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研究成果の概要（和文）：三次元スフェロイド培養を至適化し、幹細胞性を濃縮した患者由来がん細胞(PDC)の
培養系を構築した。一方、ミトコンドリア呼吸鎖超複合体の形成が乳がんの治療抵抗性に関与することを見出し
ている。本研究では、治療抵抗性トリプルネガティブ乳がん由来のPDCを活用し、エストロゲン標的遺伝子の腫
瘍増殖における役割を明らかにし、ミトコンドリア代謝との関連が示唆された。また、精巣胚細胞腫瘍由来の
PDCを活用して、シスプラチン耐性に関連する遺伝子を明らかにした。さらに、実臨床に近い生きた細胞でのミ
トコンドリア呼吸鎖超複合体の可視・定量化のためのアッセイ系を構築し、臨床応用が期待された。

研究成果の概要（英文）：We have optimized three-dimensional spheroid culture of tumor tissues and 
established patient-derived cancer cells (PDCs) that possess enriched stem cell properties. 
Additionally, we have found that the formation of mitochondrial respiratory chain supercomplexes is 
involved in therapy resistance in breast cancer. In this study, using PDCs derived from 
therapy-resistant triple-negative breast cancer, we demonstrated that an estrogen-responsive gene 
regulates tumor growth through its target genes, suggesting an influence of mitochondrial 
metabolism. We also analyzed PDCs derived from testicular germ cell tumors and revealed the function
 of cisplatin resistance-associated genes. Furthermore, we established an assay system to visualize 
and quantify mitochondrial respiratory chain supercomplexes in living cells. These findings were 
considered applicable to the treatment of cancer.

研究分野： 分子生物学

キーワード： がん　患者由来がんモデル　代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究は、がん治療における新たな突破口を提供する可能性が考えられる。まず、三次元スフェロイド培養に
より幹細胞性を濃縮したPDCの構築は、強力な研究ツールとなり得る。特に、トリプルネガティブ乳がんにおけ
る機能解明は、ミトコンドリア代謝とがんの治療抵抗性の関連を示唆している。また、精巣胚細胞腫瘍における
三次元スフェロイド培養を用いた解析は、シスプラチン耐性の克服に向けた新たなアプローチを提供する。さら
に、生きた細胞でのミトコンドリア呼吸鎖超複合体の可視・定量化法の構築はがん研究に新たな視点を与えると
考えられる。これらの成果は、がん治療の効果向上と個別化医療の推進に大きく貢献すると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
がんの再発・転移・治療抵抗性などの増悪化や腫瘍進展に関わるメカニズムとして、腫瘍内に少数存

在するがん幹細胞様細胞(CSC, cancer stem-like cell)が注目されている。がん幹細胞様細胞は、自己複

製能と多分化能を併せ持つ細胞であり、抗がん剤や放射線への抵抗性が高いことから治療の際に残存

することが原因と想定されている。従って、がん幹細胞様細胞の治療抵抗性を解明することにより、治療

効果を飛躍的に高める治療法の開発が可能になると考えられる。しかしながら、がん幹細胞様細胞は

数が少ない上、培養が困難であり、特に生化学的な解析が進んでいない。 

我々はがん患者由来モデルの作製を行っており、臨床サンプルの腫瘍組織を三次元スフェロイド培

養することによって患者由来がん細胞(PDC, patient-derived cancer cells)を樹立している。興味深いこと

に、この三次元スフェロイド培養は幹細胞性の特性を有したがん細胞を選択的に培養できる特徴があり、

CSC の解析とその特性を利用した実臨床により近いモデルとして有用である。我々は、ROCK インヒビ

ターの使用による至適化等の工夫を重ね、乳がん、子宮体がん、精巣がん、膀胱がんなどからオリジナ

ルの PDC の作出に成功し、長期培養可能ながん幹細胞様細胞の濃縮とその動物移植モデル系の樹

立に成功した(1-4)。また、これらの PDC を用いて作製した異種移植モデル(PDCX, PDC-based 

xenograft)において、移植部位である皮下から肺や肝臓に転移する能力を持つ PDC を得ている。これ

らの独自の革新的なモデル系を活用することによって、がん幹細胞様細胞の詳細な機能解析が可能に

なると考えられた。 

がん細胞は大量のエネルギー・核酸等の産生や周囲の微小環境に適応するため、正常細胞とは異

なる特徴的な代謝変化（再プログラミング）を有することが明らかになっている。がん幹細胞様細胞にお

いても、がん細胞と同様に、解糖系の亢進（ワールブルグ効果）が認められるとされていたが、最新の研

究により、逆にミトコンドリアが重要であるとの説も提唱されている。このような未解明の問題点を解決す

ることにより、がん幹細胞様細胞におけるミトコンドリア代謝変容の理解と、それに基づく新しい治療法の

開発が可能になると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
我々は、エストロゲン応答遺伝子として同定した COX7RP が、ミトコンドリア呼吸鎖をさらに巨大な超

複合体にする形成促進因子であることを世界に先駆けて発見し、効率的な ATP 産生を可能にすること

を報告した(5)。さらに、COX7RP は乳がん、子宮体がん腫瘍組織において過剰発現しており、特に、乳

がんにおいては内分泌療法を受けた患者の予後不良因子となることを示した。これらのがん細胞にお

いて、COX7RP は TCA サイクルを部分的に活用してエネルギー産生に寄与すること、ならびにフマル

酸などのオンコメタボライトの産生上昇を誘起することを明らかにした(6)。がん治療の標的となるがん幹

細胞様細胞において、解糖系とミトコンドリア代謝の使い分けやそれらの相互作用・動態変化が注目さ

れているが、議論が分かれている現状である。その原因として、がん幹細胞様細胞は腫瘍検体にわず

かしか存在せず、さらに培養系で増殖させることが困難なことから、がん幹細胞様細胞におけるミトコン

ドリア代謝の研究ならびに治療抵抗性との関連が解析されていないことが上げられる。我々は、臨床検

体からがん幹細胞様細胞を濃縮して培養できる三次元スフェロイド培養系を開発しており、この患者由

来がんモデルを活用し、がん幹細胞様細胞におけるミトコンドリア代謝の役割、治療抵抗性との関連を

解明することにより、がんの診断・治療への応用を図ることを目指した。 



 
 
３．研究の方法 
 

がん患者由来細胞(patient-derived cells, PDC)の培養は、倫理基準を満たした腫瘍サンプルを細切し

た後、コラゲナーゼと DNase I で消化し、超低接着培養皿で、Rho 結合キナーゼ阻害剤 Y27632 を含

む StemPro hESC SFM 培地（Invitrogen）で三次元スフェロイド培養を行い、長期培養可能な PDC を

樹立した。スフェロイド増殖は CellTiter-Glo 3D細胞生存率アッセイキット(Promega)を使用して評価した。

遺伝子発現は定量的 PCR法の他、公共データベースでの解析を行った。動物実験は当該委員会の承

認の下、実施した。遺伝子特異的 siRNA を合成し、RNAiMAX （Invitrogen）を使用して細胞にトランス

フェクションを行い導入した。蛋白質の発現は細胞溶解液を SDS-PAGE で分離した後、それぞれの遺

伝子に特異的な抗体を用いたウエスタンブロット法により解析を行った。細胞増殖は、Hoechst 33,258蛍

光色素（Thermo Fisher Scientific）を用いて細胞溶解液に含まれる DNA量を定量することにより評価し

た。細胞周期の解析は、プロピジウムヨウ化物で染色した細胞をフローサイトメトリー（FACS）で測定し、

DNA 含量に基づいて細胞周期の G1、S、および G2/M 期の細胞の割合を測定した。細胞移動能の解

析は、6ウェルプレート内の Boydenチャンバー（Costar）に細胞を播種し、48時間後、移動した細胞をギ

ムザ溶液で染色し、計測した。マイクロアレイ解析は、それぞれの細胞から抽出した RNA を用いて行っ

た。 
 
 
４．研究成果  
 

臨床がん組織を三次元スフェロイド培養することにより、長期培養可能な患者由来がん細胞(PDC, 

patient-derived cancer cell)の樹立を行った。本培養法は、がん幹細胞様細胞を選択的に濃縮し、長期

培養可能な系として最近開発された手法である。樹立の成功率向上を目指し、様々ながん種から培養

を行い、培養条件の至適化・効率化の検討を行った。特に、乳がんの臨床組織からは複数種の PDCを

新たに培養しており、スフェロイド増殖、遺伝子発現などの特徴を解析した。乳がん PDCの解析として、

トリプルネガティブ乳がん(TNBC)から樹立された PDC を用いた解析を行った。TNBC はエストロゲン受

容体(ER)、プロゲステロン受容体、ヒト上皮成長因子受容体 2 (HER2)を発現しないことを特徴とする乳

がんのサブタイプの 1 つであり、有効な治療法に乏しく予後不良である。当研究室では以前、Efp 

(estrogen-responsive finger protein)が ER陽性乳がんにおいて腫瘍促進的な役割を果たしていることを

明らかにしたが、TNBC の病態に寄与しているかどうかについては解明されていなかった。本研究では、

TNBC 細胞における Efp の役割を明らかにするため、MDA-MB-231 細胞と TNBC 患者由来の細胞

（TNBC-PDC）を用いて解析を行った(7)。これら 2 つの細胞はともに ERα 陽性細胞と同程度の Efp 

mRNAおよびタンパク質を発現していたが、Efpを標的とする siRNA（siEfp #Aおよび#B）をトランスフェ

クトすることによって Efpの発現を抑制することにより、両細胞において増殖抑制と細胞周期進行の阻害

が認められた。また、Efp ノックダウンにより細胞移動能も有意に減少することが示された。一方、Efp を

過剰発現させると、これら両細胞の増殖は亢進し、細胞周期 S 期の割合が増加した。また、Efp の過剰

発現が細胞移動能を亢進させることを示した。 

次に、Efp ノックダウンが MDA-MB-231 および TNBC-PDC 細胞の遺伝子発現に及ぼす影響を明ら

かにするため、マイクロアレイ法を用いて解析を行った。Efpをノックダウンすることにより、MDA-MB-231

ならびに TNBC-PDC細胞でそれぞれ発現変動を示す遺伝子が検出された。本研究では、両細胞に共

通して抑制される遺伝子の詳細な解析を進めた。その結果、CDCA7 (cell division cycle associated 7)と

HELLS (helicase, lymphoid specific)が重要な標的遺伝子として注目され、Efp ノックダウンによりこれら



の遺伝子の発現が有意に抑制されることが確認された。興味深いことに、CDCA7 および HELLS のノッ

クダウンによって、TNBC細胞の増殖が有意に抑制されることを明らかにした。これらの結果より、患者由

来がんモデルを活用して、Efpが TNBCにおいて腫瘍促進的な役割を果たしており、治療標的となり得

ることを示した。 

興味深いことに、ミトコンドリア分裂に重要なタンパク質であるダイナミン関連タンパク質 1（DRP1）は、

Efp によってユビキチン化され、分解されることが報告されている(8)。これにより Efp はミトコンドリアの分

裂と融合のバランスを調節することでミトコンドリアのダイナミクスに影響を与え、エネルギー代謝を調節

することが示唆されている。また、前立腺がんにおいて、Efp はミトコンドリア TCA 回路の酵素であるイソ

クエン酸デヒドロゲナーゼ 1（IDH1）とフマル酸ヒドラターゼ（FH）の発現を制御していることが明らかにさ

れており、グルコース代謝制御を介して、腫瘍悪性化に関与することが示唆されている(9)。これらの知

見と本研究の結果から、Efp はミトコンドリア代謝を制御する可能性が示唆され、ER 陰性の TNBC をは

じめその他のがん種において重要な働きを担っている可能性が示唆された。 

患者由来がんモデルと治療薬抵抗性との関連について、精巣胚細胞腫瘍（TGCT）を用いた解析を

行った。TGCT は稀ながんであるが、思春期および若年成人男性においては最もよくみられる腫瘍の 1

つである。進行した TGCT患者は、治療抵抗性の獲得により予後不良となることが多い。シスプラチンを

用いた化学療法は、胚性がんに代表されるように、シスプラチンに初期感受性を示す進行性 TGCT に

対する標準的な治療法である。しかしながら、シスプラチン耐性の獲得は、TGCT 管理にとって致命的

な障害となりうる。シスプラチン耐性関連遺伝子を同定するため、我々はシスプラチン耐性 TGCT 細胞

について、親細胞と比較したトランスクリプトーム解析を行った(10)。患者由来の TGCT 細胞と NEC8細

胞株から樹立した 2 種類のシスプラチン耐性 TGCT 細胞モデルにおいて、高移動度ヌクレオソーム結

合遺伝子 HMGN5 と減数分裂関連遺伝子 TEX11 の発現が、対応する親株細胞の発現と比較して顕

著に上昇していることを見出した。HMGN5 または TEX11 をノックダウンすると、シスプラチン存在下に

おけるシスプラチン耐性 TGCT 細胞の生存率が大幅に低下することが示された。特に、シスプラチン耐

性 TGCT 細胞における TEX11 のサイレンシングは、DNA 修復に関わる PARP1 タンパク質の活性化

(切断型の出現)と、二本鎖 DNA 切断マーカーである γH2AX 陽性細胞の割合を増加させることが明ら

かになった。さらに、シスプラチン耐性患者由来の TGCT細胞を用いた in vivo異種移植モデルにおい

て、TEX11 特異的 siRNA を投与することにより腫瘍増殖の治療効果を示した。最近、TGCT の予後と

相関するミトコンドリア代謝関連遺伝子の報告がなされ、今後の解析が期待されている(11)。以上のこと

から、がん患者由来モデルによる治療薬抵抗性のメカニズム解析を行い、臨床応用可能な治療標的の

可能性を示唆した。 

ミトコンドリア呼吸鎖超複合体をより実臨床に近い状態で評価・解析するための手法として、生きた細

胞の中でミトコンドリア呼吸鎖超複合体を可視化する方法の構築を行った(12)。そのため、多くのエネル

ギー供給を必要とする組織としてミトコンドリア呼吸鎖超複合体の機能解析が比較的進んでいる筋肉を

対象とし、その代表的な細胞株であるマウス筋芽細胞 C2C12 使用した。この細胞に、ミトコンドリア呼吸

鎖超複合体の構成因子である複合体 I と複合体 IV のそれぞれのサブユニットに緑色と赤色の蛍光蛋

白質を融合した蛋白質を発現するプラスミドを安定発現させた。この細胞では、複合体 I と複合体 IVが

離れて存在しているときにはそれぞれ緑色と赤色の単色の蛍光を発するが、ミトコンドリア呼吸鎖超複合

体(I+III2+IV)が形成されて複合体 I と複合体 IV が近接して存在すると緑色と赤色の蛋白質の間でエ

ネルギーの移行が起こり、緑色で蛍光刺激すると赤色が光る現象(Förster resonance energy transfer; 

FRET)が起こる。従って、この FRET 現象をレーザー顕微鏡で観察・定量化することにより、生きた細胞

の中でミトコンドリア呼吸鎖超複合体の可視・定量化を行うことに成功した。次に、この作製したミトコンド

リア呼吸鎖超複合体の FRET アッセイが可能なマウス筋芽細胞を用いて 1,000種類超の化合物を添加



して FRET アッセイを行い、ミトコンドリア呼吸鎖超複合体の形成を増加させる薬物を探索したところ、リ

ン酸化酵素である SYK (spleen tyrosine kinase)に対する阻害薬を同定した。この SYK阻害薬はミトコン

ドリア呼吸鎖超複合体の形成を亢進させ、酸素消費速度を上昇させることからエネルギー代謝を高める

ことを培養細胞株を用いて明らかにした。SYK 阻害薬をマウスに与えたところ、持続運動を高め、筋肉

におけるミトコンドリア呼吸鎖超複合体の形成量を増加させることを明らかにした。これらの結果より、

FRET 現象を利用したミトコンドリア呼吸鎖超複合体の解析系が実臨床に近い生きた細胞に応用できる

可能性が示唆された。 
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