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研究成果の概要（和文）：Cancer stem-like cells（CSCs、がん幹細胞様細胞）はがん微小環境中に存在する自
己複製能と未分化性を有し、抗がん薬や放射線治療に対し抵抗性を示す。CSCsは、P-糖タンパク質やBCRPが発現
しており高い排出機構を有している。また、CSCs中には、炎症やがんの発生にも関与しているIL-32が高発現し
ていた。さらに、シスプラチン耐性細胞であるKCP-4細胞にもIL-32の発現が亢進しており、IL-32の遺伝子発現
をsiRNAで抑制したところ、KCP-4細胞のシシスプラチンの感受性が変化した。IL-32は、抗がん薬耐性やCSCs形
成に重要な役割を担っている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem-like cells (CSCs), possessing self-renewal and multipotency 
capabilities, are widely recognized as the underlying cause of resistance to chemotherapy and 
radiotherapy within the tumor microenvironment. CSCs are known to exhibit a robust efflux system, 
expressing multiple adenosine triphosphate-binding cassette transporters, such as P-glycoprotein and
 breast cancer-resistant protein. Among the inflammatory cytokines implicated in cancer development,
 IL-32 was found to be overexpressed in CSCs. To investigate the effects of IL-32 on chemotherapy 
resistance, the cisplatin-resistant cell line, KCP-4, derived from human epidermoid carcinoma KB-3-1
 cells was employed. Notably, the expression of IL-32 increased in KCP-4 cells compared to that in 
KB-3-1 cells. Employing small interfering RNA-mediated gene silencing techniques targeting IL-32 
resulted in increased sensitivity to cisplatin, suggesting a crucial role for IL-32 in chemotherapy 
resistance and CSC formation.

研究分野： 医療系薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍中には、自己複製能と多分化能を有するがん幹細胞の存在することが分かってきており、がん幹細胞の存在
ががんの再発や薬剤抵抗性に寄与していることが想定される。がん幹細胞の特徴の１つとして、P-糖タンパク質
（P-gp）やBCRP（breast cancer-resistant protein）といったABCトランスポーターが過剰発現している。悪性
腫瘍に対する抗がん薬耐性は大きな問題であり、耐性・進展の機序を解明し、実用的な治療薬を開発することは
重要且つ緊急課題であると考えられる。本研究では、今回、IL-32が抗がん薬耐性因子であることを示してお
り、今後の治療薬の開発に貴重な情報となり得る。

※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。



 
 
１．研究開始当初の背景 
 がん分子標的薬の開発が進み、がんの治療成績は目覚ましく向上しているが、わが国のがん死
亡者の増加を抑制できていないのが現状である。これは、抗がん薬治療後に残存するがん細胞に
よって再発や転移が生じるためである。がんの根治を目指すには、がんを取り巻く微小環境を詳
細に解析し、新規がん分子標的薬の開発が必要である。 
 抗がん薬に対する耐性機構については、これまで多く報告されており、がん細胞への抗がん薬
の取り込みの減少、がん細胞の薬剤排出亢進、アポトーシスの減少、生存シグナルの活性化など
多岐にわたる。また、固形腫瘍では、低酸素やグルコース飢餓状態などのストレス環境など正常
な組織にはみられない微小環境が存在する。このような微小環境は、がんの悪性化や薬剤耐性の
原因となることが知られている。 
 
本研究では、がん微小環境として、がん幹細胞に着目して研究を実施した。プレート表面を特

殊加工して細胞が接着しない条件で培養すると、腫瘍細胞のほとんどは死滅するが、がん幹細胞
と考えられる一部の細胞は sphere を形成することから、がん幹細胞のモデルとして有用である。 
腫瘍中には、自己複製能と多分化能を有するがん幹細胞の存在することが分かってきており、

がん幹細胞の存在ががんの再発や薬剤抵抗性に寄与していることが想定される。がん幹細胞の
特徴の１つとして、P-糖タンパク質（P-gp）や BCRP といった ABC トランスポーターが過剰
発現している。がん幹細胞は、抗がん薬に抵抗性を示し、その後再び増殖してくる。これらのト
ランスポーターの発現は、がんが多剤耐性を示す原因の１つでもある。 
悪性腫瘍に対する抗がん薬耐性やがんの再発は大きな問題であり、耐性・進展の機序を解明し、

実用的な治療薬を開発することは重要且つ緊急課題であると考えられる。ABC トランスポータ
ーは、ATP 結合カセットと呼ばれる共通配列を有する輸送体蛋白質で、ヒトでは約５０種類存
在する。その内、MDR1/ABCB1、MRP1/ABCC1、BCRP/ABCG2 は、抗がん薬を細胞内から細
胞外に排出する薬剤排出トランスポーターで、がん幹細胞にも発現が認められている。 

 
一方、1986年にラットよりvaultが細胞内オルガネラとして coated vesicle から単離された。

電子顕微鏡による解析から、形態がゴシック様式の大聖堂のアーチ型に似ているため vault と名
付けられた。Vault は中空になっており、その中に 70S 大腸菌リボゾームを数個取り込めるほ
ど大きく、今日まで報告されている中で最大のリボ核蛋白体を形成している。 

Vault は、100kDa の LRP/MVP (Lung Resistance Protein/Major Vault Protein)のほかに、
240kDa(p240)、193kDa(p193)の蛋白質と 1 種類の vault RNA (vRNA)から構成されている。 
MVP のみを大腸菌に発現させると vault 様の構造物が形成されることを見出し、MVP が vault
の特徴的な形態に関与していることが示されている。また、Vault の構成成分の 1 つである MVP
のノックアウトマウスが作製されたが、明らかな病態は観察されず、vault が細胞内で一番大き
なリボ核酸蛋白体であるにも関わらず、その機能は現在まで不明な点が多い。 
また、p-糖蛋白質を発現していない多剤耐性ヒト肺癌細胞株に 110kDa の蛋白質が発現して

いることが分かり、この蛋白質は LRP と名付けられた。LRP は、ABC トランスポーターでは
ないが、核膜や細胞質小胞に局在しているため細胞内の輸送に関与していると予想されている。
しかし、その詳細は不明である。 

Vault の構成成分の 1 つである LRP は多剤耐性に関与していると考えられているが、LRP 
cDNA をトランスフェクトした細胞は、多剤耐性にはならなかった。また、これまでの報告から
vault は、PTEN と結合することも明らかとなっている。さらに、PTEN は核に移行し DNA 修
復に関与する Rad51 の発現を制御しており、PTEN の細胞内の局在が MVP の機能に重要であ
ることが示されている。 

 
本研究は、Sphere 形成能を基にした cancer stem-like cells (CSCs：がん幹細胞様細胞) モデ

ルを用いた研究で、特殊加工して細胞がプレート表面に接着しない条件で培養すると、腫瘍細胞
のほとんどは死滅するが、CSCs と考えられる一部の細胞は sphere を形成し細胞死から回避す
ることが分かっている。このがん幹細胞モデルを用いて sphere 化した細胞が親細胞と比較して、
どの程度抗がん剤耐性になるか調べた。ゲムシタビン、パクリタキセル、カルボプラチンを用い
て抗がん剤感受性試験を MTT アッセイ法にて調べたところ、一度 sphere 化した細胞集団は、
ゲムシタビン、パクリタキセルに対して親細胞と比較して抵抗性を示した。 
一方、シスプラチン耐性細胞 KCP-4 は、ヒト咽頭がん細胞 KB-3-1 から樹立されたシスプ

ラチン耐性株である。抗がん薬耐性機序を解明する目的で KB-3-1 細胞、KCP-4 細胞を用いて
研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
 がん幹細胞は、抗がん薬に対し治療抵抗性を示す可能性が高く、腫瘍の悪性度を決定づける要
因の１つと考えられているが、その詳細は不明である。また、がんの微小環境は、悪性腫瘍に対
する抗がん薬耐性やがんの再発に大きく関与する大きな問題であり、耐性・進展の機序を解明し、
実用的な治療薬を開発することは重要且つ緊急課題であると考えられる。  



本研究では、がんの微小環境・がん幹細胞に着目し新規がん分子標的治療薬の開発を行うこと
を目的とする。 
 プレート表面を特殊加工して細胞が接着しない条件で培養すると、腫瘍細胞のほとんどは死
滅するが、がん幹細胞と考えられる一部の細胞は sphere を形成すること、sphere 化させた細
胞では、Oct-4（幹細胞マーカー）、P-糖タンパク質（MDR1）、MRP1（ABCC1）、BCRP（ABCG2）
の発現が亢進することを見出している。このがん幹細胞モデルを用い、がん幹細胞の発現分子を
詳細に解析し、実用的な新規がん幹細胞を標的とする新規がん幹細胞分子標的治療薬の開発を
行うことを本研究の目的とした。 
 さらに、抗がん薬耐性機序解明を目的に KB-3-1 細胞、KCP-4 細胞を用いて実験を実施した。 
 
３．研究の方法 
 Sphere 形成能を基にした cancer stem-like cells (CSCs：がん幹細胞様細胞)モデルを用いて
実験を実施した。細胞株として、ヒトグリオーマ細胞株 U251、ヒト頭頚部がん細胞株 KB-3-1、
シスプラチン耐性KCP-4細胞を使用した。抗がん薬感受性試験をMTTアッセイ法にて調べた。
遺伝子発現には、RT-PCR 法、マイクロアレイ法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
 Sphere 形成能を基にした CSCs モデルを用いて研究を実施した。特殊加工して細胞がプレー
ト表面に接着しない条件で培養すると、腫瘍細胞のほとんどは死滅するが、CSCs と考えられる
一部の細胞は sphere を形成し細胞死から回避することが分かっている。このがん幹細胞モデル
を用いて実験を実施した。無血清培地に 20 ng/m L の human recombinant epidermal growth 
factor (EGF)、20 ng/mL human recombinant basic fibroblast growth factor (bFGF)を加えて
ultra-low attachment dish でがん細胞を培養したところ、sphere の形成が認められた。また、
この細胞群と 10%血清含有培地で付着できる dish で培養した細胞群（コントロール群）とで、
幹細胞マーカーとして知られている Oct-4 や Nanog の発現を比較したところ、ultra-low 
attachment dish で培養した細胞群で Oct-4 や Nanog の発現亢進が認められた。 
また、sphere を形成した細胞群とコントロール群との遺伝子発現を比較したところ、ABCB1、

ABCC1、ABCG1、ABCA1、ABCA12、ABCC2、ABCC5 といったトランスポーターの遺伝子
発現の亢進、EF ハンド型カルシウム結合性ドメインを持つ S100A16 や vault の構成成分であ
る MVP (Major Vault Protein) の発現亢進が認められた。また、interleukin の遺伝子発現をコ
ントロール細胞とプレート表面を特殊加工して細胞が接着できない条件で培養したがん細胞と
で網羅的に比較したところ、interleukin（IL）-1β、IL-11、IL-15、IL-23A、IL-24 の遺伝子の
発現亢進が、がん幹細胞様細胞集団で認められた。 
このモデルを用い、がん幹細胞様の発現分子を matrix metallopeptidase に着目して調べた

ところ、MMP (matrix metallopeptidase)-1、MMP-10、MMP-12、MMP-23B の発現亢進が認
められた。一方、MMP-15、MMP-24 の発現は、がん幹細胞様群で低下していた。 
さらに、付着したコントロール細胞とプレート表面を特殊加工して細胞が接着できない条件

で培養したがん幹細胞様細胞とで遺伝子発現を比較したところ、インターロイキン 32
（Interleukin-32、IL-32）の遺伝子発現の亢進が認められた。 

 
KB-3-1 に抗がん薬の 2.5μM、5.0μM のシスプラチンを付与し 24 時間培養後、RNA を回収

し IL-32 の発現を RT-PCR で調べたところ、シスプラチンによって IL-32 の遺伝子発現が亢進
した。また、KB-3-1 細胞にシスプラチンを付与して得られたシスプラチン耐性細胞株（KCP-4）
は、IL-32 の遺伝子発現が KB-3-1 より亢進していた。さらに、IL-32 の遺伝子発現を siRNA で
抑制したところ、KCP-4 細胞における IL-32 の発現は効率よく抑制され、同時にシスプラチン
の感受性が変化した。 
アポトーシスを抑制し細胞の増殖に関与する転写因子として NF-κB（nuclear factor κB）

が知られている。NF-κB は主に p50 と RelA のヘテロ二量体で、p50 と RelA はその N 末端に
約 300 アミノ酸からなる RHD（rel homology domein）を有する。RHD は二量体形成、DNA
結合のほかに、NF-κB の抑制因子である IκB（Inhibitor of NF-κB）と結合している。RHD
の C 末端側には核移行シグナルが存在するが、通常、IκB の RHD への結合によりその核移行
シグナルがマスクなれるため細胞質に引き留められ、NF-κB は不活性化状態にある。しかし、
細胞への刺激によって IκB の N 末端のセリンがリン酸化されるとユビキチンプロテアソーム
系で IκB が分解され、NF-κB は核へ移行し、標的遺伝子の発現を亢進する。KCP-4 は、親細
胞株の KB-3-1 細胞より NF-κB が活性化していること、NF-κB は、Bcl-xL 遺伝の発現を誘導
することが知られている。そこで、IL-32 の遺伝子発現を siRNA で抑制したところ、KCP-4 細
胞における BCl-xL の発現が低下した。Bcl-2 ファミリータンパク質は、ミトコンドリアの透過
性を調節することによってアポトーシスを制御する。抗アポトーシスタンパク質である Bcl-2 や
Bcl-xL は、ミトコンドリア壁の外側に存在し、シトクロム c の放出を阻害することが知られて
いる。KCP-4 細胞は、IL-32 の発現を亢進することによって NF-κB の活性化を促進し、その
下流の BCL-xL の発現を亢進させることによってシスプラチンへの耐性化の一部を担っている
可能性がある。 

 



シスプラチンや sphere を形成した細胞群で IL-32 の発現が亢進する詳細な機序に関しては、
不明であるが、IL-32 の発現亢進は、抗がん薬耐性や CSCs 形成に重要な役割を担っている可能
性が示唆された。 
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