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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗癌剤、分子標的薬等によって起こる細胞死などによって、残存する癌
細胞が幹細胞化または分化転換を介して悪性化の方向に転換するという仮説のもと、さまざまな癌細胞死による
癌幹細胞化について検討した。肝癌細胞株を5-FU, Lenvatinibなどを用いて、細胞死を起こさせ、その抽出液を
準備した。既知の癌幹細胞マーカーであるCD44およびE-cadherinにて癌幹細胞化をモニターした。その結果、
5-FU処理した抽出液を投与すると、CD44の軽度の増加が観察された。そのメカニズムについて検討を行なったと
ころ、活性酸素(ROS)を介したASK1/JNK活性化によることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, cancers caused by various cancer cell deaths are based on the
 hypothesis that the remaining cancer cells are transformed into malignant cells through stem cell 
formation or differentiation conversion due to cell death caused by anticancer agents, molecular 
target drugs, etc. We examined stem cell formation. A liver cancer cell line was subjected to cell 
death using 5-FU, Lenvatinib, etc., and an extract thereof was prepared. Cancer stem cell formation 
was monitored with the known cancer stem cell markers CD44 and E-cadherin. As a result, a slight 
increase in CD44 was observed when the -FU-treated extract was administered. When the mechanism was 
investigated, it was suggested that ASK1 / JNK activation was mediated by active oxygen (ROS).

研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
治療によって惹起された細胞死がその悪性化に関連するのではないかと考えている。すなわち、そのメカニズム
の解明、そしてその阻害療法の提言は肝細胞癌の悪性化を阻止し、その治療オプションとなることが期待され
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 

 我が国では肝癌によって毎年約 3.5 万人が死亡しており、肝炎ウイルス対策などの一

次予防の確立や癌治療法の進歩によってその死亡者数はやっと減少に転じた。しかしな

がら、ウイルス駆除後の発癌症例も近年多くみられ、さらに難治進行癌に対する治療法

はいまだ確立せずに予後は悪い。また食生活の欧米化に伴い、脂肪肝性肝炎患者が増加

し、それに伴う肝癌の発生も増加している。肝癌はウイルス感染をはじめとする慢性炎

症を基に発生すること、また肝臓という臓器は自己再生能力が高いという特異性があり、

その分子基盤は他臓器とは異なる特殊性を有している。このような特殊性から、他臓器

で解析が行われている発癌メカニズムは容易には適応できないと考える。 

 癌組織では抗癌剤の治療によってばかりではなく、局所の低酸素やストレス反応など

によって、病理学的に多くの細胞死が観察される。例えば、肝癌組織の中央部における

壊死などはその代表的なものである。細胞死の状態および誘因などによって、ネクロー

シス、アポトーシス、ネクロプトーシス、さらにオートファジーに分類されており、細

胞死の種類によっては細胞外のさまざまな生命現象に影響を及ぼすことが示唆されて

いる。例えば、過剰な細胞死によって炎症が惹起されることがあるが、そのメカニズム

として damage-associated molecular patterns (DAMPs)が放出され、マクロファージ

などの DAMPs レセプターを介して炎症が惹起されることが示唆されている（Inoue H. 

Cell Death Differ;21:39-49）。これまでに動物モデルや細胞における細胞死と発癌と

の関連についての研究が分担者の前田を含め多く行われてきた。例えば、肝発癌過程に

おける肝細胞死が周囲のマクロファージ系細胞を活性化し、残存癌細胞の増殖に寄与し

ていることが示されている(Maeda S et al. Cell 2005, Sakurai T et al. Cancer Cell 

2008)。また、大腸炎症発癌においては DAMPsの 1 つである HMGB1を抑制することによ

り、炎症が軽減し、腫瘍の増殖も抑制していることを報告されている(Maeda S et al. 

BBRC 2007)。これらの現象は細胞死によって引き起こされたシグナルによって腫瘍形成

が促進したことを示している。しかしながら、これまでの研究ではその詳細なメカニズ

ムについては明らかになっておらず、癌治療の標的の可能性についても不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、細胞死を介した癌化・進展についてのメカニズムの解明を目的に、抗癌

剤、分子標的薬等によって起こる細胞死、腫瘍中心部などでよくみられる血流障害によ

る細胞死などによって、残存する癌細胞が幹細胞化または分化転換を介して悪性化の方

向に転換するという仮説を立てた。臨床的には例えば不完全な抗癌剤治療がさらなる悪

性化を惹起する現象や肝臓癌などでラジオ波焼灼術などの癌細胞を凝固壊死させる治

療後に、残存腫瘍が急激に悪性化の一途をたどるような現象を説明できる可能性がある。

さらに、そのメカニズムに関連する因子の抑制療法は新たな治療の提唱が期待される。 

本研究では以下の 2 点について、研究期間内に明らかにする。 

 

 



 

 

(1) さまざまな癌細胞死によって産⽣される因⼦による残存癌細胞の癌幹細胞化につ
いて、In vitro, In vivoの系を⽤いて明らかにする。 

(2) 細胞死が惹起する幹細胞化誘導分⼦、シグナル伝達、実⾏分⼦の候補をいくつか提
⾔し、その抑制による癌幹細胞治療の可能性を⽰す。 

 

３．研究の方法 

(1) 癌細胞死と癌幹細胞化の検討 

 いくつかの肝細胞癌細胞を用いて、さまざまな細胞死を起こさせ、その抽出液を準

備する。ここでは後の実験で動物モデルを用いるため、すでに樹立しているマウス肝

臓癌である活性化 K-Rasによって惹起された腫瘍から確立した細胞や化学発癌剤ジエ

チルニトロサミンによって惹起された癌から樹立した細胞を用いる。例えば癌細胞を

癌組織において細胞死を惹起すると考えられる刺激である熱刺激、放射線・紫外線、

低栄養、化学療法剤（5-FU, Cisplatinなど）、分子標的薬（Sorafenib, 

Lenvatinib）など、サイトカイン (TNFαなど)により細胞死を惹起し、細胞死は様々

なマーカーによりネクローシス、アポトーシス、ネクロプトーシスに分類し、その抽

出物を調整する。既知の癌幹細胞マーカーである CD44, CD133, EPCAM, Nanog などの

発現変化の検討を行う。 

(2) 癌間質細胞と癌幹細胞化の検討 

癌間質の癌関連線維芽細胞(CAF)および癌関連マクロファージが癌進展に重要な役割

を果たしていることは周知の事実である。さまざまなストレス刺激により細胞死に陥っ

た癌細胞はこれらの細胞に対して何らかの影響を与え、残存癌細胞の幹細胞化に寄与し

ている可能性がある。そこで、上記と同様に細胞死を惹起した癌細胞の抽出液を CAFお

よびマクロファージに添加し、刺激をした後、その上清を用いて癌細胞の幹細胞化を前

述した方法により検討する。マウス肝臓癌については分離培養された CAFの準備ができ

ている。また、間接的な影響のみでなく、癌死細胞抽出液にて処理された CAFを癌細胞

と共培養することにより同様のアッセイを施行する。 

(3) マウスモデルを用いた癌幹細胞化の検討 

In vivoの検討をマウス移植モデルを用いた腫瘍化能解析にて行う。癌幹細胞マーカ

ーレポーターを組み込んだ癌細胞を皮下または同所移植し、腫瘍を作成する。次に細胞

死を惹起させた刺激、抗癌剤・分子標的薬投与や放射線照射をマウスに施し、癌細胞死

を誘発する。癌を残存させる程度に、細胞死を起こした後、経時的に in vivo imaging 

system (IVIS)を用いて、幹細胞化の検討を行う。 

(4) 細胞死誘導因子 ASK1 ノックアウトの解析 

  ストレス依存性の細胞死を起こす因子として ASK1に着目し、In vitro, In vivoに

おける影響を検討する。 

  

４．研究成果 

(1) 癌細胞死と癌幹細胞化の検討 

いくつかの肝細胞癌細胞株(HepG2, Hep3B, Huh7)に、5-FU, Lenvatinib, および熱刺

激を用いて、さまざまな細胞死を起こさせ、その抽出液を準備した。既知の癌幹細胞マ

ーカーであるCD44およびE-cadherinをマーカーに癌幹細胞化をモニターした。その結果、



 

 

ほとんどのものでは変化は観察されなかったが、5-FUにより処理した抽出液をHep3Bに

投与すると、CD44の軽度の増加が観察された。一過性のCD44の増加のメカニズムについ

て検討を行なったところ、活性酸素(ROS)を介したASK1/JNK活性化によることが示唆さ

れた。 

(2) 癌間質細胞と癌幹細胞化の検討 

 細胞死を惹起した癌細胞の抽出液をCAFおよびマクロファージに添加し、刺激をした後、

その上清を用いて癌細胞の幹細胞化を前述した方法により検討したが、新たな知見は得

られなかった。 

(3) In vivoの解析のため、マウス移植モデルを用いた腫瘍化能にて行ったが、腫瘍増

殖については変化がなかった。 

(4) ASK1 欠損（Ask1 –/–）および野生型（Wt）マウスに、細胞死を惹起するために 5-

FU 投与及び高脂肪食または通常食を 3 か月間与え、肝臓の組織学および血液検査を評

価した。3か月の投与後に 5-FUによる線維化、高脂肪食による脂肪肝、線維化は観察さ

れたが、Ask1 –/–マウスと Wt マウスの間で変化がなかった。LSL-KrasG12Dを用いて、

同様の処理をしたが、発癌において両群間に差は観察されなかった。 

 

今回の検討からは細胞死が癌幹細胞化を及ぼすことについては In vitroの５-FU 処理

にて観察されたが、その他の細胞死惹起の処理や、In vivoにおいて明らかな証拠を示

すことができなかった。さらなる検討を続けたい。 
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