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研究成果の概要（和文）：胆道癌細胞株の低酸素培養においてPLOD2の発現の増加を認めた。GEM投与により
PLOD2の発現を認め、GEM耐性株ではPLOD2発現の上昇を認めた。耐性株は紡錘状変化を認め、E-cadherinの発現
低下、N-cadherinの発現亢進を認めた。PLOD2の発現抑制により、化学療法耐性の改善、E-cadherinの発現の回
復、N-cadherinの発現の減弱を認めた。胆道癌におけるPLOD2強陽性群は、リンパ節転移が高頻度であり進行病
期の症例が多かった。PLOD2高発現群における無再発生存率は、低発現群と比較して有意に低率であった。全生
存期間に関してPLOD2発現は独立予後不良因子であった。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of biliary tract cancer is unfavorable due to its 
chemoresistance. Hypoxia triggers epithelial-to-mesenchymal transition, which is related to drug 
resistance. In this study, we focused on the functional roles of procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 
5-dioxygenase 2 (PLOD2), a hypoxia-induced gene, and assessed the clinical significance of PLOD2. 
The expression of PLOD2 was induced by hypoxia in vitro and was upregulated in GEM-resistant cell 
lines, which had low expression of epithelial markers and high expression of mesenchymal markers. 
Downregulation of PLOD2 by siRNA resulted in improved chemoresistance, recovery of E-cadherin, and 
reduction of N-cadherin. In the resected samples, PLOD2 expression was significantly correlated with
 lymph node metastasis and stage. Recurrence-free survival and overall survival rates were 
significantly lower in patients with high expression of PLOD2. PLOD2 expression was an independent 
prognostic factor for overall survival. 

研究分野： 消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝胆膵領域癌のうち、胆道癌はその発生頻度および悪性度から難治癌の一つであり、世界的にも研究が進んでい
ないのが現状である。またその生命予後は、化学療法や周術期管理法が進歩した現在においても決して満足のい
くものではない。本研究により胆道癌における化学療法耐性機序の一端が解明され、低酸素誘導遺伝子PLOD2が
新規の予後因子が同定された。さらに化学療法耐性機序として、低酸素刺激による上皮間葉移行によるメカニズ
ムが関与していることが示された。遠隔転移を有する胆道癌において化学療法耐性が最重要課題であり、今後は
上記メカニズムに対する治療法の開発が進むことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
肝胆膵領域癌には、肝癌、胆道癌、膵癌が含まれ、これらの癌種に対する主な治療法は、外科

的手術あるいは抗癌剤による化学療法である。しかしながら、これらの癌種に対する治療成績
は不良であり、難治癌とされている。特に膵癌においては、5 年生存率は約 5％とされ、極め
て予後不良な疾患である。また、肝胆道癌に対する主な治療法は、外科的手術あるいは抗癌剤
による化学療法であるが、いまだに治療成績は不良であり、難治癌のひとつである。その理由
としては、肝胆道癌の転移浸潤機構や化学療法耐性化などの分子生物学的機構がいまだ明らか
にされていないことが挙げられる。 
酸素は、ヒトを含む生物の生存に欠かすことのできない分子である。がん組織は、正常組織と

比較して低酸素環境とされている。低酸素ストレスによって、間質構成細胞である線維芽細胞
は、様々なサイトカインや成長因子を産生し、コラーゲンなどの細胞外マトリックスの再構築
を介して、癌細胞の上皮間葉移行(EMT; epithelial-mesenchymal transition)を促進させ、癌細
胞の転移促進に密接に関与しているとされている（Gilkes DM, Nat Rev Cancer 2014）。しか
しながら、癌細胞と線維芽細胞間のクロストークの仕組みは、いまだ解明されておらず、癌間
質再構築メカニズムも依然として不明である。 
我々は、網羅的遺伝子発現解析により、がん細胞における低酸素誘導遺伝子の解析を行い、様々

な癌種の予後マーカーを同定してきた (Noda T, et al. Liver Int 2012)。その中でも
procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2（PLOD2）は、HIF－１シグナルの下流
に位置し、肝癌における予後マーカーであることを報告してきた。PLOD2 本来の役割は、コ
ラーゲン産生に関与しており、癌間質のリモデリングに関与しているとされている。また近年、
癌の転移機構や化学療法耐性機構として、癌細胞が上皮系から間葉系に形質転換を起こす上皮
間葉移行(EMT; epithelial-mesenchymal transition)が関与していることが明らかになりつつ
ある。EMT により、癌細胞が遊走能・浸潤能を獲得することで、原発巣からの遊離、循環系
への侵入、他臓器への生着が成立することが知られている。肝胆道癌における、癌細胞の転移
浸潤メカニズムや化学療法耐性メカニズムとして、低酸素ストレスによる Hypoxia inducible 
factor-1 (HIF-1)/PLOD2 のシグナル経路により、EMT が誘導される可能性は高いと推測され
る。このような、肝胆道癌における癌の転移浸潤メカニズムや化学療法耐性の新たなシグナル
伝達経路を同定・解明することにより、肝胆道癌における新規治療ターゲットの同定が可能と
なり、非常に有用な研究になると思われる。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、低酸素ストレス下において惹起される低酸素誘導遺伝子 PLOD2 の肝胆道癌
における転移浸潤機構や化学療法耐性機構における EMT の役割を解明し、予後マーカーとな
りうるかどうかを目的としている。 
 
３． 研究の方法 
(1) 細胞株と試薬・抗体 

ヒト胆道癌細胞株(TFK-1, NOZ, CCLP-1)を使用した。通常酸素培養は、5%の CO2 条件下、
低酸素培養は、0.1%の O2, 5%の CO2, 94%の N2 の条件下にて培養を行った。免疫組織化学
染色および蛋白電気泳動に、マウスモノクローナル抗ヒト PLOD2 抗体,ウサギポリクローナ
ル抗ヒト PLOD2 抗体, ウサギポリクローナル抗ヒト beta-actin を使用した。 

 
(2) RNA 抽出と cDNA 合成、リアルタイム PCR 

回収した細胞株より,総 RNA を抽出した。総 RNA より AVM reverse transcriptase のプロト
コールに従い、cDNA を合成した。qRT-PCR はライトサイクラーを用いて測定した。 

 
(3) ウエスタンブロット 

ポリアクリルアミドゲルを使用し、細胞から回収した蛋白質を電気泳動した。蛋白を
polyvinyledene difluoride 膜に転写した。膜に抗 PLOD2 抗体、抗 beta-actin 抗体を反応
させた。 

 
(4) siRNA の遺伝子導入 

PLOD2 の siRNA を使用し、scrambled siRNA を陰性コントロールとして使用した。RNAiMAX
は、プロトコールに従い使用した。 

 
(5) GEM による growth inhibition assay 

各細胞株を各ウェルに 5000cells 播種し、24時間培養後に各濃度の GEM を含有した培地を
使用した。MTT 陽性細胞の比率を算出した。 

 
(6) 免疫組織化学染色： 

大阪大学医学部付属病院にて根治切除術を施行した肝外胆管癌 54 例を対象とした。切除検
体の使用に関しては、全ての患者よりインフォームドコンセントを行い、文書による同意



を得た。 
 
(7) 統計学的手法 

データは、平均値と標準偏差にて表示
し、統計学的解析は、Student の t 検
定、Fisher の正確検定を使用した。生
存曲線は、Kaplan-Meier 法を使用して
比較した。予後因子の解析には、Cox
の比例ハザードモデルを使用した。P
値が 0.05 以下を統計学的有意差あり
とした。統計学的解析は、JMP pro を
用いて解析した。 

 
４． 研究成果 
(1) 胆道癌細胞株における低酸素培養と

PLOD2 発現変化 
ヒト胆道癌細胞株(CCLP-1, TFK-1, 
NOZ)の低酸素培養によりPLOD2の mRNA
発現は、培養開始後 24 時間で 2.6 倍, 
72 時間にて 5 倍に上昇を認めた。
Western blod 法では、PLOD2 の発現は
正常酸素培養でも認められたが、低酸
素培養によりその発現程度は増加を認
めた。また低酸素培養により細胞株は
経時的に紡錘状変化を認めた（図１
A-B） 

 
(2) Gemcitabine 耐性株にお

けるPLOD2の発現および
siRNA 法による PLOD2 発
現抑制と化学療法耐性
の改善 
胆道癌に対する主要な
抗癌剤である
Gemcitabine(GEM)の長
期暴露により樹立した
GEM 耐性株(GR)における
PLOD2 の発現は、親株
(Pt)と比較して、TFK-1, 
NOZ, CCLP-1 のいずれに
おいても 2.5 倍から 12
倍に増加を認めた。
siRNA 法により PLOD2 の
発現は親株と同等レベ
ルまで抑制を認めた。
siRNA 法による PLOD2 の発現
抑制により、TFK-1, NOZ, 
CCLP-1 のいずれの細胞株に
おいて、GEM への感受性は改
善を認めた(図 2A-D)。 

 
 
(3) GEM 耐性株における EMT マー

カーの発現およびPLOD2発現
抑制による変化 
GEM 耐性株(GR)において、親
株と比較して上皮系マーカ
ーのE-cadherinの発現低下、
間葉系マーカーの
N-cadherin の発現亢進を認
めましたが、PLOD2 の発現抑
制により、CDH1 の発現の回復、
CDH2、Vimentin、SNAI1 の発

 

 



現の減弱を認めた(図 3)。 
 
(4) 胆道癌におけるPLOD2発

現の意義 
胆道癌切除検体におけ
る免疫組織化学染色の
結果、主に細胞質に発現
が認められ、染色強度に
より陰性(n=26)、弱陽性
(n=7)、強陽性(n=19)の
３段階に分類された。強
陽性を PLOD2 強陽性群、
陰性と弱陽性をPLOD2弱
発現群の２群に分類し
た。PLOD 弱発現群と強発
現群の 2 群間において、
臨床病理学的因子の比
較を行ったが、年齢、性
別、腫瘍の局在、腫瘍径、
pT 因子、pM 因子、組織
型、手術における根治度、
補助化学療法の有無に有意差を認めなかったが、pN 因子、pStage では、強陽性群において
リンパ節転移の陽性例(p=0.037)および pStage が進行した症例(p=0.001)が有意に高頻度
であった。Kaplan-meyer 法による、胆道癌切除例における PLOD2 の発現程度別の無再発生
存および全生存解析では、いずれにおいても強発現例において有意に予後不良であった
(p=0.0012, p<0.0001)。全生存における Cox の比例ハザードモデルにおける単変量解析で
は、pN因子、pM因子、PLOD2 の発現が有意な因子として同定され、さらに多変量解析では、
PLOD2 が独立した予後不良因子であった(Hazard ratio:2.481, 95%信頼区間: 1.164 - 5.178, 
p=0.019)(図 4)。 
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