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研究成果の概要（和文）：直腸癌化学放射線治療抵抗性における上皮間葉移行（EMT）及び癌幹細胞の関与を明
らかにするとともに，メトホルミンによるEMT阻害効果を確認するために以下の検討を行った．まず，臨床検体
を用いた検討では，直腸癌術前化学放射線治療症例において，病理学的完全奏功が得られなかった症例のうち，
CD44高発現症例は有意に無再発生存率が低い傾向にあった．大腸癌細胞株LoVo, DLD-1を用いた検討で，スフェ
ロイド培養モデルを樹立し，コントロールと比較してCD44/CD133陽性細胞比率が増加していることを確認した．
細胞傷害実験で抗癌剤へのメトホルミン添加によって細胞傷害作用の増強効果を確認した．

研究成果の概要（英文）：We aimed to analyze the relationship between epithelial-mesenchymal 
transition (EMT), cancer stem cells (CSC) and chemoradiotherapy resistance in rectal cancer. We also
 evaluate the inhibition of metformin on EMT. Analysis of rectal cancer patients who received 
preoperative chemoradiotherapy, patients with CD44 highly-positive tumor showed significantly poor 
relapse-free survival in non-pCR patient group. We successfully generated the spheroid from colon 
cancer cell line, LoVo and DLD-1. Ratio of CD44+/CD133+ cells were increased in spheroid cells in 
compared with control cells.

研究分野：大腸外科

キーワード： 直腸癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
直腸癌は大腸癌の中でも治療成績が不良であり，局所再発率が高値であるため，いかに局所制御率を向上させる
かが課題である．直腸癌に対する化学放射線治療は局所制御率を向上させる有効な治療法と認識されているもの
の，それでも局所再発率は依然10％程度にのぼる．化学放射線治療抵抗性への上皮間葉移行（EMT）及び癌幹細
胞の関与を検討する今回の我々の検討では，臨床検体を用いた解析で大腸癌幹細胞のマーカーであるCD44高発現
症例において有意に再発率が高値であった．直腸癌の治療抵抗性には大腸癌幹細胞が関与している可能性があ
り，さらなる研究成果が期待される．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
直腸癌における放射線治療は手術療法，化学療法と並ぶ重要な治療手段である．欧米においては，

進行直腸癌における術前化学放射線治療(chemoradiation therapy:CRT)が標準治療とされてい

るが，治療に奏功しない症例や，手術後に早期に再発を来す症例にも遭遇する． 

近年，治療抵抗性の機序に放射線誘発性の上皮間葉移行（Epithelial-Mesenchymal transition: 

EMT）が関与しているという報告がある．EMT により，癌は上皮としての特性を失い周辺組織に

移動しやすい間葉系細胞としての特徴を獲得することで癌が浸潤，転移能を獲得するとされる． 

腫瘍からの Transforming growth factor-β(TGF-β)

などの成長因子が上皮固形癌における EMT 誘発因子で

あると考えられている．近年の基礎研究では，乳癌の癌

幹細胞（Cancer stem cell: CSC）において古くから使

用されているメトホルミンが，TGFβによるＥ-カドヘ

リンの発現抑制を阻害することにより EMT を制御する

ことが報告されている．１） 

以前からメトホルミンを内服している糖尿病患者にお

けるがん罹患率，がん死亡率の低下が観察されたこと

から，メトホルミンにはなんらかの抗腫瘍効果がある

のではと考えられてきた．近年，大きな疫学研究や，基

礎研究，動物実験，一部の臨床試験（melanoma, 前立腺

癌，膵臓癌）においてメトホルミンの抗腫瘍効果が確認

されている．2)3)4) つまり，メトホルミンには抗腫瘍

効果があることが推定されるものの，その作用機序の解明にまでは明らかになっていない． 

CSC は EMT に関与していると考えられており，メトホルミンの抗腫瘍効果には CSC を介した

EMT制御が関与している可能性がある. (Fig. 1) 
 
参考文献 
１） Cufi S, Vazquez-Martin A, et al. Metformin against TGFb-induced epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT): from cancer stem cells to aging-associated fibrosis. Cell cycle. 
9 (22); 4461-4468, 2010. 
２） Li K, Zhang, TT, et al. Metformin suppresses melanoma progression by inhibiting KAT5-
mediated SMAD3 acetylation, transcriptional activity and TRIB3 expression. Oncogene. 37; 
2967-2981, 2018. 
３）Richards KA, Liou JI, et al. Metformin use is associated with improved survival for 
patients with advanced prostate cancer on androgen deprivation therapy. J Urol. 200(6): 
1256-1263, 2018. 
４）Kordes S, Pollak M.N, et al. Metformin in patients with advanced pancreatic cancer: a 
double-blind, randomized, placebo-controlled phase 2 trial. Lancet Oncol. 16(7); 839-847, 
2015. 
 
 
２．研究の目的 
（本研究の目的及び学術的独自性と創造性） 
本研究の目的は，大腸癌領域において，予後が不良であるとされる直腸癌のさらなる治療成績向

上を目指して，メトホルミンの治療薬としての可能性を探索することである．まず，その足掛か

りとして，直腸癌における CRT へのメトホルミン併用による抗腫瘍効果とその分子作用機序を

スフェロイドを用いて探索することを発想した． 

従来の固形癌細胞の in vitroでの解析には 2次元平面培養が標準的であった。しかし細胞が本来



持っている特性も多くの場合失われていると推測され、癌細胞の本来の生育状態を正確に反映

しているとは言えず、近年 3 次元培養法であるスフェロイドが癌の生物学特性をより忠実に反

映すると考えられており注目されている。本研究では大腸癌細胞株を用いてスフェロイドを作

成し、射線照射及び抗癌剤投与を行うことで，生体での CRT を模倣した状態を作り出すことが

できる。そのモデルにメトホルミンを投与し抗腫瘍効果を解析する．  
 
 
３．研究の方法 
（１）大腸癌細胞株における CD44 発現を確認し，高発現株，低発現株を用いてそれぞれスフェ

ロイド培養モデルを作成する． 

（２）作成したヒト大腸癌細胞株スフェロイド培養モデルに抗癌剤投与＋放射線照射を行い臨

床での直腸癌化学放射線治療を模したモデルを作成し，EMT が誘導されること，癌幹細胞形質の

発現を証明する(Fig.2)． 

（３）EMT 誘導の確認のために，E-cadherin, N-

cadherin, Vimentin, HIF-1α, 

TGF-β1，Slug, Snail, Twist などの EMT 関連誘

導蛋白，転写因子の発現変化の評価，増殖能，

浸潤能の変化を評価する．癌幹細胞形質発現が

増加していることを，細胞表面マーカー発現の

変化を Flow cytometryを用いて行う． 

（４）（２）で作成した CD44高発現，低発現ヒ

ト大腸癌細胞株スフェロイド培養モデルを用い

た化学放射線治療モデルにメトホルミンを添加

することで，細胞傷害効果が増強されることを

証明する． 

（５）メトホルミンの有無における EMT関連誘

導蛋白，転写因子の発現変化，増殖能，浸潤能の変化を観察し，メトホルミンにおける EMT誘

導の抑制効果と，細胞表面マーカー発現の変化によって癌幹細胞形質の発現抑制効果を検討す

る． 

 
 
４．研究成果 
（１）実臨床での検討 

当科で治療を行った直腸癌術前 CRT 症例 33例の検討において，病理学的完全奏功（pCR）が得ら

れた 6症例と比べ，病理学的腫瘍遺残症例（non-pCR）27 例は無再発生存率が低い傾向にあった

（3年無再発生存率 100% vs. 64.5%, p = 0.278）．non-PCR 症例 19例に対して切除標本の免疫

染色を用いた検討では，CD44 が高発現している 12例は，低発現群 7例と比べ有意に無再発生存

率が低い結果であった（3年無再発生存率 80.5% vs. 22.3%, p<0.01）（Fig.3）． 

この結果から，大腸癌 CSC の主要な表面マーカーと考えられている CD44 は，結腸直腸癌におけ

る予後因子，化学療法・放射線治療における治療抵抗因子となりうる可能性があると考え，基礎

的実験に移った． 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）ヒト大腸癌細胞株スフェロイド培養モデルの樹立 

ヒト大腸癌細胞株の中でも文献的に CD44 高発現であると報告されている結腸腺癌細胞株 LoVo

及び DLD-1 を用いて，3D 培養を行い，スフェロイド細胞塊を樹立することに成功した．樹立し

たスフェロイド細胞塊と 2D コントロール細胞とを用いてフローサイトメトリーを行い，スフェ

ロイド培養モデルにおいて，2D コントロール細胞株と比較して大腸癌幹細胞マーカーである

CD133 陽性かつ CD44 陽性の細胞比率が増加していることを確認した． 

 

（３）放射線照射による EMT 誘導，メトホルミンによる細胞傷害増強効果，EMT 抑制 

放射線照射によるEMT誘導を確認すべく，大腸癌細胞株Lovo,DLD1から作成したスフェロイド培

養モデル対してそれぞれ，1, 5, 10Gyの48時間放射線照射を行いCRTを模したモデルを作成し

た．このモデルを用いてE-cadherin, N-cadherin, HIF-1α，TGF-β1の発現についてWestern 

blot法を用いて確認したが，本研究では，放射線照射によるEMT誘導関連蛋白の上昇を証明する

ことができなかった． 

DLD1，Lovoそれぞれを用いて5-FU, メトホルミンを用いた細胞傷害実験を行いMTT assayにて評

価した．2D培養モデルを用いた検討では，5-FU及びメトホルミンの濃度依存的な細胞傷害性及

び，5FUへのメトホルミン付加による細胞傷害増強効果を確認できた．しかしながら，スフェロ

イド培養モデルを用いた細胞傷害実験で２D培養モデルのような安定した実験系を確立すること

ができず，メトホルミンによる細胞傷害増強効果を確認することができなかった． 

 
今回の研究成果によって，CD44 高発現が直腸癌の予後不良因子，治療抵抗性因子となる可能性
が示唆されたが，基礎研究による治験を得るまでには至らなかった． 
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