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研究成果の概要（和文）：化療や放射線治療後などの腫瘍組織で巨核、多核の異型癌細胞（GMN癌細胞）が散見
されても、関心を払われてこなかった。GMN癌細胞は決して静止期の細胞ではない。積極的に癌の微小環境を改
変して、そのフィードバックからGMN癌細胞はさらに間葉転換を容易に受け、腫瘍は浸潤性を獲得する悪性スパ
イラルの原因になる事を提唱した。GMN癌細胞とCAF（癌関連線維芽細胞）動員という、一見して異なる現象が結
びつき新たな領域の研究となった。GMN癌細胞の増殖や癌浸潤・転移のシグナル伝達経路を明らかにする本研究
は、癌治療後の再発および悪性化のブロックや感知に働く創薬や腫瘍マーカーの創造へと繋がることが期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Giant / Multi-Nucleated cancer cells (GMN cancer cells) are found in tumor 
tissues after chemotherapy or radiation therapy. GMN cancer cells are by no means quiescent cells. 
GMN cancer cells were found to contribute to active alteration of the tumor microenvironment and to 
be susceptible to mesenchymal transition from their feedback. GMN cancer cells and CAF (Cancer 
associated fibroblasts) mobilization, which seemingly different phenomena, will lead to creation of 
a new field of research. This study, which elucidates the signaling pathways of GMN cancer cell 
proliferation and cancer infiltration / metastasis, will lead to the creation of drugs and tumor 
markers that block and detect cancer recurrence and malignancy after cancer treatment. 

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： CAF　細胞分裂　がん微小環境　浸潤　サイトカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞における細胞分裂の失敗は、癌ゲノム情報に大規模な変異を与える（ミクロ的変化）。また、癌細胞とそ
の周辺細胞との相互作用も癌細胞の性質変異につながる（マクロ的変化）。ミクロとマクロな2つの変化が連携
し、癌悪性化を増幅させるメカニズムを明らかにできる。従来とは異なる効果的な癌抑制経路を模索し、癌の緩
和を目指している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
巨核・多核である GMN癌細胞（GMN: Giant and / or Multi-Nucleated）は細胞分裂の失敗により
産生される。細胞分裂の失敗は自然発生的な要因もしくはがん化療や放射線治療を原因するこ
とが知られている。GMN 癌細胞では染色体構造異常や大規模なゲノム DNA 変異が散見される
ため、細胞内情報の錯乱が報告されている。がん組織における GMN 癌細胞の有無が 5 年生存
率と相関することが認められている。 
近年、癌組織に含まれる異質な間質細胞と癌細胞の相互応答による癌進行が注目されている。
例えば、正常な線維芽細胞は癌細胞からの刺激により、CAF: Cancer associated fibroblasts（癌関
連線維芽細胞）へと変質する。CAF は癌細胞の分子発現を誘導し、癌増殖や浸潤の促進に働く
ことが注目されてきた。申請者は細胞分裂異常と癌周辺環境（がん微小環境）の両面からの腫
瘍研究を進めてきた。 
これまでに、組織特異的ながん微小環境が癌細胞の細胞分裂異常を導くことを見つけた（2021
年、癌学会学術総会にて発表）。ミクロ（GMN癌細胞）とマクロ（CAF）な変化の連携が癌悪性
化を加速させるという斬新な概念を検討してきた。GMN癌細胞に応答した線維芽細胞はサイト
カイン産生の高い CAF へと変化することを見出した。一方、GMN 癌細胞は CAF の構築したが
ん微小環境に対して高い感受性を示すことで浸潤や転移性を一層亢進させ、悪性度の高い癌細
胞の拡散を導くことが考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
GMN癌細胞と CAFがどのように相互作用し、腫瘍を増悪とさせるか明らかにする。GMN癌細
胞による CAF の動員および、CAF からのフィードバックによる GMN 癌細胞の移動・増殖性促
進に関わる分子シグナルを特定する。通常癌細胞とは異なる GMN 癌細胞特有の細胞外小胞や
液性因子に注目し、構築されるがん微小環境の変移について言及していく。 
 
３．研究の方法 
 
巨核・多核（GMN）となる癌細胞株を特定する。産生した GMN 癌細胞の染色体異常を検討す
る。マイクロアレイおよびパスウェイ解析を用いて、GMN癌細胞に特有であるシグナル経路を
抽出し、癌悪性化との関連を検討する。マウス皮下へ GMN 癌細胞を移植し、腫瘍形成を検討
する。また、腫瘍内の癌細胞を抽出して、遺伝子発現の変化を解析する。GMN癌細胞の培養上
清により刺激した線維芽細胞での遺伝子発現の特異性および癌悪性度への関連を示す。 
 
４．研究成果 
 
巨核・多核（GMN）となる癌細胞株の同定およびその染色体異常を検出した。また、GMN 癌
細胞の性質を調べた結果、細胞分裂による増殖、移動、浸潤性が確認できた。単核の通常癌細
胞と GMN 細胞の遺伝子発現の差異解析をマイクロアレイと qPCR により行った。細胞周期因
子・腫瘍関連因子・サイトカインの発現向上が確認され、それらの発現誘導シグナル経路をパ
スウェイ解析により進めた。またマウス皮下へ GMN 癌細胞を移植した結果、生体への高い生
着性と腫瘍形成を確認できた。マウス腫瘍から癌細胞を単離し、その分子発現をマイクロアレ
イにより解析できる状況にある。GMN癌細胞の培養上清により刺激された線維芽細胞における
サイトカイン発現変動を明らかにした。 
  
1）口腔扁平上皮癌細
胞株 SAS に微小管重
合阻害剤ノコダゾー
ルを添加することで
GMN（巨核・多核）
癌細胞を産出した。
通常線維芽細胞はヒ
ト胎児肺由来である
TIG-1-20を用いた。 
さらに、GMN 細胞に
よる胃癌悪性化モデ
ルを検討するため、
癌患者から単離したスキルス胃癌由来 CAFと胃癌細胞との相互作用を用いた。ノコダゾールは
癌アポトーシスを引き起こすが、OCUM-12胃癌細胞に添加した場合、アポトーシスをスキップ
した巨核の癌細胞となった。ノコダゾール除去後、異常な染色体分配と細胞質分裂を繰り返し
ながら増殖し、GMN癌細胞となった（図 1）。 
CAF 培養上清と反応させた GMN-OCUM-12 では細胞間接着の減衰や移動速度の向上が明らかと
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なった。 
 
2）染色体分配や細胞形態を継時的に観察するため、
CENP-A-EGFP（キネトコア）、MyrPalm-EGFP（細胞膜）、
H2BJ-pmCherry（染色体）を単独もしくは複数発現する SASや
OCUM-12株を樹立した（図 2）。GMN細胞の細胞分裂や移動、
もしくは異数性（1細胞あたりの染色体数がランダムな状況）
における細胞構造の解析に活用することで、GMN細胞の特性
を抽出している。 
 
3）単核もしくは GMN 細胞と CAF との相互作用を解析した。2）で樹立した細胞株を用いて細
胞運動を解析した。CAFとの共培養や CAF由来の培養上清に反応後、癌細胞は細胞間接着を解
除して細胞運動を上昇させることがわかった。Fiji software Truckingにより、細胞重心の座標を
測定し、移動速度・規則性などを数値化していった。 
 
4）3Dゲル浸潤アッセイにより、GMN-SASや OCUM-12における浸
潤性を確認した。コラーゲンゲル上で CAFと GMN細胞を共培養し
た結果、CAF に先導される CAF 依存型の癌浸潤を示した。また、
GMN細胞は細胞分裂を通じて増殖しながら、癌浸潤を拡大してい
く様子が認められた。GMN細胞は CAFを介して組織を拡散するこ
とが想定された（図 3）。 
 
5）GMN-OCUM12細胞（MyrPalm-EGP安定発現株）をヌードマウス
皮下へと移植した。移植から 2か月後、通常の OCUM-12単核細胞
と比較して、GMN 細胞における腫瘍サイズは増大した。GFP 陽性
癌細胞は FACS を用いて、この
腫瘍から単離された（図 4）。
単離した細胞の分子発現につ
いてマイクロアレイ解析を進
めている。 
 
6）ヌードマウス胃への同所性
移植を試行した。OCUM-12 と
CAFの組み合わせで、マウス胃
への移植テストを行った。移植
14 日後、OCUM-12 が CAF 依存的に胃壁深部へと浸潤している様子が認められた。今後、GMN
癌細胞でも同様の検討を進め、癌浸潤や転移について比較する予定である。 
 
7）通常の SASと GMN-SASとの遺伝子発現
の差異をマイクロアレイにより測定した。
GMN 癌細胞では 200 種以上の遺伝子での
発現上昇が認められた（図 5：通常細胞に
対して 2倍以上の発現上昇）。8）GMN-SAS
の培養上清により刺激した線維芽細胞に
おけるサイトカイン発現を qPCR により測
定した。通常 SASで刺激後の線維芽細胞と
の比較により、GMN-SASは炎症性サイトカ
イン産生型の CAFを算出することを明らか
とした（図 6）。9）癌細胞と CAFで産生さ
れるサイトカイン量を比較した。GMN-SAS
と GMN-SAS 刺激により産出された CAF
（gCAF）のサイトカイン発現を qPCR を用
いて測定した。gCAFによるサイトカイン産
生量は GMN-SAS より多量となることが想
定され、腫瘍内に含まれる gCAFの割合が患部の炎症性に重要であると考えられた。 
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