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研究成果の概要（和文）：プロテアソーム活性を標識するウィルスベクターを用いて、低プロテアソーム活性下
の大腸癌細胞を分離し、この細胞が癌幹細胞性を持つことを明らかにした。
低プロテアソーム活性下細胞が癌幹細胞性を持つにいたった機序を解明するために、低プロテアソーム活性下に
おいて発現変化がみられる遺伝子をマイクロアレイ解析によって検索した。その結果、オートファジー関連遺伝
子であるAtg9bをはじめ、複数の低酸素関連遺伝子やEID3等が低プロテアソーム活性下の大腸癌細胞において発
現が亢進してることが判明した。特に、EID3発現は、大腸癌予後因子となることが分かり、腫瘍増殖や抗癌剤や
放射線治療に抵抗性を示す一因となっていた。

研究成果の概要（英文）：Low proteasome activity cells (LPACs) had a significantly increased capacity
 for radioresistance and chemoresistance (5-fluorouracil and oxaliplatin),
significantly lower reactive oxygen species activity, and significantly increased sphere formation 
capacity compared with non-LPACs. The number of cells in the G0-G1 phase was significantly higher 
among LPACs. Subcutaneous injection of as few as 20 LPACs led to tumor formation in immunologically 
incompetent mice. Microarray analysis revealed that the expression of EP300-interacting inhibitor of
 differentiation 3 (EID3) was significantly increased in LPACs. In vitro assay revealed that EID3 
positively
controlled cell proliferation and treatment resistance. The high expression of EID3 was an adverse 
prognostic indicator in patients with colorectal cancer (P=0.0400).

研究分野： 大腸癌
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌治療において、癌幹細胞の制御が重要であり、そのためには、癌幹細胞分離や、癌幹細胞の治療抵抗性機序の
解明等が重要である。本研究では、癌幹細胞を従来の表面マーカーのみではなく、癌幹細胞の細胞生物学的特徴
に着目し癌幹細胞の分離を試みつつ、治療抵抗性や癌幹細胞性付与に関わる因子及び標的遺伝子を解明し、これ
を制御することにより、癌幹細胞の産出を抑制し癌の根治につながる新たな治療法を創出することを目標とし
た。
本研究では、低プロテアソーム活性が大腸癌幹細胞性と関連があり、EID3遺伝子が癌幹細胞の治療抵抗性に関連
している可能性を示した。今後新たなる治療標的と成り得ると思われた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

  癌幹細胞(CSC)は抗癌剤や放射線に対して抵抗性を示し、癌再発の原因となっている。その為、

CSC を治療標的とした癌根治が期待されている。大腸癌においても CSC 候補マーカーが同定

され、治療戦略が実験レベルで検討されているが、実臨床とは大きな隔たりがある。その原

因としては、表面マーカーを用い、造腫瘍性を主な根拠として同定されてきた細胞集団が真

の CSC ではなく、CSC の真の標的化に繋がり難いという点が挙げられる。これを解決するた

めには真の CSC の分離や、上皮細胞間葉系細胞移行現象（EMT）のように、非 CSC に幹細胞性

を付与するような現象の本質を明らかにする必要がある。 

 

２．研究の目的 
  近年、細胞内タンパク分解機構であるプロテアソームやオートファジーが癌幹細胞(CSC: 

cancer stem cell 性と関連性を持つことが示唆されてきている。我々は、低プロテアソーム

活性(LPA: low roteasome activity)を標識する imaging vector を利用し LPA と大腸癌 CSC、

さらに治療抵抗との関連を検討する実験を開始しており positive な結果を得られつつある。

また、LPA とオートファジーとの関連性については非常に興味深い新規の知見が得られつつ

ある。今後はこれを発展させ、LPA・オートファジー機構による癌幹細胞性維持機構の解明を

はじめ、治療抵抗性機序の解明、プロテアソームとオートファジーとのクロストーク機構解

明などにより、治療標的分子同定による大腸癌 CSC を標的とした治療戦略の確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

  ・低プロテアソーム活性を有する大腸癌細胞の分離 

・低プロテアソーム活性と癌幹細胞性の検討（細胞周期解析、in vivo 造腫瘍性確認） 

 ・低プロテアソーム活性癌細胞の治療抵抗性機序の解明 

・低プロテアソーム活性下に発現が亢進したオートファジー関連遺伝子(ATG)群等の機能

解析 

 

４．研究成果 

癌幹細胞性との関連性が示唆される特色であるプロテアソーム活性を標識するウィルスベ

クターを用いて、低プロテアソーム活性下(LPA)の大腸癌細胞を分離することに成功し、こ

の細胞が下記のように癌幹細胞性を持つことを明らかにしてきた。LPA 状態の大腸癌細胞

は幹細胞性(sphere formation 亢進、低 ROS 活性、幹細胞マーカーの上昇)を持ち、実臨床

での key drug であるとなる 5-FU と Oxaliplatin に対して治療抵抗性を有し、放射線治療

に対しても通常癌細胞よりも強い抵抗性を示すことが分かった。また、LPA による癌幹細

胞性維持機構や治療抵抗性メカニズムを探索する目的で、マイクロアレイにより発現遺伝

子を網羅的に解析した結果、MMP1 や EID3 といった遺伝子が複数 LAP 細胞株にて共通

して発現亢進がみられ、in vitro 実験系における遺伝子導入やノックダウンではこれら遺

伝子と治療抵抗性との関連性が判明した。また、パスウェイ解析の結果、細胞周期促進関

連遺伝子群が抑制されており、dormant な細胞集団(幹細胞性)であることが示唆された。

さらに、LPA 大腸癌細胞では、複数のオートファジー関連遺伝子(ATG)の発現が亢進して

いたことから、LPA 大腸癌細胞でのオートファジーレベルを確認したところオートファジ

ーが亢進していることが判明し、癌幹細胞性維持機構においてプロテアソームとオートフ

ァジーのクロストークが存在し、これらが重要な役割を果たしていることが示唆された。 



上記のごとく、複数の遺伝子が低プロテアソーム活性下の大腸癌細胞において発現が亢

進していたが、特に、複数の低酸素関連遺伝子や分化抑制に関わるとされる EID3 発現は、

大腸癌手術症例において独立した予後因子となることが分かり、細胞実験においても、腫

瘍増殖や抗癌剤や放射線治療に抵抗性を示す一因となっていることが判明した。EID3 は治

療標的になり得ると考えられるため、今後さらなる検討を加えていく予定である。 
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