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研究成果の概要（和文）：背景；肺癌の抗癌剤への耐性化にCancer-associated fibroblast : CAFが注目され、
CAFの中でもMyofibroblastへ分化したMyofibroblastic (MF)-CAFはこの耐性に強い関与が認められる。目的；
PAI-1抑制によるCAFのMF形質抑制により化学療法への耐性が抑制できるかを検討した。結果；癌細胞をCAFと共
培養すると、共培養しない場合よりも抗癌剤の効果が減弱したが、PAI-1阻害によりCAFのMF形質を抑制した場合
は、その効果が増強した。結論；PAI-1は腫瘍内にMF-CAFを有し、化学療法に耐性を示す肺癌に対する治療標的
となり得る。

研究成果の概要（英文）：Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) is associated with the 
differentiation of fibroblast into myofibroblasts (MF). Fibroblasts in the tumor stroma are called 
cancer-associated fibroblasts (CAFs). CAFs with MF phenotype promote chemotherapy resistance. Here, 
we investigated whether inhibition of PAI-1 suppresses the MF phenotype of CAFs and results in 
increased chemosensitivity in lung cancer. We found that PAI-1 inhibition in CAFs co-cultured with 
lung cancer cells increased the effects of chemotherapy. Our data suggest that inhibition of PAI-1 
increases the chemosensitivity of lung cancer cells by suppressing the MF phenotype of CAFs. Hence, 
PAI-1 might be a promising therapeutic target for patients with chemoresistant lung cancer with 
CAFs. 

研究分野：肺癌

キーワード： 肺癌　癌関連線維芽細胞　PAI-1　筋線維芽細胞　化学療法

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
肺癌の悪性度は高く、抗癌剤への耐性化を
呈する頻度も多いことから、他の癌腫に比べ
て治療成績は未だ不良である。この肺癌の悪
性度や抗癌剤に対する耐性化に寄与する因
子として、癌間質に存在する癌関連線維芽細
胞 (Cancer-associated fibroblast : CAF) が
注目されている。CAFは様々な分子機構を介
して腫瘍細胞の浸潤、増殖、転移能を促進し
ており(Shimoda M, et al. Semin Cell Dev 
Biol 2009) 、 そ の 中 で も 筋 線 維 芽 細 
(Myofibroblast; MF) へ 分 化 し た も の 
(Myofibroblastic-CAF;MF-CAF) は腫瘍進展
をより強く促進し、化学療法への耐性に関与
することが報告されている  (Hu M, et al. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 2009) 。 
 Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) 
は血管内皮細胞、マクロファージ、線維芽細
胞や腫瘍細胞などから産生される分子量 
47-kDa の糖タンパクであり、plasminogen 
activatorの活性化を阻害する線溶系の抑制因
子として機能している。PAI-1 は肺線維症の
研究においては、線維芽細胞から MFへの分
化に関わることで肺線維症を進展させるこ
とが報告されており(Huang WT, et al. Am J 
Respir Cell Mol Biol. 2012)、我々の研究室で
も同様の実験結果を得ている(Omori, et al. 
PLos One. 2016)。 
 
２．研究の目的 
これらの研究成果を踏まえて、私は、PAI-1
が肺線維症において線維芽細胞の MFへの分
化に関わるのと同様に CAFが MF-CAFへ分
化する過程にも関与し、その結果として腫瘍
進展や化学療法への抵抗性の獲得が促進さ
れるのではないかとの仮説を立てた。私達の
研究室では既に、肺癌細胞株を用いた腫瘍モ
デルを用いて、腫瘍間質を含む宿主細胞から
産生される PAI-1が腫瘍血管新生と腫瘍進展
を促進することを見出し、PAI-1 阻害剤の使
用で腫瘍血管新生と腫瘍進展が抑制される
ことを明らかにしている (Masuda, et al. Mol 
Cancer Ther. 2013)。     
本研究では、この PAI-1阻害薬を用いなが
ら、PAI-1 の腫瘍進展や化学療法への耐性獲
得への関与が，血管新生のみならず CAF か
ら MFへの分化も介することを証明すること
を目標としている。 
 
 
 
 
 

 
 
３．研究の方法 
（1）肺癌組織内の癌細胞または間質の細胞
から産生される PAI-1 が CAF の MF 形質
-SMA発現に関与するかどうかを解明する。 

① 肺癌組織の中で PAI-1 を産生する細胞を
同定するために、肺癌組織のパラフィン切片
を PAI-1 抗体で免疫染色し、PAI-1 発現細胞
を同定する。 
 
② 肺癌組織内の MF-CAF の割合と PAI-1 発
現量に関連があるかどうかを調べるために、
MFマーカーであるα-SMA抗体で肺癌組織切
片を免疫染色し、肺癌組織内の PAI-1陽性面
積と α-SMA 陽性面積の割合を求め、この両
者に相関があるかうかを検討する。 
 
（2）PAI-1が CAFの MF形質に関与するか
どうかを in vitroで検討する。 
 
① 肺腺癌患者から得られた CAF を用いて、
PAI-1がCAFのMF形質に直接関わっている
かどうかを検討するため、CAF の培養液に
PAI-1 阻害剤を添加した場合に添加しなかっ
た場合と比較して、CAFの α-SMA発現が抑
制されるかどうかを quantitative real-time 
PCR (qRT-PCR)により調べる。 
 
② 更に、CAF の一部は元々肺に存在する肺
線維芽細胞であり、この肺線維芽細胞は腫瘍
微小環境で TGF-β刺激を受け、MF形質を獲
得していると考えられる。よって、ヒト肺線
維芽細胞（MRC-5）とマウス肺線維芽細胞
（MLF）の培養液に TGF-β を添加し、PAI-1
阻害剤を添加した場合に肺線維芽細胞細胞
の α-SMA 発現が抑制されるかどうかを
qRT-PCRにより調べる。 
 
（3） CAFのMF形質維持に PAI-1がどのよ
うな機序を介して関わっているかを検討す
る。 
 
この目的のため、CAF の培養液に、PAI-1 阻
害剤を添加した場合としなかった場合で、ど
のような蛋白の発現量に変化があるかを定
量的質量分析により検討した。 
 
（4）① PAI-1阻害を介した CAFのMF形質
抑制により化学療法の感受性が増加するか
どうかを検討する。具体的な方法は以下の
Figureで示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
② また、我々は TGF-β刺激を与えた肺線維
芽細胞においても PAI-１抑制は同様の効果



が得られるかどうかを検討した。ここでは、
癌細胞として PC-9に対して Afatinibを、LLC
細胞に対してシスプラチンを投与した。 
 
（5）ヒト肺癌組織において、癌間質のMF－
CAFの割合と相関するPAI-1発現量が肺癌進
展に関係があるかどうかを調べる。 
 
*, p < 0.05 、NS: not significant. 
 
４．研究成果 
（1） 
① PAI-1発現細胞の同定 
1. 対象 
2001年から 2011年に当院で手術を施行され
た肺腺癌症例の中で、腫瘍間質に線維芽細胞
の増殖が認められ、研究に検体利用の同意を
得られた症例を対象にした. 
 
Table 1  患者背景 
 
 
 
 
 

 
 
免疫染色により、下記 Figureのように PAI-1
は腫瘍細胞よりも腫瘍間質で高発現し、その
間質の細胞は α-SMA 陽性の MF、CD79a 陽
性の Bリンパ球や CD3陽性の Tリンパ球で
あることが示された。 
 
PAI-1、α-SMA、CD3、CD79aの免疫染色 
 
 
 
 
 
 

 
 
② さらに、下記 Figure のように腫瘍内の
PAI-1発現量はα-SMA発現量と相関が認めら
れた。 
 

 
 
r = 0.71  
p < 0.001 

 
 
この結果から、肺癌組織において腫瘍間質内
の PAI-1 発現量は α-SMA 発現量、MF-CAF
の割合と関係があることが示唆された。 
 
（2） 
① CAF に対して PAI-1 阻害剤;SK-216 の添
加有り又は無しで 36時間培養した。続いて、
CAFを回収して、qRT-PCRにより α-SMA発

現量を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
SK-216 による PAI-1 阻害により CAF の
α-SMA 発現が抑制された。この結果により、
PAI-1はCAFの形質維持に関与していること
が示された。 
 
② 
 
 
 
 
 
 
 
     MLF      MRC-5 
上記 Figure から、PAI-1 阻害により TGF-β
刺激による肺線維芽細胞の-SMA発現、つま
り MFへの分化も抑制されることが示された。 
 
（3） 
①蛋白発現量の変化について 
CAF を培養し、PAI-1 阻害剤を添加した 36
時間後に、 iTRAQ®試薬を用いた質量分析を
行った。その結果、PAI-1 阻害剤により処理
された CAF ではコントロールと比較して、
468個の蛋白量に変化が認められた。 

 
468 個の蛋白の
内、18個の蛋白
は PAI-1 阻害剤
により処理を受
けた場合、コン
トロ―ルと比較
して、統計学的
有意に発現量が

増加していた。この 18 個の蛋白の内、 10
個の蛋白はアポトーシスに関連した蛋白で
あった（上の Figure内では、赤点で示してい
る）。 
 
② この結果から、PAI-1 の CAF の形質維持
にはアポトーシスの関与が強く疑われた。よ
って、CAF に PAI-1 阻害を添加した際に
apoptosisが起きているかどうかを検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 



Patient characteristics No. PAI-1 (%) 
Mean ± SD 

p  
value 

Age    

≦65 18 2.6 ± 0.6  
＞65 16 5.0 ± 0.9 NS 

Sex    

       Male 24 4.3 ± 0.7  
          Female 7 2.6 ± 1.1 NS 
T factor        

          1, 2 28 3.2 ± 0.6  
          3, 4 6 7.1± 1.1 0.007 
N factor            

          0 20 3.0 ± 0.7  
          1-3 14 5.2 ± 1.0 NS 
Stage    

          Ⅰ 16 2.0 ± 0.5  
          Ⅱ, Ⅲ 18 5.7 ± 0.8 0.002 
 

PAI-1 阻害剤を投与した場合は、投与しない
場合と比較して、上記 Figure のように Cell 
viability の低下やカスパーゼ活性の上昇、ss 
DNA の増加が認められた。以上より、PAI-1
の CAF の形質維持にはアポトーシスが関与
していることが示された。 
 
（4） 
① 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAFと共培養した A549細胞に対するシスプ
ラチンの効果は、CAFと共培養しない場合に
比較して減弱した。一方で、A549細胞と CAF
を共培養する前に、CAFを PAI-1阻害剤で処
理した場合は、シスプラチンの効果が回復し
た。この結果は、PAI-1の抑制は CAFの MF
形質抑制により癌細胞の化学療法への耐性
を改善することを示している。 
② 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PC-9 または LLC と TGF-β 刺激を与えた
MRC-5細胞又は MLF細胞を共培養すると、
アファチニブ又はシスプラチンの効果は、共
培養しなかった場合よりも減弱した。一方で、
PAI-1 阻害剤で線維芽細胞の MF への分化を
抑制した場合は、化学療法の効果が改善した。
この結果により、PAI-1阻害により TGF-β刺
激を受けた線維芽細胞株の MFへの分化を抑
制すると癌細胞の化学療法への耐性が改善
することが確認された。 
 
続いて、我々は、PAI-1 阻害による CAF の
MF 形質抑制により、癌細胞の化学療法への
耐性が改善する機序を検討した。MF-CAFは

様々な成長因
子やケモカイ
ンを産生して、
癌細胞の化学
療法への耐性
に関与するこ
とが知られて
いる。 
 

ここで、我々は CAF が産生する TGF-β と
PAI-1発現の関与を検討した。上記 Figureに
示すように、PAI-1阻害剤で処理された CAF
に比べてコントロールの CAF の培養液中の
PAI-1と TGF-β濃度は高値であることが確認
された。 
  
TGF-βは EMTの主な誘導因子であり、PAI-1
は TGF-βの下流で線維芽細胞の EMTに関与
することが報告されている。よって、PAI-1
阻害による CAFの MF形質抑制により、癌細
胞の化学療法への耐性が改善する機序は
TGF-βと PAI-1発現量の減弱による癌細胞の
EMT 抑制によるものではないかと考えられ
た。そこで、PAI-1 阻害剤により MF 形質が
抑制された CAF又はコントロールの CAFと
共培養した癌細胞の EMT マーカー発現を
qRT-PCRで評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PAI-1阻害剤により処理をされたCAFと共培
養された癌細胞ではコントールと比べて、間
葉系マーカー発現の低下が認められた。 
 
（5） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T3 と T4、stage 2 と 3 の症例では、T1 と 
2、 stage 1 の症例より腫瘍内の PAI-1 発現
量が統計学的有意に高値であった。 
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