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研究成果の概要（和文）：　進行期肺癌の治療成績は未だ不良であり，進行期肺癌に対する新たな治療法の開発
が急務である．近年、癌幹細胞(CSC; cancer stem cell)の概念が導入されたことで、癌の発生、転移、再発の
機構に関する理解が進んできて、治療標的に対する考え方も変わった。腫瘍の排除と再発の防止には癌幹細胞の
根絶が必須であり、癌幹細胞は癌治療の重要な標的となっている。本研究は，上皮間葉移行化(EMT; 
Epithelial-mesenchymal transition)誘導により，癌幹細胞同定・分離の困難な非小細胞肺癌に対する短期間で
効率的に癌幹細胞株の確立し，癌根治を目指す新しい治療の基盤データを得た。

研究成果の概要（英文）：  The treatment results for advanced stage lung cancer are still poor, and 
there is an urgent need to develop new treatments for advanced stage lung cancer. In recent years, 
the introduction of the concept of cancer stem cells (CSCs) has led to a better understanding of the
 mechanisms of cancer development, metastasis, and recurrence. Eradication of cancer stem cells is 
essential for tumor elimination and prevention of recurrence, and cancer stem cells have become 
important targets for cancer treatment. In this study, by inducing epithelial-mesenchymal 
transition, we established a cancer stem cell line for non-small cell lung cancer, which is 
difficult to identify and isolate cancer stem cells, and obtained basic data for new cancer 
treatment aiming at radical cure of cancer. 

研究分野：医歯薬学

キーワード： 非小細胞肺癌　癌幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，EMT誘導で本来癌幹細胞の同定・分離の困難な非小細胞肺癌に対する癌幹細胞株の確立が短期間
かつ高い効率的にできると期待できる．確立した癌幹細胞株を他分野の研究者に提供することもでき，癌幹細胞
の制御機構の解明を加速させる．また，本研究の成果は，肺癌だけでなく，消化器癌や婦人科癌など多くの癌腫
に応用でき，癌の発生や転移機序への理解を深める，より効率的な新規癌根治治療法の開発に貢献することがで
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

 

本邦の非小細胞肺癌の約 3分の 2は進行期肺癌である．進行期肺癌の治療の主体は化学療

法であるが，治療成績は未だ不良である．そのため，新たな治療の開発が急務である．近年、

癌幹細胞(CSC; cancer stem cell)の性状を解明しそれを標的とする開発研究が世界的に注目

されている。非小細胞肺癌においても自己複製能と分化能を有する癌幹細胞が存在すると

考えられている。癌に対する抗癌化学療法や放射線療法に対して、癌幹細胞は正常幹細胞と

同様に細胞周期の静止期にあり、薬剤排出能も高く抵抗性を有すると考えられる．化学療法

は癌幹細胞から複製されていく細胞に対してのみ作用し、癌幹細胞が残存することで再発

を引き起こすと認識され, 治療標的に対する考え方も変わった。腫瘍の排除と再発の防止に

は癌幹細胞の根絶が必須であり、癌幹細胞は癌治療の重要な標的となっている。進行期肺癌

に対する根絶治療法の開発のために、この癌幹細胞を選択的に作用する薬剤が必要である。

そのためには、まず実験的癌幹細胞を同定・確立し、癌に特異的な標的分子を同定していく

必要がある。"次世代"医療の基本とされた癌幹細胞の分離・精製・同定は精力的に進められ

ている。 

 現在，癌細胞株や臨床材料（生検材料，手術摘出標本など）を使用し癌幹細胞を分離する

のが一般的である．しかし，実際には細胞株や臨床材料における癌幹細胞の数は 10%以下

とされ，これらの材料から癌幹細胞を確立することは成功率が低く，困難である．さらに，

癌幹細胞のみを単離する簡便な方法はなく，正常幹細胞の分離・濃縮方法としてこれまでに

開発され発展してきた技術により，肺癌幹細胞に特異的なマーカーがなく肺癌幹細胞株の

樹立が未だ満足できるレベルに達していない． 

 

２．研究の目的 

本研究は，TGF-βと TNF-αによる上皮間葉移行 (EMT; Epithelial-mesenchymal 

transition)化誘導により，癌幹細胞同定・分離の困難な非小細胞肺癌に対する短期間で高効

率的に癌幹細胞株の確立し，癌根治を目指す新しい治療の基盤的データを得ることを目指

す。 

 

３．研究の方法 

 

① 手術摘出肺腫瘍を使用し，組織破砕・分散を行い，腫瘍細胞を初代培養する． 

② 初代癌細胞に対し，TGF-β&TNF-αによる EMT 誘導し肺癌癌幹細胞を含むスフェロ

イドの発生を能動的に促進する． 

③ 分画された細胞を比較細胞と共に免疫不全マウスに植付け, 肺癌癌幹細胞株を同

定する． 

④ 癌幹細胞，癌細胞及び正常肺組織で Micro array 解析等比較実験を行い，癌幹細胞

の特異因子を同定する． 

⑤ 同定された癌幹細胞特異因子を基礎的，臨床的に検証する．症例を蓄積し，有意な

特異因子同定する． 

⑥ この特異因子すなわち幹細胞標的分子を対象とした標的分子抑制ベクターを作製

する.担癌実験動物において標的分子抑制ベクターを用いた遺伝子治療の評価を行う． 



 

４．研究成果 

 

平成 29 年から癌細胞株を用いて，TGF-β,TNF-αによる EMT を誘導し癌幹細胞作成の最適

条件を探した．また，新しい技術を応用した 3次元培養の併用により，効率的に肺癌癌幹細

胞株の樹立を目指して，細胞株において，癌幹細胞の誘導の可能性を確認した．手術摘出標

本から 3次元培養により腫瘍初 期培養しながら TGF-β&TNF-αなどにより EMT を誘導し,

癌幹細胞により形成したスフェロイドを能動的に形成させた．無血清培地 DMEM/F12 で培養

した LUDLU 癌細胞株に TGF-βと TNF-αを投入することにより，10 日目という早い時期から

癌幹細胞に特有のスピィロイドを既に確認しており，幹細胞 marker の PSF1 免疫染色によ

り誘導された癌幹細胞を確認した EMT の誘導による癌幹細胞作製の可能性を確認していた． 

平成 30，31 年度は，29 年と同様，異なる組織型の肺癌標本から，癌幹細胞株を誘導し，

肺癌癌幹細胞株の樹立し，症例を増やした．癌幹細胞と癌細胞株及び元の腫瘍周囲の正常肺

組織を用いて，抽出 RNA による Micro array 解析統計解析により癌幹細胞に有意な特異因

子の同定を行なった．Micro array 解析で得られた候補因子の中から MCL1, SLC7A11/xCT に

ついて機能的・臨床的に検討した．MCL-1 とは様々な細胞において細胞死（アポトーシス）

を抑制する働きを持つことが知られているタンパクで，ノックアウトマウスの解析から、正

常血液幹細胞などの幹細胞自己再生に必須の分子であることも明らかになっている．MCL-1

タンパクは BCL-2 ファミリータンパクのひとつで、さまざまがん細胞で発現していること

が知られ，癌細胞の抗癌剤に対する多剤耐性にも関わっている．また，MCL1 は既存の幹細

胞マーカーである多能性幹細胞転写因子 NANOG 及 OCT4 の発現と関連癌幹細胞治療の標的

になる可能性を示唆された(文献１)．我々は

非小細胞肺癌株に置いて MCL1 の抑制は MCL1

遺伝子発現非小細胞肺癌株の増殖抑制と DOC

感受性向上を引き起こすことを証明した(図

１，文献２)．更に，MCL１過剰発現は非小細胞

肺癌において予後不良因子であり，新たの治

療標的になり得ることを証明した（図 2，文献

3,4）．MCL1 は癌幹細胞の標的として，単独抑

制でも、あるいは他の抗がん剤と併用した場

合でも、実現可能な抗がん戦略となると考え



られる。 

SLC7A11/xCT は細胞膜に位置してシスチン・グルタミン酸トランスポーターで多数の悪性

腫瘍に報告された. SLC7A11 発現は小細胞肺癌細胞に癌幹様の特性を与え（文献 4）,腫瘍細

胞に物理プラズマ処理に対する固有耐性が付与されることも報告され(文献５)，癌幹細胞

の機能を示唆されている．我々は SLC7A11/xCT の CSC マーカーとして可能性を機能的，臨床

的に探求した．その結果として非小細胞肺癌における SLC7A11/xCT 発現は非小細胞肺癌に

おいて予後不良因子と証明し(図 3,文献 5)，更に p53 変異との関連性を見出した(図 4,文献

6)． 

我々は EMT を誘導し, 癌幹細胞の誘導の

可能性を確認した．癌幹細胞と癌細胞株及

び元の腫瘍周囲の正常肺組織を用いて，抽

出 RNA による Micro array 解析統計解析に

より癌幹細胞に有意な特異因子を同定し

た． 

学会発表や論文発表に通じて癌根治を目

指す新しい治療の基盤的データを蓄積し，

進行期肺癌における新たの治療戦略と成り

うることを積極的に発信した。 
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