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研究成果の概要（和文）：脂質異常症治療薬のスタチンは、近年がん治療への応用が期待されている。本研究で
は、スタチン感受性および耐性がん細胞株を用い、(1)上皮間葉転換（EMT）とスタチン感受性との関連、(2)が
ん細胞のスタチン感受性に関わる代謝系、(3)転移に関わる細胞運動への影響を解析した。その結果、EMTはスタ
チン感受性を増加させることが示され、また、スタチン感受性／耐性がん細胞株は、スタチン処置後に異なる代
謝プロファイルを示し、その差異がスタチン感受性に関わる候補因子として浮かび上がった。さらに、スタチン
感受性がん細胞では、薬剤耐性能や浸潤転移能が亢進する低酸素条件でも、制がん効果を発揮する可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Statins are drugs used for hyperlipidemia and are expected to be used in 
cancer therapy from the viewpoint of drug repurposing (also termed drug repositioning). In this 
study, we used statin-sensitive and -resistant cancer cell lines to analyze (1) relationship between
 epithelial-mesenchymal transition (EMT) and statin sensitivity, (2) metabolic systems involved in 
statin sensitivity, and (3) effects on cell motility involved in cancer metastasis. As a result, EMT
 increased statin sensitivity of cancer cells. Also, statin-sensitive and -resistant cancer cell 
lines showed significantly different metabolic profiles after statin treatment, and these 
differences emerged as candidate factors related to statin sensitivity. The results also suggest 
that statins may exhibit anti-cancer effects in statin-sensitive cancer cells, even under hypoxic 
conditions, where drug resistance and invasive metastatic potential are enhanced.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： スタチン　がん細胞　メバロン酸経路　細胞運動　メタボローム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
スタチンの作用メカニズムを考えると、スタチンと他剤の併用で、がんの治療効果が上がることが予想される。
しかしながら、それは、がん細胞がスタチンに対して感受性を示すのが前提であって、そもそもスタチンに感受
性を示さないがん細胞では他剤との併用効果が望めない。本研究では、がん細胞の上皮間葉転換（EMT）とスタ
チン感受性との関連性を示し、また、スタチン処置したがん細胞の代謝物から情報を得て、スタチンの効果を増
強させる可能性のある代謝系をスクリーニングした。候補に挙がった代謝系の阻害剤とスタチンを併用すること
により、スタチンが効果を発揮するがんの種類や適用範囲を広げられるものと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

スタチン系薬剤は血中コレステロール値の低下薬としてその有用性が証明され、1980 年代以降、
脂質異常症の患者に広く使用されている。スタチンが阻害するメバロン酸経路からはコレステロール
のほか、タンパクの翻訳後修飾に必要な脂質や、電子伝達系に関わるヘム A・ユビキノンなど、細胞
活動に重要な中間代謝体も生合成される。一般に、がんは代謝が盛んであることから、スタチンが
がんの増殖を抑えるのではないかとの期待が高まっているが、スタチンが制がん効果を発揮する
作用メカニズムには不明な点が多い。とくに in vitro の先行研究に着目すると、スタチンによる制
がん効果は、がん細胞種によってかなりの差がみられることがわかる。これまでに我々は、スタ
チンに感受性を示すがん細胞は間葉系、一方、耐性を示すがん細胞は上皮系の傾向を示すことを
報告してきた。しかし、上皮系がん細胞が上皮間葉転換（EMT）を起こした際のスタチン感受性の
変化は不明であり、また、スタチン処置後の細胞内代謝物の変動は明らかでない。さらに、がん細
胞が低酸素状態に置かれた際のスタチンに対する感受性変化にも不明な点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、スタチン感受性がん細胞株（間葉系）およびスタチン耐性がん細胞株（上皮系）を
用い、(1) 悪性化因子 Transforming growth factor β（TGF-β）による EMT とスタチン感受性
との関連、(2) スタチン感受性に関わる代謝系のスクリーニング、(3) 低酸素下における細胞運動
へのスタチンの影響を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

実験 (1)  アトルバスタチンの前処置が、EMT を誘導した上皮性がん細胞の増殖に及ぼす影響を
検証した。上皮系のスタチン耐性株として NCI-H322M（肺がん由来）を用いた。まず 24
時間の血清飢餓培養を行い、培養液中の TGF-β の影響を除去した（図 1A）。次に、24
時間のアトルバスタチン（0, 1, 5 µM）を前処置し、10 ng/mL の recombinant human TGF-
β1 を含む血清飢餓培地に交換した。6 日間の培養を行った後、細胞形態、細胞数、細
胞容積を評価し、また、上皮系マーカーである E-cadherin、間葉系マーカーである N-
cadherinおよびVimentin、ならびに細胞増殖因子であるc-Myc、スタチンの阻害ターゲ
ットである HMGCR のタンパク量をウェスタンブロットで解析した。TGF-β1 を処置した細胞
を TGF-β(+)群、TGF-β1 未処理の細胞を TGF-β(−)群とした（図 1A）。アトルバスタチ
ンの溶媒である DMSO を 0.1%の終濃度で処置した群をアトルバスタチン 0 µM とした。 

実験 (2)  代謝物の変動を解析することを目的とし、スタチン感受性がん細胞株 HOP-92（間葉
系肺がん細胞）と、スタチン耐性がん細胞株 NCI-H322M（上皮系肺がん細胞）のそれぞ
れに 1 µM のアトルバスタチンを 24 時間処置した。対照群には 0.1% DMSO の処置を行っ
た。インキュベート後、培養液を除去し、5%マンニトール溶液で細胞を洗浄した。続いて、
内部標準液（H3304-1002; Human Metabolome Technologies [HMT]）を含んだメタノー
ルで細胞内代謝物を溶出させた。その後、細胞抽出液を 2,300×g、4℃で 5分間遠心
分離し、さらにその上清を Millipore 5 kDa cut-off filter（UltrafreeMC-PLHCC、
HMT）で 9,100×g、4℃、120 分間、限外ろ過して高分子を除去した。この上清を用い
て、CE-TOFMS および CE-QqQMS により水溶性代謝物の測定を行った（C-SCOPE; HMT）。 

実験 (3)  低酸素誘導因子 HIF-1 は低酸素環境への順応をもたらすとともに、EMT を誘導し、
がんの悪性化に関わる様々な遺伝子の転写を促す。しかし、低酸素下におけるスタチ
ンの制がん効果については不明な点が多い。そこで、通常酸素下および低酸素下にお
けるアトルバスタチンの制がん効果について細胞の運動性を含めて評価することを試
みた。具体的には、スタチンに耐性を示すNCI-H322M、および感受性を示すHOP-92を用
い、アトルバスタチンを 0, 0.1, 1 µM の濃度で培養液に添加した。通常酸素下および低
酸素下（1% O2）で 72 時間培養後、50%阻害濃度（IC50）、スクラッチアッセイによる遊走
能、インベージョンアッセイによる浸潤能を評価した。さらに、スタチンが低酸素誘導因
子である HIF-1α の発現量とその細胞内局在に及ぼす影響を評価するため、ウェスタ
ンブロットおよび免疫細胞化学的解析を行った。 

 
４．研究成果 
実験 (1)  

【スタチン耐性がん細胞における EMT 誘導後のスタチン感受性の変化】 
TGF-β(+)群と TGF-β(−)群を比較すると、アトルバスタチン 0 µM では細胞数に有意差はみられ

なかった（図 1C）。しかし、アトルバスタチンの濃度が増すにつれ、TGF-β(+)群では細胞数の
有意な減少が観察された（p<0.01）。このことから、スタチン耐性の上皮性がん細胞が間葉系の



性質を帯びると、スタチンに対する感受性が増強する可能性が示唆された。 
Lamouille と Derynck ら（J. Cell Biol., 2007）は、TGF-β1 が mammalian target of rapamycin

（mTOR）経路を活性化することによって細胞容積を増加させることを報告している。本研究にお
いて細胞形態に着目すると、TGF-β(+)群の細胞容積はアトルバスタチン処置の有無にかかわらず、
TGF-β(−)群の約 1.3 倍となった（p<0.01）（図 1B、D）。このことから、アトルバスタチン処置は
mTOR のシグナル系に大きな影響を及ぼさないものと推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. EMT 誘導がん細胞におけるアトルバスタチンの影響 

(A) 実験プロトコールの概要。アトルバスタチン存在下で TGF-β1 を処置した群を TGF-β(+)、一方、
PBS で処理した群を TGF-β(−)とした。アトルバスタチンの溶媒である DMSO で処理した細胞を陰性
対照とした。(B）TGF-β1シグナルを誘導した後、0〜5 µM のアトルバスタチンで処置した細胞の位
相差像。TGF-β(+)群（下段）では、アトルバスタチンの用量依存的に細胞数の減少が観察され
た。さらに、TGF-β(+)群の細胞は、TGF-β(−)群の細胞よりも大きく観察された。Scale bar = 
100 µm (C）0〜5 µM のアトルバスタチンで処置した TGF-β(−)群および TGF-β(+)群における細
胞数の変化。TGF-β(−)群の対照細胞（アトルバスタチン 0 µM）の値を 100％とした。(D）TGF-β(−)
群および TGF-β(+)群における細胞容積。Bonferroni-Dunn post-hoc test、Mean±SD、n=3、
*p<0.05、**p<0.01、n.s. not significant. 
 
 

アトルバスタチンの処置が、TGF-β1 の作用にどのような影響を与えるのか、とくに EMT マー
カーの発現と c-Myc、HMGCR の発現量に焦点を当て解析を行った（図 2）。低用量（1 µM）のアト
ルバスタチン処置において、E-cadherin の発現は TGF-β(+)群・TGF-β(−)群ともに遺伝子発現、
タンパク量に変化はみられなかった（図 2A、F）。しかし、5 µM のアトルバスタチンで処置する
と、TGF-β1 による E-cadherin 発現のダウンレギュレーションがみられた（図 2A、F）。興味深
いことにアトルバスタチンは TGF-β1 誘導性の N-cadherin 発現を用量依存性に減少させた（図
2B、F）。一方、TGF-β(+)群の Vimentin の発現は、mRNA レベルではアトルバスタチンの用量依
存性に増加する傾向を示したが、タンパクレベルでの検出は認められなかった（図 2C、F）。
Vimentin のタンパク量は非常に低いものと考えられた。  

細胞増殖因子 c-Myc の発現において、TGF-β(−)群では、mRNA、タンパクともにアトルバスタチ
ンの影響はみられなかった（図 2D、F）。一方、TGF-β(+)群では、アトルバスタチンの用量依存
性に c-Myc の発現が抑えられていたことから、図 1C にみられた細胞増殖の抑制が裏付けられ
た。 

また、TGF-β(+)群において、5 µM のアトルバスタチン処置は HMGCR の遺伝子発現誘導を有意
に抑制した（図 2E、F）。一般にスタチン処置は HMGCR 発現を強力に誘導することが報告されて
いるが（Jiang et al., Nat. Commun., 2018）、TGF-β により EMT を誘導したがん細胞では、ス
タチン処置による HMGCR の発現増加が抑えられる可能性が示唆された。HMGCR の発現低下はスタ
チン感受性の増加に直結することが報告されており（Ishikawa et al., Oncotarget, 2018）、ア
トルバスタチンが TGF-β(+)群において細胞増殖を抑えた一因であると推察された。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. EMT 誘導がん細胞における EMT 関連分子、c-Myc、HMGCR の遺伝子およびタンパク発現レベル 

（A）E-cadherin、（B）N-cadherin、（C）Vimentin、（D）c-Myc、（E）HMGCR における遺伝子発現。
TGF-β1 非処置群を TGF-β(−)とした。各遺伝子発現のデータは 18S rRNA 量で正規化し、相対値
で示した。Bonferroni-Dunn post-hoc test、Mean±SD、n=3、*p<0.05、**p<0.01、n.s. not 
significant. (F）TGF-β(−)群と TGF-β(+)群における E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、c-
Myc、HMGCR のタンパク量。 
 
実験 (2)  

【スタチン耐性株 NCI-H322M と感受性株 HOP-92 におけるスタチン処置後の代謝物変動】 
アトルバスタチン1 µMを処置したHOP-92、NCI-H322Mの代謝変動の全体像を表1にまとめた。 

表 1. アトルバスタチン処置後の細胞内代謝系に生じる変化のまとめ 

代謝経路 
HOP-92 

(0 μM vs. 1 μM) 

NCI-H322M 

(0 μM vs. 1 μM) 

NCI-H322M (1 μM) / NCI-H322M (0 μM) 
vs. 

HOP-92 (1 μM) / HOP-92 (0 μM) 

解糖系 

抑制傾向にあり、グルコース

取り込み量が減少している

可能性 

グルコース取り込み量が増

加し、解糖系が亢進している

可能性 

グルコース取り込み量に大きな差があり、

HOP-92 では F1,6P が低値、かつ、スタチン

添加によって著しい減少傾向を示す 

TCA 回路 

TCA 回路後半の代謝物が

大きく低値、物質の流出入

に影響が出ている可能性 

物質は増加傾向で、問題な

く代謝が起こっている 

TCA 回路前半の物質は HOP-92 で高値だ

が、後半の物質は HOP-92 で低値、スタチ

ン添加時には後半の物質が HOP-92 で大き

く減少するが NCI-H322M では変動なし 

プリン 合成が抑制傾向 合成が亢進、分解が抑制 

HOP-92 は PRPP が低値だが、プリン代謝物

は高値の傾向で、代謝全体の変動は僅か 

NCI-H322M では、スタチン添加時にプリン

合成の亢進と分解抑制の傾向を示す 

細胞内 

エネルギー状態 
ATP が低下傾向  HOP-92 ではスタチン添加時に ATP が減少

するが、 NCI-H322M では変化なし 

ポリアミン 全体的に低値の傾向  
HOP-92 で Ornithine が高値だが、ポリアミン

はすべて低値、スタチン添加時の減少量も

大きい 

アミノ酸 

全体的に低値の傾向、アミノ

酸分解が亢進している可能

性を示唆 

HOP-92 細胞と比べると全体

的な変動は小さい 

多くのアミノ酸について HOP-92 で高値、ス

タチンの添加によって HOP-92 ではアミノ酸

が減少傾向だが、NCI-H322M では変動が

小さい 

CoA 関連物質 
HMG-CoA が低値の傾向、

Malonyl-CoA が高値の傾向 

いずれも高値の傾向で、合

成量増加の可能性を示唆 

HOP-92 では全体的に低値、スタチン添加

時に HMG-CoA は、HOP-92 では減少傾向

だが、NCI-H322M では増加傾向 

その他  Homocysteine が高値の傾向 HOP-92 で SAM 関連物質が低値の傾向 



A B C NCI-H322M HOP-92 HOP-92 

実験 (3)  

【低酸素下におけるがん細胞のスタチン感受性】 
低酸素下で安定化する HIF-1 は、がん細胞の薬剤耐性を誘導することが知られている（Jing 

et al., Mol. Cancer, 2019; Sowa et al., Cancer Med., 2017）。そこで、アトルバスタチン
の制がん効果に対する HIF-1 の影響を評価するため、通常酸素下および低酸素下でのスタチン
耐性がん細胞 NCI-H322M およびスタチン感受性がん細胞 HOP-92 の生存曲線を求めた（図 3）。そ
の結果、スタチンに耐性を示す NCI-H322M 細胞の通常酸素下での IC50は、約 24.1 µM、低酸素下
の IC50は約 22.9 µM であり、通常酸素条件と低酸素条件との間に大きな差はみられなかった。ス
タチン感受性の HOP-92 においても、通常酸素下、低酸素下ともに IC50は、それぞれ約 0.7 µM と
算出された。このことから、スタチンの制がん効果は低酸素条件による薬剤耐性の影響を受けに
くいこと、また、低酸素条件がスタチンの制がん効果を増強するわけではないことが考えられた。 
 

図 3. 通常酸素条件および低酸素条件におい
て、アトルバスタチンを処置したがん細胞の
生存曲線 

NCI-H322M および HOP-92 を用い、正常酸素
条件および低酸素条件で、アトルバスタチン
0.1～100 µM を処置し、72 時間後に細胞数を
測定した。実線は通常酸素下での細胞生存率、
破線は低酸素下での細胞生存率を表す。50%
阻害濃度（IC50）は、ImageJ ソフトウェアを
用いて算出した。Mean±SD、n=3 

 
 

次に、通常酸素下および低酸素下において細胞遊走能を検討した。スタチンに耐性を示す NCI-
H322M では、0.1 µM のアトルバスタチン処置でわずかな細胞遊走能の低下傾向があったが、有意
差はみられなかった（図 4A 上段）。一方、スタチンに感受性を示す HOP-92 では、通常酸素下お
よび低酸素下において 0.1 µM のスタチン処置で細胞遊走能が（図 4B 上段）、さらに 1 µM のス
タチン処置で浸潤能が（図 4C）顕著に抑制された。また、両細胞株ともに低酸素下において HIF-
1αが核内に集積し、発現量が増加した（図 4A および B 中段・下段）。低酸素下における HOP-92
の HIF-1α 発現量にスタチンの影響はみられなかった（図 4B 中段および下段）。一方で、スタチ
ン耐性 NCI-H322M では、低酸素下における HIF-1α の発現がスタチンの用量依存的に抑制され
た（図 4A 中段および下段）。 
以上から、スタチンに感受性を示すがん細胞に対してアトルバスタチンは低濃度（0.1 µM）で

制がん効果を示し、かつ、低酸素下における薬剤耐性の影響を受けにくいものと考えられた。ま
た、スタチンに耐性を示し細胞増殖に影響がみられないがん細胞であっても、低酸素条件にさら
された際に増加する HIF-1α の発現がスタチン処置により抑制されることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. 通常酸素下および低酸
素下においてアトルバスタチ
ンを 72時間処置したがん細胞
の遊走能、浸潤能および HIF-
1α発現 

 NCI-H322M(A）および HOP-92
（B）におけるスクラッチアッ
セイ（上段）、蛍光免疫細胞化
学（中段）、ウェスタンブロッ
ト（下段） （C）HOP-92 におけ
るインベージョンアッセイ 

Green: HIF-1α  Red: Phalloidin 
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