
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 4 月 30 日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要（和文）： 

癌を取り巻く間質や細胞は、腫瘍の微小環境に寄与し、腫瘍の進展に深く影響している。我々

は、癌細胞とその微小環境との関わりを標的とした癌治療の開発を目的とした研究を進めてき

た。上皮細胞が極性を失って運動性が亢進し間葉系の形質を獲得する上皮間葉転換 EMT に注

目し、肺癌細胞は、腫瘍間質や成長因子によって EMT が誘導され、浸潤・転移能を獲得し、

さらに抗癌剤や分子標的薬への耐性を獲得することを発見した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Our recent focus has been signaling pathways that promote Epithelial to mesenchymal transition 

(EMT) in response to tumor microenvironment such as growth factors as well as extracellular 

matrix. Tumor stroma in non-small cell lung cancer (NSCLC) is of interest in the entity as both 

biomarkers and therapy targets. We can assume that anticancer therapeutics targeting EMT 

pathways and signaling elements will bring additional ways for the treatment of NSCLC. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は、癌微小環境の機能調節に重要な役
割を果たしている上皮間葉転換 EMT 

(Epithelial Mesenchymal Transition)に注目し、
肺癌周囲間質 tumor stroma に含まれる EGF、
FGF、KGFやTGF-などの増殖因子や collagen

から誘導される EMT シグナル伝達経路につ
いて報告してきた。EMT とは、上皮細胞が上
皮としての形質を失い、線維芽細胞などの間

葉系の形質を獲得する現象であり、細胞極性
の消失、細胞間接着の減少、細胞遊走能の亢
進、アクチン系細胞骨格の改築を特徴とする。
間葉系の形質を得た癌細胞は、より遊走能を
獲得し、浸潤、転移を起こす。我々は、TGF-

や I 型 Collagen による EMT シグナルを明ら
かにし、EMT を抑制することで EMT を制御
し、癌細胞の浸潤能、転移能が低下すること
を報告してきた。 
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一方、癌幹細胞は抗癌剤や放射線治療に抵
抗性であり、治療によって腫瘍が縮小しても、
死滅しているのは分化した癌細胞だけで、癌
幹細胞は生き残って再発・転移を起こし得る
とされる。さらに、癌幹細胞は、特別な微小
環境 niche 内で休眠状態として存在している
ため、増殖する細胞を標的とする従来の癌治
療は効果が少ない。最近、EMT が癌幹細胞様
形質獲得に重要な役割を果たす可能性が報
告され始めた。 

 

２．研究の目的 

EMT シグナルを制御することで肺癌を
dormant な状態に維持することができれば、
外科治療や放射線治療といった局所制御、全
身治療である抗癌剤に加える有用な癌治療
法になると考えられる。本研究の目的は、癌
微小環境を調節する EMT の関連シグナル分
子を明らかにし、癌細胞の EMT を制御する
ことであり、新たな癌治療の開発につながる
と考えている。さらには、EMT と癌幹細様形
質転換についての関連を明らかにし、癌の治
療抵抗性についての分子機構を明らかにし
たい。薬剤耐性を生じやすい癌細胞に比較し
て、間質細胞や間質成分を標的とした場合に
は治療抵抗性を生じにくいと予測され、既存
の癌治療に多大な相乗効果を見込めると期
待される。 

 

３．研究の方法 

肺癌周囲の間質 tumor stroma を形成する微
小環境に注目し、癌細胞と周囲の間質細胞や
細胞外基質のクロストークを解析する。中で
も、癌細胞の EMT 誘導・癌幹細胞様形質転
換における線維芽細胞(Cancer associated 

fibroblast: CAF)との役割を明らかにし、その
シグナル伝達経路を制御することで癌細胞
の悪性化を抑制できるか検討する。 

 

(1)細胞株を用いた肺癌微小環境の再現：肺癌
細胞株、肺癌関連線維芽細胞株 CAF を用いて、
共培養を行い、EMT 関連分子の変化を解析し
た。共培養には、液性因子が往来できるフィ
ルター付のチャンバーを用いた。 

 

(2)肺切除標本を用いた肺癌微小環境の再
現：術前に Informed Consent を得られた症例
の肺癌切除標本から肺癌細胞、間質細胞を採
取し、実験材料を得た。 

 

(3)癌微小環境による肺癌細胞変化の解析：肺
癌細胞と CAF 間のシグナル伝達経路を明ら
かにするために、強力な EMT 誘導因子であ
る TGF-に注目し、その inhibitor SB431542

を用いて TGF-シグナルを抑制することで生
じる現象を調べた。 

 

(4)癌細胞による間質細胞変化の解析：癌細胞
と接触させた癌間質細胞の変化を解析した。
間質細胞が産生する TGF-, EGF, FGF, VEGF, 

コラーゲンなどの EMT 誘導因子や IL-6, 

IL-10, CSF-1, Chemokine ligand (CCL)などの
サイトカインを測定し、癌浸潤の場をいかに
提供するのかを明らかにした。 

 

(5)マウス共接種モデルを用いた癌微小環境
の解析:肺癌細胞と間質細胞を同時にヌード
マウスに接種する共接種モデルを用いて、癌
微小環境を生体内で再現した。形成する腫瘍
のサイズ、マウスの生存、また腫瘍を形態や
免疫組織学的に解析した。 

 

(6)肺癌の臨床検体における EMT 誘導と治療
抵抗性獲得の解明：放射線化学療法後の残存
病巣において EMT が誘導され、EMT マーカ
ーが再発予測因子となりえるかどうかを検
討した。放射線化学療法後に肺切除を施行し
た症例を対象とし、術前生検組織と切除標本
が比較できた42例の上皮マーカー（AE1/AE3, 

E-cadherin）と間葉系マーカー（N-cadherin, 

Vimentin）を免疫染色で評価した。同時期の
EF3 症例 18 例は解析から除外した。 

 

４．研究成果 

(1)肺癌細胞は、肺癌関連線維芽細胞株 CAF

との共培養によって、上皮様形態から Spindle

な細胞に変化し、E-cadherin などの上皮系マ
ーカーは減少しN-cadherinやVimentinなどの
間葉系マーカーが上昇した。 

遊走能を Boyden Chamber assayにより測定し
たところ、CAF の上清での刺激で遊走が上昇
し、さらに CAF の上清を加えることで抗癌剤
や分子標的薬への耐性を獲得した。また足場
非依存的培養で CAF の上清の有無で分けた
ところ、sphere 形成能が CAF の上清の存在下
で高くなっていることがわかった。以上より、
CAF から分泌された液性因子によって癌細
胞で EMT が誘導されることが明らかになっ
た。また CAF の上清によって EMT を誘導す
ることによって癌幹細胞形質を獲得する可
能性が示唆された。実際、CAF の上清によっ
て EMT を誘導することで、癌細胞における
CD44、Bmi1 などの幹細胞マーカー発現が上
昇した。 



 

 

(2)手術標本から腫瘍周囲の癌関連線維芽細
胞 CAF を初代培養し、癌細胞株と共培養した
ところ、①と同様に EMT が誘導された。こ
の現象は、同時期に初代培養で得られた正常
肺線維芽細胞 NF と共培養した場合よりも
EMT 誘導が迅速であり、CAF から分泌され
る液性因子の方が、NF に比して EMT 誘導効
果が強いことが示された。 

 

(3)TGFR inhibitor (SB43154)によって、①や②
で誘導された EMT が抑制されることから、
CAF-癌細胞の相互作用には TGF-シグナル
が関与することが判明した。さらに、TGFR 

inhibitor によって、抗癌剤や分子標的薬に対
する感受性が上昇し、sphere 形成能も抑制さ
れることから、TGF-シグナルは癌幹細胞形
質獲得にも関与していると考えられた。 

 

(4)肺癌細胞は CAF と相互作用することで、
肺癌細胞だけでなく線維芽細胞から IL-6 な
どの炎症性Cytokine産生が上昇した。実際に、
TGF-に IL-6を加えると、TGF- によるEMT

関連分子の発現変化を増強し、癌細胞の抗癌
剤や分子標的薬への耐性獲得が増強した。以
上より IL-6 は EMT や癌幹細胞形質獲得効果
を増強する可能性が示唆された。さらに、線
維芽細胞における TGF-, EGF, FGF, VEGF, 

コラーゲンなどの EMT 誘導因子や IL-10, 

CSF-1, Chemokine ligand (CCL)などのサイト
カイン発現も、TGF-単独に比して TGF-に
IL-6 を加えることで産生増加を認め、線維芽
細胞においても IL-6はTGF-シグナルを増強
する可能性が示唆された。 

 

(5)肺癌細胞株と CAF を動物皮下に接種する
共移植モデルでは、CAF の存在により、腫瘍
増大速度の上昇、血管新生促進、抗癌剤耐性
化、幹細胞マーカー高発現を認めた。また、
これらの変化は TGF-シグナル阻害薬の腹腔
腔内投与によって、癌細胞単独接種群と同程
度の腫瘍形成能へ抑制されることが明らか
になった。以上より、生体内でも TGF-シグ
ナルを介して、CAF が腫瘍形成能を増加する
と考えられた。さらに、肺癌細胞株と CAF

を共接種することによって、肺癌細胞株のみ
の接種群よりも、Cisplatin による抗癌剤治療
に抵抗性をもつことを示し、この効果も
TGF-シグナル阻害薬を抗癌剤と同時に接種

することによって、獲得した治療抵抗性が減
弱した。以上より、生体内においても、TGF-

シグナルを介して、抗癌剤耐性獲得が誘導さ
れると考えられた。 

 

(6)42 例中 4 例で術前生検組織内に間葉系マ
ーカーの発現を認めた。上皮マーカーはいず
れかがすべての症例で発現していた。生検組
織と切除標本を比較し上皮マーカーが減少
すること（染色率>70%が<30%へ）、または切
除標本で間葉系マーカーが発現しているこ
とを EMT 誘導と定義したところ、13 例で
EMT 誘導が観察された。内訳は、上皮マーカ
ーの減少 9 例、間葉系マーカーの増加 6 例（重
複あり）であった。EMT 誘導群 13 例中 9 例、
非誘導群 29 例中 7 例で術後遠隔再発を認め、
無再発生存率は有意に EMT 誘導群で低値を
示した（p=0.0117）。以上から、臨床検体にお
いても、放射線化学療法による EMT 誘導が
肺癌細胞の悪性化に関与しており、再発を規
定する因子になり得る可能性がある。 

 

 



 

 

さらに、EMT が誘導されていた腫瘍内の線維
芽 細 胞 を smooth muscle actin (SMA) や
Fibroblast activating protein(FAP)といった活性
化線維芽細胞のマーカーで染色したところ、
残存腫瘍内で線維芽細胞が増生していた。と
くに、腫瘍周囲だけ（Subepithelial staining 

pattern）でなく腫瘍間質全体が SMA で染色さ
れる場合（Stromal staing pattern）に、その症
例の予後が不良であった。従って、治療によ
って誘導される活性化した線維芽細胞（いわ
ゆる CAF）が、癌細胞の EMT を誘導して抗
癌剤放射線治療に耐性化させている可能性
が示唆された。 

 

従来の癌治療によって癌幹細胞様形質を
維持または誘導する niche が誘導され、治療
抵抗性を示す癌幹細胞が残存する可能性が
示唆された。癌細胞が癌幹細胞様形質を獲得

する過程で癌間質細胞が重要な役割を担っ
ているため、癌細胞と癌間質 niche の相互作
用を対象とした癌治療は治療耐性化を抑制
し、新しい癌治療につながる可能性がある。 
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