹細胞様形質獲
得を抑制することができれば、外科治療や放
射線治療といった局所治療だけでなく、全身
治療による抗癌剤に加える有用な癌治療法
になると考えられる。したがって、肺癌微小
環境における EMT と治療抵抗性獲得の機序
を解析し、①肺癌微小環境での治療標的を同
定すること、②微小環境での EMT を制御し
得る薬剤を開発することを、本研究の目的と
した。 
３．研究の方法 
(1)細胞株、肺切除標本からの初代培養によ
って癌細胞、間質細胞を得て、癌細胞と間質
細胞を含めた癌周囲微小環境との反応モデ

ルを作成し、EMT および癌幹細様形質転換に
関わる分子機構を分子生物学的手法によっ
て明らかにする。 
(2)細胞外基質を含めた三次元癌微小環境を
再現し、癌細胞と周囲微小環境や間質細胞と
の相互作用によって誘導される変化を解析
する。 
(3)癌細胞と間質細胞を同時に接種するマウ
ス皮下または肺への共接種モデルを用いて
生体内での癌・間質相互反応を解析する。 
(4)癌微小環境に選択的な分子標的治療を考
案し、三次元癌微小環境モデルや動物モデル
を用いて治療耐性獲得癌細胞への治療効果
の検証を行い、従来の抗癌剤と組み合わせて
行う集学的治療を提唱する。 
４．研究成果 
(1) 腫瘍組織内のさまざまな細胞のうち、固
形癌間質組織を構成する細胞成分のなかで
量的にもっとも主体となる線維芽細胞に着
目し、手術検体から線維芽細胞を初代培養し
た。癌組織由来線維芽細胞は Smooth muscle 
actin（SMA）陽性の筋線維芽細胞へ分化して
おり、癌関連線維芽細胞（Cancer-associated 
fibroblasts: CAFs）といわれる。癌部から採取
した CAFs により、正常肺より採取した線維
芽細胞に比して、癌細胞の EMT 誘導を強く
誘導した。肺癌組織から採取した CAFs から
はさまざまなサイトカインが産生されてお
り、中でも炎症性サイトカインである IL-6 が
腫瘍間質における癌細胞の EMT 誘導に関与
し、癌細胞または微小環境で産生される
TGF-と相乗的に作用し腫瘍悪性化を引き
起こすことを示した。TGF-は、癌細胞の
EMT を誘導するだけでなく、線維芽細胞を活
性化の維持に関与しており、治療抵抗性に適
した癌周囲微小環境へ変化していることを
示した。さらに、術前に放射線抗癌剤を投与
した症例では、腫瘍間質で CAFs が増加して
おり、CAFs が残存癌組織周囲でびまん性に
増加している症例で、残存腫瘍内に EMT マ
ーカー陽性細胞を認め、予後が不良であった。
肺癌細胞は抗癌剤に暴露されることで
TGF-を分泌し、周囲の線維芽細胞を活性化
させ CAFs に変化させていた。したがって、
治療によって肺癌細胞が線維芽細胞を活性
化し、CAFs からさまざまな EMT 誘導因子が
放出され、肺癌細胞の治療抵抗性を含めた腫
瘍悪性化に関与していると考えられる（下
図）。以上より、CAFs が肺癌微小環境での治
療標的になりえることが示唆された。 
 



さらに、EMT が誘導された肺癌細胞は、こ
れまで肺癌の癌幹細胞マーカーとして報告
されている CD44、CD133、ABCG2、Bmi-1
などの発現が上昇することを見出した。 

非小細胞肺癌はドライバー遺伝子の解析
が進み、対応する分子標的薬の治療が行われ
る。EGF 受容体（EGFR）遺伝子変異陽性肺
癌に対する EGFR チロシンキナーゼ阻害剤
（EGFR-TKI）は、標準的化学療法に比べ奏
効率が高いとされるが、耐性化することが知
られている。EMT が EGFR 遺伝子変異の有無
に関わらず、EGFR-TKI に対する耐性の機序
の 1 つである可能性があり、CAFs の存在に
よって耐性化が生じることを示した。  
また、EMT は免疫抑制の誘導も行うことで

癌 の 転移を 促 進する と 考えら れ る 。
Programmed Death-1 (PD-1) は、T 細胞に発現
しており、Programmed Death-Ligand1(PD-L1)
と結合することにより、免疫反応を抑える。
癌細胞にも PD-L1 が発現しており、PD-1 と
結合することで T 細胞が癌細胞を攻撃する
働きを抑え、癌細胞が生き残り増殖する。そ
のために PD-L1 発現の高い癌は一般に予後
が悪いと考えられ、PD-L1 に対する治療薬が
開発され、非小細胞肺癌においてすでに治療
薬として用いられている。今回、EMT 誘導転
写因子を介して癌細胞の PD-L1 発現を調整
されることを示し、CAFs による EMT が免疫
抑制誘導のメカ二ズムのひとつと考えられ
た。 
(2) 細胞外基質を含めた三次元癌微小環境
を再現するために、線維芽細胞をマトリゼル、
コラーゲンＩを混合させた間質内で培養し、
さらに癌細胞を上層で培養した。結果、生体
内を模倣した癌周囲微小環境を再現できた。
代表的な実験結果を下記図に示す。線維芽細
胞（正常肺 LNF、癌由来 CAF）による癌細胞
増殖、間質への浸潤を評価できた。さらに、
(3)で使用する薬剤の効果によって、癌細胞
増殖、浸潤を抑制することを示した。 

(3)抗線維化薬（pirfenidone）や糖尿病薬
（Metoformin）による TGF-βなどの増殖因子
抑制作用・抗酸化作用などの複合的な機序に
注目して、癌微小環境への影響や抗癌作用に
ついて解析を行った。これらの薬物によって、
①肺癌細胞株における EMT 抑制効果、②肺
癌細胞株における抗癌剤作用増強効果、③動
物モデルにおいて抗腫瘍効果を示した。下図
には、免疫不全マススに腫瘍細胞のみ（Cont）、
腫瘍細胞と CAFs（CAF）、腫瘍細胞接種に

pirfenidone を投与（PFD）、腫瘍細胞と CAFs
を共接種し pirfenidone を投与（CAF+PFD）し
た 4 群の腫瘍生着を示した。PFD は CAFs の
腫瘍増生効果を抑制していた。さらに、腫瘍
内の解析では、生着した腫瘍内の CAFs 量の
減少、癌細胞に EMT 抑制、増殖抑制を免疫
染色で示した。 

さらに、pirfenidone が、①癌細胞からの
TGF-産生抑制および②腫瘍間質内の CAFs
の不活化による IL-6 産生低下によって、癌細
胞の EMT を抑制し抗腫瘍効果を発揮するこ
とを見出した（現在論文作成中）。 
また、癌微小環境の中で、EMT を直接制御

する機序として、Podocalyxin (PODXL)の関与
を同定した。①PODXL をノックダウンする
と TGF-β による EMT 誘導が抑制され、過剰
発現させると EMT が誘導された。②PODXL
は肺癌の浸潤部あるいは低分化な箇所で発
現が見られ、 PODXL 発現症例は、非発現例
に比べて予後が不良であった。③臨床検体お
よび肺癌細胞株の検討で、PODXL のプロモ
ーターの脱メチル化が、PODXL の発現に関
与していた。④CAF との共培養によって、癌
細胞の PODXL の発現が上昇した。以上より。
PODXLも腫瘍微小環境内でのEMTの制御に
関与している可能性が示唆された。 
薬剤耐性を生じやすい癌細胞に比較して、

CAFs を標的とした治療には抵抗性を生じに
くいと予測され、既存の癌治療に多大な相乗
効果を見込めると期待される。 
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