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研究成果の概要（和文）：術前治療後に根治術を施行した食道扁平上皮癌88例の切除標本においてmtDNAコピー
数を測定。mtDNAコピー数低値群で有意に化学療法の病理組織学的効果が乏しかった。ミトコンドリア転写因子A
（TFAM）をshRNAでknockdown（KD）し、mtDNAコピー数減少細胞株を樹立した（TE8:約40%、TE11:約60%）。抗が
ん剤感受性を比較したところ、mtDNAコピー数が減少した細胞では、抗がん剤の感受性が低下していることがわ
かった。また、同様の結果が皮下腫瘍モデルでも確認でされた。
以上の結果よりmtDNAコピー数減少細胞は、抗がん剤に対する治療抵抗性があることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We measured mtDNA copy number in resected specimens of esophageal squamous 
cell carcinoma that underwent radical surgery after preoperative treatment. The histopathological 
effects of chemotherapy were significantly poor in the mtDNA copy number low group. Mitochondrial 
transcription factor A (TFAM) was knocked down (KD) with shRNA to establish a mtDNA copy number 
reduced cell line (TE8: approximately 40%, TE11: approximately 60%). Comparison of anticancer drug 
sensitivities showed that cells with reduced mtDNA copy number had reduced anticancer drug 
sensitivity. Similar results were also confirmed in the subcutaneous tumor model.
From the above results, it was confirmed that mtDNA copy number-reduced cells are resistant to 
treatment with anti-cancer agents.

研究分野： 消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は、化学療法の治療抵抗性にmtDNAコピー数減少が関与することを示唆している。すなはち、何らか
の理由で減少しているmtDNAコピー数を増加させることができれば化学療法の効果が改善し、ひいては食道癌の
治療成績向上につながると考えられる。これまで、mtDNAと化学療法抵抗性に言及した報告はほとんどなく、新
たな治療戦略につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年ミトコンドリアをはじめとする様々なオルガネラに対する選択的機構の存在が明らかにな
ってきた。特にミトコンドリアに対するオートファジーはマイトファジーと呼ばれており、機
能低下したミトコンドリアを除去することによりミトコンドリアの品質管理に貢献しているこ
とが明らかになってきている。しかしながら、癌細胞におけるミトコンドリア機能異常が癌の
進行や治療抵抗性に与える影響とそのメカニズムに迫ったものは未だ無いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
癌細胞においてミトコンドリアの機能異常があることが観察されているが、ミトコンドリア機
能異常が癌の進行や治療抵抗性に及ぼす影響に関しては不明な点が多い。また、ミトコンドリ
ア機能異常の原因として、ミトコンドリア DNA(mtDNA)のコピー数異常や、mtDNA の変異
などが考えられるが、臨床検体における mtDNA の状況は未だ明らかではない。本研究では、
まず mtDNA のコピー数異常や変異がヒトの臨床検体で認められるかを現状調査を行う。次に、
ミトコンドリア機能異常が治療抵抗性に及ぼす影響を検討し、ミトコンドリア機能制御が新規
の治療標的になるかを検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）臨床検体における mtDNA 異常の存在確認および治療による mtDNA コピー数の変化の検証 
食道癌臨床検体を用い、mtDNA コピー数や mtDNA 変異の解析を行い、食道癌における mtDNA 異
常の現状把握を行う。また、治療前後でのmtDNAコピー数変化やmtDNA変異の有無、これらmtDNA
の情報と臨床病理学的因子（腫瘍の進行度や抗癌剤の治療効果や予後など）との相関を検討す
る。さらに、mtDNA 由来の電子伝達系を構成する分子（COX1,ND1）の免疫染色を行い、mtDNA
の情報と相関性を検討する。また、血液中の mtDNA コピー数や変異を解析し、癌診断や感受性
予測への利用可能性を模索する。 
 
（２）mtDNA コピー数減少が化学療法感受性に及ぼす影響の検討 
In vitro で、mtDNA コピー数を減少させた細胞株を樹立する。 
エチジウムブロマイド(EtBr)および mtDNA の転写因子である TFAM に対する shRNA を用いて、
mtDNA コピー数を段階的に減少させる。mtDNA 量に応じて(100%、60%、30%、0%)ミトコンドリア
機能を評価し、mtDNA コピー数とミトコンドリア機能の相関性を確認する。その上で、mtDNA
コピー数と抗癌剤感受性を比較検討する。 
 
（３）抗癌剤耐性株の樹立および獲
得耐性におけるmtDNA変異領域の同
定 
抗癌剤耐性株を樹立し、mtDNA のコ
ピー数およびmtDNA変異を親株と比
較検討する。シークエンスを行い、
mtDNA 変異を同定する。 
 
４．研究成果 
①2002 年～2012 年に術前未治療で
根治術を施行した食道扁平上皮
癌 80 例の切除標本（FFPE）を用
い、Laser microdissection によ
り癌部 DNA を抽出し、リアルタイ
ムPCR法でCO1遺伝子と核DNAの
比より mtDNA コピー数を測定。20
例について非癌部食道粘膜の
mtDNA コピー数と比較すると、癌
部では 56.0% (37.4-234.5%)と有
意に減少していた。癌部 80 例で
の検討では、mtDNA コピー数低値
群で有意に病理学的深達度及び
病理学的病期が進行していた。また、低値群で有意に 5年生存率が不良であり（31.5% vs 68.4%, 
p<0.01)、mtDNA コピー数は独立予後因子であった。 
 



②ミトコンドリア転写因子 A（TFAM）を shRNA
で knockdown（KD）し、mtDNA コピー数減少
細胞株を樹立した（TE8:約 40%、TE11:約 60%）。
遺伝子発現について RT-PCR 法および WBを施
行すると、TFAM-KD 細胞では E-cadherin の低
下、N-cadherin / vimentin / zeb-1 の上昇
が見られた。さらにMatrigel-invasion assay、
Scratch-wound healing assay を行ったとこ
ろ、TFAM-KD 細胞は浸潤能、遊走能が有意に
亢進していた。一方、癌幹細胞マーカーであ
る CD44 について、mRNA 及び蛋白発現を
RT-PCR とフローサイトメトリーで測定し
た結果、TFAM-KD 細胞で CD44 の mRNA 及び
蛋白発現の上昇を認めた。Tumor sphere 
formation assay を行ったところ、TFAM-KD
細胞で腫瘍形成能が有意に亢進していた。
以上の結果よりmtDNAコピー数減少細胞は、
癌の悪性度と関連する上皮間葉転換、癌幹
細胞化をきたしていることが示唆された。 
 
③術前治療後に根治術を施行した食道扁
平上皮癌 88 例の切除標本（FFPE）を用い、
Laser microdissection により癌部 DNA を
抽出し、リアルタイム PCR 法で CO1 遺伝
子と核DNAの比よりmtDNAコピー数を測
定。mtDNA コピー数低値群で有意にｃM
陽性症例が多く、化学療法の病理組織学
的効果が乏しかった。また、低値群で有
意に 5年生存率が不良であった。 
 
④ TE8およびTE11の親株およびshTFAM
を導入した細胞株に抗がん剤を暴露し、
抗がん剤感受性を比較した。その結果、
mtDNA コピー数が減少した細胞では、抗
がん剤の感受性が低下していることが
わかった。またこれらの細胞を用いて皮
下腫瘍モデルを作成し、抗
がん剤を暴露したところ、
mtDNA コピー数が減少し
た細胞は、コントロールと
比較し、腫瘍サイズが大き
く、治療抵抗性を示唆する
結果であった。 
 
 
 
 
 
 
⑤抗癌剤耐性株を樹立し、mtDNA のコピー数および mtDNA 変異を親株と比較検討するためのサ
ンプル調整が完了した。現在シークエンスに提出し、結果待ちの状態である。 
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