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研究成果の概要（和文）：我々の開発した初代三次元培養法（CTOS法）は患者がんの特性を試験管内でよく再現
する。このCTOS法を用いて、活性型遺伝子変異をもつ肺がん細胞が、低酸素により積極的に休眠状態になる分子
メカニズムを解明した。また、同じ腫瘍内に異なる組織型を持つ混合腫瘍では、異なる組織型の起源が同一の細
胞であること、酸素が分化の決定因子であることを明らかにした。大腸粘膜細胞は生理的に低酸素状態にある
が、大腸腫瘍の形成に低酸素誘導因子が必須であることを、大腸がんマウスモデルを用いて証明した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a primary three dimensional culture method for cancer. 
Using the method, we revealed the molecular mechanism of cancer cell dormancy, under which cancer 
cells suppress the oncogenic pathway and their activity in hypoxia. The dormant cells are resistant 
to the molecular targeting drugs. In addition, we revealed that cells of common origin exist in a 
mixed tumor, in which distinct pathological types co-exist in a tumor, and the differentiation is 
dominated by oxygen levels. We also revealed that the mucosal cells in the colon reside in hypoxic 
microenvironment and the hypoxia inducible factor is critical for the development of colon tumor 
using mouse model of colon cancer.

研究分野：腫瘍生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究班では本領域研究が提唱した「生体内の構成細胞が、必要とする最適な酸素濃度領域を能動的に構築す
る」酸素リモデリングの概念を、がん細胞の休眠や分化状態の変化で実証した。つまり、がんは発がん経路でが
ん化するが、がん細胞は劣悪な環境下では、その発がん経路を自ら抑制することで、休眠状態になり生存する。
現状のがん治療が活動状態のがん細胞のみを標的にしていることから、今後根治を目指したがん治療を開発する
うえで極めて重要な発見である。また、酸素分圧の違いによってがんの組織型（分化状態）が変化することを実
証したが、これも治療法の選択において重要な知見である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

癌は増殖性疾患であるために、増殖能にのみ焦点が当てられがちであるが、実際の腫瘍内には

細胞周期や代謝の不活発な細胞が存在し、治療抵抗性や再発の温床となる可能性がある。癌組織

内で酸素供給が不足する中で、癌細胞が酸素を消費することにより癌組織は低酸素状態になる

が、まず、いわゆる急性期低酸素応答をすることで、ミトコンドリアでの酸素消費を抑制し、解

糖系にシフトすることによって活動を維持しようとする。一方、低酸素状態が遷延する場合には、

酸素消費を落として危機的な酸素欠乏を回避する(dormancy)と同時に、幹細胞性の獲得や分化

誘導など質的な変化が惹起される。従来の癌細胞株が一般に低酸素で dormancy 状態になること

ができないことから、新しい実験モデルが求められていた。我々は癌細胞初代培養法 Cancer 

Tissue-Originated Spheroid 法（CTOS 法）を開発し、癌臨床検体から高効率に高純度の癌細胞

を初代培養することを可能にしていた(Kondo 2011 PNAS)。また、従来の癌細胞株と対照的に、

CTOS が低酸素で容易に dormancy 状態になること、dormancy の細胞が化学療法耐性であること

を既に明らかにしていた（Endo 2014 PLoS One）。本研究班では本領域研究が提唱した「生体内

の構成細胞が、必要とする最適な酸素濃度領域を能動的に構築する」酸素リモデリングの概念を、

dormancy を軸に癌に外挿することを目的として研究を行った。 

 
２．研究の目的 

癌組織の内部環境は低酸素であり、低酸素は癌の転移などの悪性化や治療抵抗性と密接に関

連している。癌細胞は、供給の不足下で酸素消費をすることで低酸素になると、酸素消費を落と

して危機的な酸素欠乏を回避すると同時に、幹細胞性の獲得や分化誘導など質的な変化が惹起

される。このような酸素リモデリングによって確立する動的平衡の実態を明らかにすることを

目的とした。低酸素状態の癌細胞の特徴を、CTOS を用いて生化学的、分子生物学的に明らかに

するとともに、遺伝子発現プロファイルを網羅的に解析し、dormancy マーカーの探索およびそ

れを利用して dormancy マーカー遺伝子のプロモーターで細胞標識し dormancy 細胞の運命を追

跡することを計画した。マーカー遺伝子のプロモーター下にジフテリア毒素受容体を発現する

トランスジェニックマウスを作出し、腫瘍マウス等との交配により dormancy 細胞を選択的にア

ブレーションする dormancy toxin の化合物スクリーニングとその標的分子の探索を目指した

が、研究を実施する過程で、後述するように dormancy の特性上 dormancy 特異的転写マーカー

の探索は困難なことが判明したため、dormancy 標識遺伝子改変マウスの作製は断念した。マウ

スモデルの研究は、腸管腫瘍の形成における低酸素関連因子の役割を明らかとすることを目的

とした。 

 
３．研究の方法 

(1) 低酸素による EGFR 遺伝子変異肺癌初代培養細胞の休眠状態の誘導 

肺癌由来 CTOS を StemPro hESC 中で培養し、20%O2 または 1%O2 における CTOS の増殖を比較し

た。ウエスタンブロット法を用いて低酸素下におけるシグナルの変化を検討した。免疫沈降法お

よび proximity ligation assay 法により、ERBB family RTK の会合、局在を検討した。MIG6 の

発現を shRNA 法で抑制した。 

(2) 子宮頚部小細胞癌・腺癌混合腫瘍における低酸素による分化方向性の決定 

子宮頚部小細胞癌・腺癌混合腫瘍およびそれに由来する CTOS の小細胞癌マーカーCHGA と腺癌

マーカーKRT19 および KRT7 を免疫染色した。単細胞網羅的遺伝子発現解析を行い、クラスタリ

ングによるグループ化を行った。EGFP 発現ベクターを低効率で導入し、単細胞追跡を行った。

CTOS を低酸素下で培養し、小細胞癌マーカーCD99 を flow cytometry で検出した。HIF-1αおよ



び Notch の NICD をウエスタンブロット法で検出した。様々な子宮頚部小細胞癌 CTOS ラインで、

低酸素培養における様々な小細胞癌マーカーと腺癌マーカーの変化を検討した。 

(3) 腸管腫瘍形成における低酸素関連因子の役割 

腸管腫瘍形成において低酸素関連因子である HIF-1αおよび HIF-2α が果たす役割を検討す

るため、ApcΔ716 マウスと腸上皮特異的な HIF-1αおよび HIF-2α欠失誘導型変異マウスとの

複合ノックアウトマウスを作出し、腫瘍形成に及ぼす影響を解析した。また、ApcΔ716 マウス

の腸管腫瘍形成には Myd88 が重要な役割を果たすことを示す予備的データを得ていたため、

MyD88 の下流で HIF-1α、HIF-2αが作用する可能性について、ApcΔ716 マウスと腸上皮特異的

な MyD88 欠失誘導型変異マウスとの複合ノックアウトマウス、および腸管腫瘍細胞由来オルガ

ノイドを用いて検討した。 

 
４．研究成果 

(1) 低酸素による EGFR 遺伝子変異肺癌初代培養細胞の休眠状態の誘導 

① EGFR 活性型変異を有する肺癌由来 CTOS は、低酸素下で可逆的な休眠状態に陥った。この休

眠状態下の CTOS は、EGFR TKI 耐性を示した。低酸素下で dormancy 状態にある肺癌 CTOS は、

EGFR の恒常的な活性化にも関わらず、HER2、HER3 のリン酸化が低下した。免疫沈降法および

Proximity ligation assay により、EGFR と HER3 の会合は低酸素下で低下することが明らかと

なった。EGFR の内因性阻害物質 MIG6（ERRFI1）の発現は低酸素で継時的に上昇した。MIG6 の発

現を抑制すると dormancy 状態にならないことから、EGFR 活性型変異を有する肺癌細胞は、MIG6

の誘導により積極的にEGFRシグナルを抑制することでdormancyに陥ることを示した(Endo 2017 

Oncogene)（図１）。癌のドライバー変異はがん細胞にとって必須のシグナルを活性化するため、

分子標的治療の対象になっているが、がん細胞は環境によって積極的にドライバーシグナルを

抑制することで dormancy 状態になることが実証された。これは典型的な「酸素リモデリング」

の一例である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② 活動状態と dormancy 状態の遺伝子発現を網羅的に比較解析し dormancy マーカーの探索を

試みたが、遺伝子発現については、蛋白レベルとの不一致が顕著であった。これは dormancy 状

態におけるタンパク合成の低下や分解の亢進によるものと考えられる(Endo 2017 Oncogene)。

MIG6 のように低酸素状態下でも mRNA が polysome 分画に存在する蛋白もあることから、低酸素

下 polysome 分画の mRNA を網羅的に解析することが、dormancy マーカーの探索に有用である可

能性が示唆された。酸素リモデリングの総説(Mori 2016 Pflugers Arch)、および本研究を含む

癌 dormancy 研究の総説 (Endo 2019 Cancer Sci) を発表した。 

図１ EGFR変異型肺癌の dormancy誘導メカニズム 



③ CTOS を用いたハイスループット化合物スクリーニング系を開発した (Kondo 2019 Cancer 

Science)。dormancy CTOSを対象としてdormancy細胞を障害する薬剤のスクリーニングを行い、

共通の標的をもつ複数の分子標的薬を同定した。興味深いことに、この経路の活性化は dormancy

で低下するが、残存する低レベルの活性が dormancy に必須である（論文投稿準備中）。 

(2) 子宮頚部小細胞癌・腺癌混合腫瘍における低酸素による分化方向性の決定 

CTOS 法の利点の一つは、患者がんの分化形質を培養条件下でも保持することである。子宮頚

部小細胞神経内分泌癌は臨床的にしばしば腺癌との混合癌を形成するが、一つの CTOS ラインは

患者腫瘍と同様に混合腫瘍の表現型を示した。患者腫瘍やマウス移植腫瘍、CTOS を、小細胞癌、

腺癌それぞれのマーカーで染色すると、明確に一方のマーカーが検出される部位と両者が発現

する部位、全く発現していない部位が混在することが分かった。単細胞遺伝子発現解析の結果、

明確に二つの組織型の特徴を示すクラスターに加え、小細胞癌の傾向は示すが特徴的でないク

ラスターの存在が示された。EGFP 導入による単細胞追跡により両成分がクローナルな起源をも

つことを証明した。単細胞解析の結果、HIF 下流の遺伝子が鮮明に活性化しているクラスターが

存在したことから、低酸素が分化方向を規定する因子であるとの仮説を立てた。実際に低酸素培

養すると小細胞がんマーカーの発現が減弱し（図２）、それは HIF-1αと Notch シグナル依存的

であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

他の小細胞癌 CTOS ラインでも、低酸素下で、小細胞がんマーカーが減弱した(PNAS, submitted)。

これまでに混合腫瘍のクロナリティーを直接証明した研究はない。さらに低酸素が分化傾向を

制御していることを示した。これも酸素リモデリングの一例と言える。肺癌では腺癌が治療中に

小細胞がんに転換することは臨床的に報告されており、今後の治療法の開発に重要な知見とな

る。 

(3) 腸管腫瘍形成における低酸素関連因子の役割 

① 大腸がんマウスモデルである ApcΔ716 マウスの腸管腫瘍では、HIF-1α、HIF-2αおよびそ

れらの標的遺伝子の発現は細胞増殖が盛んな部分で亢進しており、高度な低酸素領域とは合致

しなかった。腸管上皮細胞特異的に HIF-1α、HIF-2αをそれぞれ欠失させたところ、いずれも

腫瘍サイズ、数ともに顕著に減少した。腸管腫瘍内では低酸素非依存的に HIF-1α、HIF-2αが

発現誘導され、それらが腫瘍細胞の増殖に寄与することを示した。正常大腸上皮では、腸内細菌

叢により作り出された生理的低酸素環境により HIF が発現誘導されることから、腸管における

低酸素および低酸素疑似環境の重要性が明らかになった。（論文投稿準備中）。 

② ApcΔ716 マウスの腸管上皮細胞特異的に MyD88 を欠失させたところ、HIF-1αおよび標的

遺伝子の発現低下を伴って腫瘍数が顕著に減少した。腸管腫瘍細胞由来オルガノイドで MyD88 を

図２ 子宮頸部小細胞癌(SCNEC)・腺癌(Adenocarcinoma)混合腫瘍の各成分割合 
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欠失させるとアポトーシスが引き起こされ、ヒト大腸がん細胞株 HCT116 においても MyD88 のノ

ックダウンは同様の作用を示したことから、Wnt 経路活性化と MyD88 の欠失が合成致死に働くこ

とを明らかにした。また、HIF-1αが MyD88 の下流に位置づけられたことから、大腸がんにおい

て MyD88/NFκB/HIF-1α経路が治療標的となる可能性が示された。（論文投稿準備中）。 
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