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研究成果の概要（和文）：本研究では、胆管癌患者の手術検体において、DNA損傷塩基である8-ニトログアニ
ン、炎症関連分子(HMGB1, S100, COX-2)、幹細胞マーカー(CD44v9, EPCAM, SOX9)発現の解析を行った。中国で
肝吸虫経口感染動物モデルを作成し、感染による発癌過程との関連性炎症因子および予後因子としての役割につ
いて解析を行った。CCA細胞を用いて、CD44v9および関連分子の発現レベルを、RT-qPCRおよび免疫細胞化学染色
を通じて定量した。ヌードマウス異種移植片により評価し、CD44v9サイレンシングはアポトーシスの誘導および
細胞周期の阻止によるCCA細胞増殖の抑制が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to explore diagnostic bio-markers for liver 
fluke related cholangiocarcinoma in Thailand and China, and aims to apply them to fieldwork 
screening studies. In surgical specimens, 8-nitroguanine, inflammatory-related molecules (HMGB1, 
S100, COX-2, IL-6), stem cell markers (CD44v9, EPCAM, expression such as SOX9) was significantly 
increased. We created an animal model for liver fluke infected in China, and analyzed the role as an
 inflammatory factor and prognostic factor associated with the carcinogenic process caused by liver 
fluke infection. The expression level of CD44v9 and related molecules were quantified by RT-qPCR and
 immunocytochemical staining in culture CCA cell line. CD44v9 downregulation inhibited CCA tumor 
growth in mouse xenografts. CD44v9 silencing suppressed the CCA cell proliferation by induction of 
apoptosis and cell cycle arrest.

研究分野： 分子病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、慢性感染に伴う炎症の発がんへの関与が世界的な注目を集めており、感染症は全世界の発がん要因の約25
%を占めると推定される。寄生虫感染症は、世界中で数億人が罹患している重要な健康問題である。本研究の成
果として、メコン川流域のOV肝吸虫と中国西江流域のCS肝吸虫における胆管癌発症の関連性炎症因子を明らかに
した。炎症におけるがん幹細胞バイオマーカーの発現が重要であり、診断マーカーとしての可能性を示した。肝
吸虫の胆管癌発症の機序や生活習慣におけるリスク因子を比較解析した結果は、広汎な感染・炎症関連発がんに
共通する機構解明や予防対策への応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

近年、慢性感染に伴う炎症の発がんへの関与が世界的な注目を集めており、国際がん研究機関 

(IARC) の報告では、感染症は全世界の発がん要因の約 25%を占めると推定される。寄生虫感染

症は、世界中で数億人が罹患している重要な健康問題である。IARC が「Group 1 ヒトに発がん

性あり」と分類している寄生虫は、胆管癌をもたらす「タイ肝吸虫 Opisthorchis viverrini (OV)」、

「肝吸虫 Clonorchis sinensis (CS)」および膀胱癌をもたらす「ビルハルツ住血吸虫 Schistosoma 

haematobium (SH)」の 3 種である。OV と CS はどちらも淡水魚を中間宿主とし、魚の生食により

ヒトに感染して胆管内に寄生する。発がん機序は類似すると予測できるが、比較研究の報告は全

くない。川魚を生で食べる習慣があるタイ東北部やラオス中南部にかけてのメコン川流域は、

OV 感染率が高く、胆管癌の多発地域である。タイ市街地では衛生教育により OV 感染率が低下

してきているが、依然として胆管癌は多発しており、感染回避や駆虫対策に加えて新たな対策の

確立が急務である。またラオスでは現状調査や衛生教育が不十分な地域が多く、本格的な調査を

行い、対策を充実させることが必要である。一方、2009 年に発がん性が Group1 に評価された CS

は、日本も含めたベトナム以北の東アジア広域で感染が見られるが、感染例の 85％が中国であ

る。中国最大の高感染域である西江流域において調査研究を行い、感染と胆管癌の相関状況やリ

スク因子を明らかにする必要がある。 
２．研究の目的 

アジアには胆管癌をもたらす寄生虫として、肝吸虫 Clonorchis sinensis (CS)とその亜属でメコ

ン川流域のタイ東北部に流行地があるタイ肝吸虫 Opisthorchis viverrini (OV)がある。我々は OV

感染による炎症を介した酸化・ニトロ化DNA損傷とそれに起因する胆管癌発症の機序を解明し、

リスク指標として新規タンパク質マーカーの特定に成功した。本研究では、OV 感染についてメ

コン川流域のラオスでの疫学調査を進めるとともに、中国西江流域における CS 流行地における

胆管癌発症の状況を明らかにし、DNA 損傷やタンパク質マーカーを用いて検討し、新規マーカ

ーの臨床への応用をめざす。さらに、OV と CS について癌発症の機序や生活習慣におけるリス

ク因子を比較解析し、広汎な感染・炎症関連発がんに共通する機構解明や予防対策に繋げること

を目的とする。 
３．研究の方法 

タイと中国で肝吸虫関連肝内胆管癌患者の生体試料収集を行った。インフォームドコンセン

トを得て、タイおよび中国の肝吸虫患者から手術検体を採取した。DNA 損傷塩基である 8-ニト

ログアニン、炎症関連分子(HMGB1, S100, COX-2, IL-6 など)、幹細胞マーカー(CD44v9, EPCAM, 

SOX9 など)を解析した。また、正常な胆管細胞(MMNK1)および CCA 細胞(KKU213)を用いて、

CD44v9 および関連分子の発現レベルを、RT-qPCR および免疫細胞化学(ICC)染色を通じて定量

した。中国において現地調査を行い、西江流域の淡水魚から得た CS 幼生のメタセルカリアを SD

ラットに経口感染 CS 肝吸虫動物モデルを作成し、CS 感染による発癌過程との関連性炎症因子

および予後因子としての役割の解析を行った。 
４．研究成果 

(1) タイの肝吸虫(OV)と中国の肝吸虫(CS)の肝内胆管癌における新規バイオマーカーの解析 

タイの肝吸虫(OV)と中国の肝吸虫(CS)の肝内胆管癌患者手術検体から採取した病理組織にお

いて、有意に差がある新規がん幹細胞バイオマーカーCD44v9 の発現を見出した。CS 関連発が

ん 91 症例の中には肝癌合併慢性 B 型肝炎症例が多く、胆管癌の発症は 2 割程度であった。OV

関連肝内胆管癌患者の検体は 78 症例を収集した。これらの検体から OV と CS に関連する胆管

癌の新規がん幹細胞マーカーの検索を行った。OV、特に CS 関連胆管癌細胞において、局在と

強い発現がみられるがん幹細胞マーカーCD44v9 を確認した。 

タイ肝吸虫感染関連胆管癌 33 例患者、散発性胆管癌 98 例患者、正常肝臓 21 例の病理組織に

おいて、がん幹細胞マーカーCD44v9 を免疫組織染色法により検出した。CD44v9 は正常胆管細

胞では染色性を示さなかったが、胆管癌組織においては散発性胆管癌、タイ肝吸虫感染胆管癌と

もに陽性であった。タイ肝吸虫感染胆管癌においては散発性に比べ有意に高い CD44v9 陽性率で

あった。より強い炎症が幹細胞を誘導する可能性が示された。さらに、タイ肝吸⾍感染胆管癌は



散発性に比べ有意に高い CD44v9 の発現を確認した。炎症を促進する RAGE (receptor for advanced 

glycation end product) のリガンドのひとつである S100P および 炎症などで誘導され、プロスタ

グランジンを合成して炎症を促進する COX-2 との関連を調べた。その結果、両者とも CD44v9

の発現と有意な正の相関が認められた。すなわち、CD44v9 は胆管癌の新規のがん幹細胞マーカ

ー候補であり、炎症が重要な因⼦であることが⽰唆された(Mediators of Inflammation. 2018)。 

中国西江流域肝吸虫(CS)感染関連胆管癌 32 例患者の病理組織において、CD44v9、SOX9 およ

び炎症誘発性サイトカイン HMGB1 を免疫組織染色法により検出した。CD44v9 は胆管癌組織に

おいて、CS 肝吸虫感染胆管癌胆は高い CD44v9 陽性率であった。SOX9、HMGB1 は CS 感染関

連胆管癌細胞において強い肝吸虫染色性であった。CS 感染により強い炎症が幹細胞および炎症

性サイトカインを誘導する可能性が示された。また、CS 関連胆管癌細胞ではより強い 8-ニトロ

グアニンの陽性発現であった。今までの OV 研究結果を踏まえて、CS 関連胆管癌細胞にニトロ

化 DNA 損傷、炎症バイオマーカーなどの増強を確認した。慢性的な酸化・ニトロ化ストレスが

胆管細胞の DNA 損傷を起こし、幹細胞における遺伝子損傷が発がんの分子機構の一端を担うこ

とが示唆された（第 78 回日本癌学会学術総会、2019 年 9 月）。 

 

(2) CS 感染ラットモデルの作成 

また、CS は中国において現地調査を行い、西江流域の淡水魚から得た CS 幼生のメタセルカ

リアを SD ラットに経口感染させることに成功した。CS 感染肝臓において感染させた各時期に

CS の寄生を確認し、HMGB1、CK19、SOX9 などの発現を解析している。SOX9、HMGB1 はラ

ット肝臓において、CS 感染後 45 日から異常に増生した胆管上皮細胞に強い発現が確認された。

肝吸虫感染による胆管細胞は、幹細胞マーカーである CD44v9、CK19、および DNA 損傷塩基で

ある 8-oxodG と 8-ニトログアニンの局在が一致していることを示した。CS 感染ラットモデルの

肝臓において感染後 45 日から、CK19 陽性発現胆管細胞は増え、また、感染後 90 日から異常に

増殖した胆管上皮細胞に EPCAM, SOX9, HMGB1 の強い発現が観察された。RT-qPCR の検出で

は、炎症因子である COX-2, IL-6, IL-10 はコントロール組と比べ有意に高いことが確認された（第

78 回日本癌学会学術総会、2019 年 9 月）。 

 

(3) ヒト胆管癌由来培養細胞におけるがん幹細胞バイオマーカーの解析 

正常な胆管細胞(MMNK1)および CCA 細胞(KKU213)を用いて、CD44v9 および関連分子の発現

レベルを、RT-qPCR および免疫細胞化学(ICC)染色を通じて定量した。その生物学的機能を評価

するために、siRNA トランスフェクションを用いた CD44v9(エキソン 13)のサイレンシングを行

い、MTT アッセイによる細胞増殖、細胞遊離、トランスウェル法による細胞遊走と浸潤を評価

し、フローサイトメトリーによる細胞周期解析を行った。生体内腫瘍の増殖をヌードマウス異種

移植片により評価し、免疫組織細胞化学染色を用いて組織学的および分子変化を解析した。

CD44v9 サイレンシングは、アポトーシスおよび細胞周期停止の誘導による CCA 細胞増殖を抑

制した。CD44v9 siRNA 処理 CCA 細胞におけるその遊走および浸潤が減少した。CD44v9 ダウ

ンレギュレーションは、マウス異種移植片における CCA 腫瘍の増殖を阻害した。IHC 分析は、

コラーゲン沈着による結合組織の増加や CD44v9 サイレンシングによるヒアルロン酸合成の減

少など、異種移植片組織の組織学的変化を確認した。In vitro および in vivo 実験共に CD44v9 の

ノックダウンは E カドヘリンを増加させ、ビメンチン（Vimentin）発現レベルを低下させ、EMT

調節を含む腫瘍抑制効果を示した（第 90 回⽇本衛⽣学会総会、2020 年 3⽉）（Frontiers in Cell and 

Developmental Biology. 2020）。 
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Nitrative Stress and Tau Accumulation in Amyotrophic Lateral Sclerosis/Parkinsonism-Dementia
Complex (ALS/PDC) in the Kii Peninsula, Japan

Front Neurosci. -
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 １．著者名

10.1007/978-94-024-1079-2_55
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Nattawan Suwannakul, Ning Ma, Raynoo Thanan, Somchai Pinlaor, Kaoru Midorikawa, Yusuke Hiraku, Shinji Oikawa, Shosuke
Kawanishi, Mariko Murata
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Taurine exhibits an anti-proliferation effect on human nasopharyngeal carcinoma cells in vivo

膀胱がんにおける炎症関連DNA損傷とがん幹細胞

 １．発表者名



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第5回国際タウリン研究会日本部会、福井県あわら市、2019年3月4日～5日

第5回国際タウリン研究会日本部会、福井県あわら市、2019年3月4日～5日

 ３．学会等名

 ３．学会等名

山下剛範、加藤俊宏、具然和、有馬寧

 ２．発表標題

大西志保, 馬寧, 村田真理子, 川西正祐

加藤俊宏、山下剛範、伊藤崇志、有馬寧

Ning Ma, Feng He, Kaoru Midorikawa, Shiho Ohnishi, Shosuke Kawanishi, Mariko Murata

日本薬学会第139年会, 千葉, 2019年3.月20日～23日

第5回国際タウリン研究会日本部会、福井県あわら市、2019年3月4日～5日

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

タウリンの放射線誘発性細胞損傷緩和効果

放射線によるエストロゲン依存性乳癌誘発ラットにおける炎症関連DNA損傷とHMGB1の役割

タウリントランスポーターノックアウトマウスにおける血清骨代謝マーカーの検討

Taurine inhibits proliferation and colony formation in nasopharyngeal carcinoma cells

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2018年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

The 21st International Taurine Meeting, 瀋陽・大連、2018年5月20日～26日（国際学会）

The 21st International Taurine Meeting, 瀋陽・大連、2018年5月20日～26日（国際学会）

Ning Ma, Takenori Yamashita, Toshihiro Kato, Tamami Isogai, Yeunhwa Gu

Makoto Ohtsuki, Akinobu Nishimura, Toshihiro Kato, Yuske Wakasugi, Rie Nagao-Nishiwaki, Takeshi Ohkubo, Ning Ma

16.Toshihiro Kato, Takenori Yamashita, Takashi Ito, Akinobu Nishimura, Aki Hukuda, Ko Kato, Ning Ma

17.Takenori Yamashita, Toshihiro Kato, Tamami Isogai, Yeunhwa Gu, Ning Ma

The 21st International Taurine Meeting, 瀋陽・大連、2018年5月20日~26日（国際学会）

The 21st International Taurine Meeting, 瀋陽・大連、2018年5月20日～26日（国際学会）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Effects of taurine on the expression of taurine and taurine transporter in the kidney of mouse with radiation exposure

Purpose of consuming an energy drink containing taurine for Japanese employees

Characterization of bone morphology in taurine transporter knockout mice

Effects of the different radiation dose levels on the expression of taurine transporter in the small intestine of mouse

 １．発表者名

 ２．発表標題

 ２．発表標題



2018年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第88回日本衛生学会学術総会 東京工科大学　2018年3月22～24日

第88回日本衛生学会学術総会 東京工科大学　2018年3月22～24日

第88回日本衛生学会学術総会 東京工科大学　2018年3月22～24日

第88回日本衛生学会学術総会 東京工科大学　2018年3月22～24日

大西志保、馬　寧、村田真理子、平工雄介、及川伸二、川西正祐

徐軼菲、馬　寧、翠川薫、平工雄介、及川伸二、村田真理子

スワナクル　ナタワン、馬　寧、翠川薫、平工雄介、及川伸二、川西正祐、村田真理子

アーメド　シャリフ、アフロズ　タハミナ、馬　寧、川西正祐、村田真理子、平工雄介

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

膀胱がん患者組織における炎症関連因子とDNA損傷

Epstein-Barrウィルス関連上咽頭癌における新規エピゲノムマーカー

胆管癌における新規がん幹細胞マーカーCD44v9の発現

インジウム化合物に曝露した肺上皮細胞におけるニトロ化DNA損傷

 １．発表者名



2018年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第4回国際タウリン研究会 2018年3月3～4日 熊本　くまもと県民交流館パレア

日本薬学会第138年会（金沢） 2018年3月25-28日

 ３．学会等名

 ３．学会等名

大西志保、馬寧、村田真理子、平工雄介、及川伸二、川西正祐

 ２．発表標題

何　峰、馬　寧、翠川薫、平工雄介、及川伸二、村田真理子

加藤俊宏、山下剛範、伊藤崇志、馬　寧

山下剛範、加藤俊宏、具然和、磯貝珠美、馬　寧

第88回日本衛生学会学術総会 東京工科大学　2018年3月22～24日

第4回国際タウリン研究会 2018年3月3～4日 熊本　くまもと県民交流館パレア

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

膀胱がん患者組織における炎症関連DNA損傷とCOX2

タウリンは上咽頭癌細胞の増殖とコロニー形成を抑制する

タウリントランスポーターノックアウトマウスにおける破骨細胞活性の観察

放射線暴露線量の違いはタウリン局在にどのような変化をもたらすのか

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2018年

2017年

2017年

2017年

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第4回国際タウリン研究会 2018年3月3～4日 熊本　くまもと県民交流館パレア

第76回日本癌学会 横浜　パシフィコ横浜　2017年9月28～30日

川崎安都紗、木村公一、舟橋耕平、小野鮎子、玉川夏希、伊藤崇志、馬　寧、村上茂

趙蔚林、馬　寧、翠川薫、莫穎禧、張哲、黄光武、竹内万彦、平工雄介、及川伸二、村田真理子

何　峰、翠川薫、平工雄介、及川伸二、馬　寧、竹内万彦、平工雄介、及川伸二、村田真理子

大西志保、馬　寧、村田真理子、平工雄介、及川伸二、川西正祐

第76回日本癌学会 横浜　パシフィコ横浜　2017年9月28～30日

第76回日本癌学会 横浜　パシフィコ横浜　2017年9月28～30日

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

ストレプトゾトシン誘発糖尿病マウスにおけるタウリンの糖代謝に対する作用

上咽頭癌においてRERGはERK/NF-kB/MMPs経路を阻害して細胞増殖と血管新生を抑制する

上咽頭癌細胞におけるタウリンの腫瘍増殖抑制効果

ビルハルツ住血吸虫がもたらす膀胱発がんにおける炎症関連DNA損傷とCOX-2の役割

 １．発表者名

 ２．発表標題

 ２．発表標題



2017年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

研
究
分
担
者

栃谷　史郎

(Tochitani Shiro)

(90418591)

鈴鹿医療科学大学・保健衛生学部・准教授

(34104)

鈴鹿医療科学大学・薬学部・教授

(34104)

研
究
分
担
者

大西　志保

(Ohnishi Shiho)

(80511914)

鈴鹿医療科学大学・薬学部・助教

(34104)

三重大学・医学系研究科・教授

(14101)

研
究
分
担
者

川西　正祐

(Kawanishi Shosuke)

(10025637)

 ２．発表標題

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

研
究
分
担
者

村田　真理子

(Murata Mariko)

(10171141)

第17回分子予防環境医学研究会　三重大学医学部附属病院ホール2018年2月2～3日
 ３．学会等名

大西志保、馬寧、村田真理子、平工雄介、川西正祐

 ４．発表年

がん発生・悪性化における炎症関連DNA損傷と抗炎症薬の作用機序

 １．発表者名


