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研究成果の概要（和文）：近年、癌組織の中に「癌幹細胞」の存在が報告されている。癌幹細胞は静止期（G 0 
期）に存在するため、抗癌剤や放射線照射に対して強い耐性を持ち、治療抵抗性の主因を担っている。従って、
静止期に存在する癌幹細胞を通常の細胞周期に誘導できれば、効果的な癌治療に結びつく。私たちは、肝臓がん
においてBEX2が静止期維持に重要であることを見出した。さらにBEX2発現を低下させる化合物を同定し、これに
よって抗癌剤感受性を増加させることができた。

研究成果の概要（英文）：In recent times, "cancer stem cells" have been identified. Because cancer 
stem cells are believed to exist in the dormant phase (G0 phase), they are highly resistant to 
anticancer drugs and irradiation and are the primary cause of treatment resistance. Thus, the 
induction of quiescent cancer stem cells into the normal cell cycle will result in effective cancer 
therapy. We discovered that BEX2 plays a vital role in maintaining quiescence in liver cancer. We 
have also identified a compound that reduces BEX2 expression, leading to increased sensitivity to 
anticancer drugs.

研究分野： がん生物学

キーワード： 肝細胞癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの固形がんは、抗がん剤の効果に乏しく難治性である。私たちの研究は肝臓がんにおいて、新しい治療標的
を確立できると可能性を見出した。肝臓がんの中にある一部の静止期にとどまるがん細胞にとって重要なタンパ
クを同定し、このタンパク発現を変化させれば治療効果が増大する可能性を明らかにした。臨床応用のためには
さらなる知見の蓄積が必要である。

※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 
 
近年、癌組織の中に「癌幹細胞」の存在が報告されている。癌幹細胞は静止期（G 0 期）に存在
するため、抗癌剤や放射線照射に対して強い耐性を持ち、治療抵抗性の主因を担っている。従っ
て、静止期に存在する癌幹細胞を通常の細胞周期に誘導できれば、効果的な癌治療に結びつく。
血液癌においては Fbw7 分子が静止期の維持に重要であることが示されている。しかし、固形癌
における静止期の維持に関しては、多くの点が未解明のままである。  私たちは、癌幹細胞関連
遺伝子を同定するために、免疫不全マウスでの造腫瘍能を指標にスクリーニングを行った（申請
書後半に詳述）。その結果、BEX2 遺伝子が候補として挙がった。癌細胞株を用いた解析の結果、
BEX2 はミトコンドリア機能を抑制することで、代謝を低エネルギー状態に移行させ静止期に
留まることで、抗癌剤耐性や異種移植に対する生存率の高さ（造腫瘍能）が発揮されると考えら
れた（日本癌学会で発表、投稿準備中）。実際の臨床検体を用いてこの現象をスクリーニングし
たところ、肝細胞癌の免疫染色では、BEX2 陽性細胞はほぼ完全に Ki67 陽性細胞と排他的であ
り、肝細胞癌において BEX2 陽性細胞は静止期幹細胞であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
上記の知見により、BEX2 依存性経路を障害することができれば、癌幹細胞を非癌幹細胞に誘導
できる。そこに従来の抗癌剤を併用する。これにより、肝細胞癌の完全な駆逐が可能になると考
える。本課題では、ミトコンドリアを標的とした新たな「癌幹細胞駆逐治療」を実現するための
proof of concept を取得する。BEX2 ノックアウトマウスが健康であることから、癌のみで機能
していると考えられる BEX2 を標的とすることで、「ミトコンドリアを介した静止期細胞制御」
という、学術的にも新たな知見を加えられると考える。 
 
３．研究の方法 
 
BEX2 レポーター細胞による内因性 BEX2 のモニター 
BEX2 は細胞内に局在するため、生細胞を抗 BEX2 抗体で染めて分離することができない。これ
までの検討はノックダウンあるいは強制発現系を用いていたが、詳細な解析を行うためには内
因性 BEX2 のモニター系が必要である。ゲノム上の BEX2 配列の下流に IRES-GFP-T2A-Luc を
CRISPR-Cas9 を用いて挿入し、BEX2 タンパク発現と同時に GFP が発現する系を樹立する。樹立出
来れば、癌幹細胞形質（造腫瘍能・抗癌剤感受性・ALDH  活性・ROS  活性・細胞周期）を検討
し、GFP 発現の有無で差異があるか解析する。 
 
BEX2 ノックアウトマウスを用いた肝細胞癌発癌モデルの解析 
BEX2 ノックアウトマウスは紙谷博士から分与済である。ジエチルニトロソアミンで肝細胞癌を
発がんさせる。発がんの頻度・腫瘍の大きさを野生型とノックアウトマウスで比較する。また、
BEX2 免疫染色（GFP でラベルされている）を行い、腫瘍内の BEX2 陽性細胞の局在を検討する。
また、Ki67 との共局在を評価し、BEX2 陽性細胞が非増殖期であることを確認する。 
 
BEX2 阻害剤の探索 
私たちは既に、BEX2 と会合するミトコンドリアタンパク X を同定済である。この両者の結合を
阻害できれば、ミトコンドリア機能の抑制を解除することができ、癌幹細胞形質を消失させるこ
とができる。この会合阻害剤をスクリーニングするためのアッセイ系を確立する。それぞれのリ
コンビナントタンパクを作成し、蛍光タンパク（mClover, mRuby2）と融合させる。片方をプレ
ートに付着させ、もう片方を作用させる。この時に、化合物ライブラリを同時投与し、会合を阻
害させる。会合阻害の有無は、蛍光タンパクの FRET で計測する。化合物は東京大学創薬機構・
東北大学薬学部から提供を受ける。 
 
４．研究成果 
 
BEX2 レポーター細胞による内因性 BEX2 のモニター 
293T 細胞に CRISPR-Cas9 システムを用いて、BEX2 プロモーター領域の下流に EGFP を挿入した。
作製した細胞を用いて、EGFP の発光強度でソーティングした結果、EGFP 高発現細胞では BEX2 
mRNA が高発現していることがわかった。この系を用いて、胆管癌あるいは肝細胞癌細胞株で同
様の細胞を作成しようと試みたが、導入効率が低く、またプロモーター活性も低いことから、レ
ポーター細胞の作成は困難であった。 
 
BEX2 ノックアウトマウスを用いた肝細胞癌発癌モデルの解析 



ジエチルニトロソアミンによる発がんは長期間に渡ることから、hydrodynamic 法を用いて、肝
細胞にがん遺伝子発現プラスミドを導入させて発がんさせる系を確立した。肝細胞癌のおおき
さをコントロールとノックアウトマウスで比較したところ、ノックアウトマウスでは腫瘍が小
さくなる傾向にあったが有意ではなかった。 
 
BEX2 阻害剤の探索 
BEX2 と会合するタンパクとの複合体を阻害する化合物探索の前に、BEX2 タンパクそのものの発
現を低下させる化合物探索を行った。BEX2 タンパクをルシフェラーゼでモニターできる細胞を
樹立した。これを用いて、東京大学創薬機構から供与された 9600 化合物をスクリーニングした。
その結果、BEX2 タンパクを減少させる化合物を 2 種同定した。そのうちのひとつは、胆管がん
細胞株・肝細胞癌細胞株でも BEX2 タンパクを減少させることができ、さらに化合物投与下では
シスプラチン感受性が増加した。 
 
以上から、BEX2 を阻害することで治療効果が得られることを予想させる結果を得ることができ
た。 
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