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研究成果の概要（和文）： 
本課題では、癌幹細胞に影響を与える因子として、温熱に焦点をあてた。同時に、癌幹細胞

あるいはその Niche に影響を与える因子として脂肪酸などについても検討を行った。温熱によ
って癌細胞の stemness の低下が見られ、癌の再増殖も抑制されたが、リノール酸では静止性
癌幹細胞の増加による癌 dormancy の誘導が、トランス脂肪酸であるエライジン酸では、増殖
性癌幹細胞による転移の促進が見られた。このように、温熱や脂肪酸の有する癌幹細胞あるい
は癌幹細胞 niche に対する作用が新たな治療の標的となることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
For examining the factors which possess anti-cancer stem or anti-cancer stem niche effects, 
we focused on heat therapy, fatty acids, glycoprotein, and hypoxia. Heat therapy reduces 
stemness of cancer cells. In contrast, linoleic acid induces quiescent cancer stem cells to 
produce cancer dormancy; and elaidic acid (trans form of oleic acid) increases proliferating 
cancer stem cells to enhance overt metastasis. These properties of heat therapy and fatty 
acids might provide a new therapeutic target. 
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１．研究開始当初の背景 
温熱療法は約 40 年の歴史を有し、種々の形
で癌治療に応用されてきた。しかし、その生
物学的意義、とくに最近の stem cell biology
の発展に相応する研究は不十分な状況であ
った。近年の stem cell 研究は癌の転移にお
いて cancer stem cell が重要な働きをなすこ
とを明らかにしてきた。Stem cell は stem 
cell niche と呼ばれる特殊な環境において
stem cell としての linage を保持し続けるこ
とが可能であり、その微小環境は hypoxic で

あり、逆に hypoxic な環境が stem cell 
trafficking を誘導する。Stem cell は hypoxic
な環境下で HIF-1 により発現誘導される解
糖系酵素遺伝子により嫌気性 ATP 産生を主
に行っている。これに対し温熱療法では、軽
度高温(39-41°C)の hypoxic 環境で HIF-1 発
現レベルが著明に抑制され respiratory 
burst が惹起されることが macrophage で証
明されていた。 
 
２．研究の目的 
このような温熱療法の効果が stem cell niche
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に対しても撹乱的に作用する可能性が考え
られ、温熱療法による cancer stem cell を標
的とした治療の可能性が強く示唆される。特
に、Cancer stem cell traffickling が遠隔転移
の成立機序として重視されることから、原発
巣及び転移標的臓器に対する温熱療法が転
移の抑制をもたらすことが考えられる。 
 報告者らはこれまで大腸癌の肝転移、
dormancy の成立機序に関して研究を継続し
ており、最近には PPARγ の持続的活性化が
cancer stem rich な dormancy nest を形成す
ることを報告している。 Stem cell が
dormancy を形成することは Chembers らも
報告している。また、大腸癌原発巣から分泌
される HMGB1 や Reg IV などの cytokine
が転移標的臓器の肝に門脈を経由して
delivery され、肝内の stem cell niche に変化
をもたらす可能性を示唆している。 
 これまで温熱療法は主として進行癌を対
象として施行され、特に転移巣への治療が多
く行われてきた。しかし、温熱療法が cancer 
stem cell を抑制する可能性を考慮すれば、む
しろ原発巣あるいは転移形成前の転移標的
臓器に温熱療法を行うことで転移の予防、あ
るいは、dormancy 状態にある cancer stem 
cell の死滅を誘導する可能性が考えられる。
このような温熱療法の可能性を追求しその
エビデンスを提示することにより、方法論的
にはほぼ確立されている温熱療法の運用を
変えるだけで、転移の予防と dormancy によ
る再発の予防が早期に可能することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 研究は以下の 3 点から検討を加える。 
１）培養細胞を用いた温熱の cancer stem cell
への影響 
２）動物転移モデルを用いた温熱の転移・ド
ーマンシー形成への影響 
３）温熱以外に cancer stem cell へ影響を与
える因子の検討 
１）２）では、大腸癌培養細胞、及び、培養
細胞を接種したヌードマウス肝転移モデル
を用いて、cancer stem cell への温熱療法に
よる影響を行う。４）とくに、食品中に含ま
れるリノール酸やトランス脂肪酸などの
cancer stem cell への影響を検討する。 
 以上の検討から、①温熱療法による cancer 
stem cell 抑制効果、②cancer stem cell 抑制
による転移抑制効果、③dormancy に由来す
る遅発性転移再発の抑制効果について明確
なエビデンスを得る。 
 
４．研究成果 
１）培養細胞を用いた温熱の cancer stem cell
への影響 
温熱では、apoptosis が誘導され細胞数は

減少するが、linoleic acid と異なり quiescent
状態の誘導は認められない。しかし、温熱に
よりPKM2やHIF1の発現が亢進することか
ら stem cell 様 phenotype が誘導される可能
性が考えられた。このことから、温熱では増
殖活性が保たれたまま弱い stemness が誘導
される可能性があり、quiescent や dormancy
の誘導は認められない。この点で、治療法と
して温熱の有用性が認められた。 
 リノール酸（後述）により癌幹細胞を増加
させた後、温熱療法（42℃,30 分）施行時の
癌細胞における CD133,NS の発現を検討す
ると、いずれも低下しており、sphere 培養
でもその数は減少した。このことから、温熱
療法は癌幹細胞抑制効果を有することが示
された。 
 
２）動物転移モデルを用いた温熱の転移・ド
ーマンシー形成への影響 
大腸癌培養細胞を 43℃で 1 時間処理し、そ

の後の癌細胞の再増殖を検討すると、壊死細
胞が残存する培養液を交換しないときには
残存する癌細胞の増殖は通常の培養条件よ
りも亢進していた。さらに、この壊死細胞を
含む培養液をろ過し通常の培養細胞に加え
ると増殖速度は促進された。このことから、
癌細胞は温熱による壊死により細胞増殖性
の液性因子を放出する可能性が認められた。
温熱処理後の培養液中の蛋白質で未処理の
培養液と比較し著明に増加しているものに
HMGB1 が見られた。大腸癌細胞を BALB/c
マウスの背部両側皮下に接種し、腫瘍形成後
に一方の腫瘍に温熱を加えし、対側の腫瘍増
殖への影響を検討した。血清 HMGB1 は温熱
処理後では 156ng/ml（未処理 15ng/ml）に
著増した。温熱処理後の腫瘍増殖は注入側・
対側ともに増大していたが、温熱処理後抗
HMGB1 抗体を投与すると腫瘍増殖促進作
用は消失した。温熱処理による腫瘍増殖促進
効果は肺転移モデル・肝転移モデルにおいて
も認められ、抗 HMGB1 抗体投与により消失
した。さらに、対側癌細胞にリノール酸長期
処理による休止期細胞を接種した場合、温熱
療法では対側に腫瘍形成が見られた。このよ
うに、温熱療法では壊死による HMGB1 放出
のため、残存する腫瘍細胞の再増殖を促進し、
また、転移巣の活性化を生じる可能性が見ら
れた。一方、温熱処理を 42℃・15 分にする
と、培養液中の HMGB1 増加はごく軽度であ
り、腫瘍細胞にはアポトーシスが 10-20%に
誘導された。一方、未処理細胞と温熱処理細
胞の sphere assay 形成能を比較すると温熱
により低下しており、また、RT-PCR では
NS 発現が抑制されていた。このように条件
の弱い温熱においては癌幹細胞抑制効果が
認められた。温熱処理の条件を工夫すること
により。腫瘍縮小と癌幹細胞の抑制を達成し



 

 

うる可能性が示唆された。 
 
３）温熱以外に cancer stem cell へ影響を与
える因子の検討 

Linoleic acidを癌細胞に長期に作用させる
と、apoptosis の誘導、増殖活性の低下によ
り、少数の細胞が quiescent の状態となって
存続する。これらの細胞を sphere assay にか
けると、非処理細胞に比較し多くの sphere
形成が見られ、nucleostemine や CD133 の
発現誘導が認められる。すなわち、stem cell
様細胞が linoleic acid の長期持続処理により
増加したと考えられる。このような linoleic 
acid で誘導された quiescent 細胞をマウスに
接種し、さらに、マウスを linoleic acid 処理
すると癌細胞は非増殖性・非炎症性・非血管
新生の癌細胞集簇巣を形成する。これは
cancer dormancyに相当する現象として注目
される。このように linoleic acid 処理では増
殖活性の低下した stem cell 様細胞が誘導さ
れた。 
 LA は癌細胞に抑制性に作用し転移を抑制
する反面、ドーマンシーを誘導する可能性が
認められた。一方、EA では癌細胞の増殖・
生存さらに転移形成が亢進していた。このよ
うな両者の差異に関して、癌幹細胞への作用
に注目し検討を行った。LA あるいは EA を
処理しつつ sphere assay を行うとエライジ
ン酸で著明な sphere 形成の促進が見られた
が、LA・EA 酸処理後の細胞を用いて sphere 
培養を行うと、LA 酸処理でより多くの
sphere が形成された。CD133, nucleostemin 
(NS)の発現を検討すると、単層培養系では
LA 処理のみで NS の発現が誘導されたが、
sphere assayでは、LA処理ではCD133, NS、
EA では NS の発現が見られた。さらに、LA
処理では、Nanog, Lin28 の発現が誘導され
たが、EA では認められなかった。このよう
に、LA と EA は異なった癌幹細胞への生理
活性を有し、癌転移に異なった影響を与える
ことが示唆された。 
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