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研究成果の概要（和文）：本研究ではWarburg効果を標的とした治療開発やメカニズム解明を患者由来異種移植
(PDX)モデルを用いて行うことを目的とした。
PDXモデルは生着率の低さから本研究期間内では達成できなかった。一方、Warburg効果を含む糖代謝制御に着目
しバイオマーカーの探索を行い、フェロトーシス制御因子であるglutathione perdxidase 4(GPX4)が肝内胆管癌
術後の予後を層別化し、糖代謝との関連も見出した。また細胞株を用いた検証ではGPX4阻害により腫瘍進展や糖
代謝マーカー発現が抑制され、さらにはGPX4による糖代謝制御がAkt-mTOR経路を介する可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop therapies targeting the Warburg effect 
and to investigate the mechanism using a patient-derived xenograft (PDX) model.
The PDX model could not be achieved within this study period due to the low viability of the graft 
specimens. On the other hand, we explored biomarkers focusing on the regulation of glucose 
metabolism including the Warburg effect, and found that glutathione perdoxidase 4 (GPX4), a 
regulator of ferroptosis, stratified the prognosis in patients with intrahepatic cholangiocarcinoma 
after surgery and was also identified the association with glucose metabolism. In vitro and vivo 
studies, we revealed that GPX4 inhibition suppressed tumor progression and expression of markers of 
glucose metabolism, and further demonstrated that regulation of glucose metabolism by GPX4 may be 
mediated via Akt-mTOR pathway.

研究分野： 肝胆膵外科

キーワード： 肝内胆管癌　Warburg効果　糖代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝内胆管癌は未だ予後不良な癌であり、予後改善には集学的外科治療の開発が求められる。本研究では新規細胞
死であるフェロトーシス制御因子GPX4が肝内胆管癌において有意な予後因子であり、Warburg効果を含む癌糖代
謝にGPX4が関与する可能性を明らかにした。このことはGPX4が単にバイオマーカーとして有用であるというだけ
ではなく、GPX4による糖代謝制御を介した細胞死誘導など、今後の新たな癌治療法の開発につながる可能性を含
んでいると考えられる。

※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 

肝内胆管癌の予後は未だ不良であるため、down-staging や予後延長を目的とした集学的外科治

療が期待される。われわれは癌細胞が有酸素下で もミトコンドリアの酸化的リン酸化よりも，

解糖系で ATP を産生する現象である Warburg 効果が肝内胆管癌の術後予後に関連することを

示しており、術前治療の良い標的であるとの仮説を立てた。しかしながら、肝臓外科の術前治療

には「肝機能」を保持した「腫瘍」の効果的な制御が重要である為、これまでにない前臨床的な

実験系が必要である。前臨床的な実験を行う目的で、腫瘍組織の不均一性・微小環境などを忠実

に再現する患者由来同所性異種移植(Patient-Derived Orthotopic Xenograft [PDOX]) モデルに

着目した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、① 肝内胆管癌 PDOX モデルを作成し、② Warburg 効果を標的とする肝内胆

管癌外科治療開発の基盤実験を行う事である。 

 

３．研究の方法 

1：PD(O)X モデルの作成 

肝内胆管癌に対する肝切除症例を対象に、患者の同意を得て腫瘍組織の一部を採取し、免疫不全

マウスの皮下に移植を行い、PDX モデルを作成する。皮下で増殖した腫瘍は継代を行い、最終

的には免疫不全マウスの肝臓に皮下腫瘍片を移植し PDOX モデルを作成する。 

2：Warburg 効果を標的としたバイオマーカーの探索と糖代謝制御のメカニズム解明 

切除標本を用いた免疫染色により、Warburg 効果の代表的マーカーである GLUT1 をはじめと

した様々な制御因子の発現と臨床病理学的因子や生命予後との関連を評価する。また関連が同

定された因子について、細胞株を用いた基礎的実験により、腫瘍進展や Warburg 効果をはじめ

とする糖代謝との関連について、分子生物学的メカニズムを解明する。 

 

４．研究成果 

1：PD(O)X モデルの作成 

研究期間中、肝内胆管癌で肝切除を施行した 9 人の患者より同意を得て、手術検体より腫瘍組

織を採取し免疫不全マウスに皮下移植を行い PDX モデルの作成を試みた。このうち 3 症例で皮

下での腫瘤形成が認められ、3 ヶ月程度の飼育ののち犠死させ皮下腫瘤を採取して組織を観察し

た(図 1A)。しかし腫瘍組織のごく一部に癌細胞の集簇が確認されたのみで、大部分は線維芽細

胞や炎症細胞に置換されており、純粋な癌細胞の生着は確認されなかった(図 1B、C)。研究期間

後半では細胞外基質を用いた皮下移植も行ったが、この方法でも腫瘍組織の形成は確認できな

かった。皮下での腫瘍生着が見られなかったため、肝臓へ腫瘍組織を移植する PDOX モデルを

用いた実験系は実施できなかった。 

 

 

 

 

 



 

2：Warburg 効果を標的としたバイオマーカーの探索と糖代謝制御の新規メカニズム解明 

 

2012 年に提唱された鉄依存的な過酸化脂質の蓄積によって特徴付けられるプログラム細胞死

の一種である”フェロトーシス（ferroptosis）”の誘導作用は肝内胆管癌の代表的遺伝子変異で

ある p53 変異下でも保持されることが報告された (Jiang L, et al. Nature. 2015.) 。 p53 変異

は癌特異的糖代謝とも関連することから、フェロトーシスの制御因子である glutathione 

peroxidase 4(GPX4)に着目して解析を行なった。 

切除標本を用いた免疫染色により GPX4 の発現によって肝内胆管癌患者の予後が有意に層別

化できることが明らかとなった(図 2A)。また、Warburg 効果の代表的サロゲートマーカーであ

る GLUT1 発現や FDG-PET における SUVmax 高値との関連も示された。 

詳細なメカニズムを検討するために細胞株実験を行なった。また、代表的フェロトーシス誘導

薬である RSL3（RAS synthetic lethality）により、GPX4 を阻害することによって細胞増殖能・遊

走能が有意に抑制されるとともに(図 2B)、Warburg 効果に関連する GLUT1 や HIF1a、LDHA

の発現が抑制されることが明らかになった(図 2C)。 

そのメカニズムに関して、Akt-mTOR 経路に着目して評価を行った。その結果、GPX4 を阻

害することで Akt-mTOR 経路の活性化と GLUT1 発現が抑制される一方、mTOR を活性化させ

ることによって GPX4 阻害により抑制される GLUT1 発現が回復することが示された(図 2D)。

GPX4 による Warburg 効果をはじめとした糖代謝制御が Akt-mTOR 経路によって制御される

という 1 つのメカニズムを示唆するものであると考えられた。 
 



 

log-rank test p < 0.001

log-rank test p = 0.038

全生存率 無再発生存率

図2

A GPX4発現による肝内胆管癌切除後の予後
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