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研究成果の概要（和文）：子宮頸癌は若年発症が特徴で罹患率は増加傾向を示す。放射線照射が行われるが、個々の腫
瘍反応性は異なり治療効果も様々である。放射線照射後再増殖腫瘍の分子メカニズムを解析することで個々の腫瘍の特
性に応じた治療効果予測ができる可能性があるのではないかと考えた。これまでの研究結果から放射線照射後の耐性細
胞ではHippo 経路を介したEMT関連分子及びstemness関連分子の発現誘導、EGFR, PDGFRのリン酸化が関与することがわ
かった。現在、Hippo経路あるいはEMT経路を抑えて放射線照射を行うことで悪性形質転化を抑制できるか検討中である
。

研究成果の概要（英文）：Ionizing irradiation is an effective treatment for uterine cervical cancer, 
however, a higher rate of recurrence with more aggressive phenotypes is a vital issue. Although 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) is involved in irradiation-induced cancer progression, the role 
for such phenotypic transition in uterine cervical cancer remains unknown. To investigate the mechanism 
of irradiation-dependent tumor progression, cervical cancer cell lines were irradiated multifractionated 
20Gy in two weeks. Knocking down Snail and Yap cell lines were established. EMT regulators, Hippo pathway 
effector, mesenchymal and stemness proteins were increased after irradiation. In phenotypical analysis, 
cells exhibited an upregulation of migration, invasion, numbers of focal adhesion. Knocking down Snail 
and Yap inhibit increase in mesenchymal markers. In conclusion, we propose inhibiting both EMT and Hippo 
pathway is useful to prevent malignat transtion after irradiation.

研究分野：外科病理学
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１．研究開始当初の背景 

近年、個々の腫瘍の性質に応じた個別化診
断、それに基づく分子標的治療が施行されて
おり、病理医は患者検体における免疫染色評
価、遺伝子変異の解析などを介して重要な役
割を果たしている。一方、放射線治療は、高
い治療効果と低侵襲性が特徴ではあるが、
個々の腫瘍の性質を考慮せず一律な照射が
行われている。一部の腫瘍では、照射後の悪
性形質への変化、耐性獲得などにより早い時
期での転移巣の出現が臨床的に認識され問
題となっている。これらの悪性形質獲得にお
いて様々な腫瘍では上皮間葉移行
(epithelial-mesenchymal transition: EMT)
の関与が示唆されている。 
子宮頸癌は若年発症が特徴で罹患率は増

加傾向を示す。外科療法、化学療法、放射線
照射などの治療が行われるが、個々の腫瘍反
応性は異なり治療効果も様々である。分子標
的治療薬が個々の腫瘍の特性に応じた個別
化医療であるように、放射線治療も個々の腫
瘍の特性に応じた治療効果予測ができる可
能性があるのではないかと考えた。特に照射
初期の段階で EMTが確認できればその後悪性
形質への移行が予測できる可能性があるの
ではないかと予測した。 
 

２．研究の目的 

放射線治療に対する今回の研究は、放射線照
射後の早い段階での EMT関連分子を中心とし
た分子プロファイリングの変化を評価し、治
療効果を予測することで病理学の立場から
治療へ積極的に貢献することを目的とする。 
 

３．研究の方法 

(1)4 種類の子宮頸癌細胞株を使用 
扁平上皮癌：Caski, C33A 
腺癌：SiHa, Hela 
(2) 放射線照射 
LINAC III accelerator (6MV X-ray, Siemens)
を使用し以下の方法で細胞照射を行う。 
- 10 Gy を単独照射 
- 2 Gy を 10 回に分割照射(総線量 20 Gy) 
照射後早期と晩期に細胞を回収し分析する。 
早期は照射によるアポトーシス誘導過程に
おける変化を反映し、晩期は照射後サバイバ
ルしてくる細胞における変化を反映するも
のと想定した。 
(3) Real time PCR による mRNA の発現( 
早期変化：照射 48hr 後、晩期変化：照射 21
日後） 
EMT関連転写因子：Slug, Snail, Twist, ZEB-1 
EMT 関 連 分 子 ： E-cadherin, Vimentin, 
Collagen 1A1, α-SMA, MMP-2, 9 
Stemness  関連転写因子：Sox2, Oct3/4, 
Nanog, CD44 
Hippo 関連分子：YAP1. YAP2, Taz, Tef4 
(4) 放射線照射 21 日後の細胞における蛋白
の発現 
(5) Snail ノックダウン細胞株を樹立し放射 

線照射 
(6) Snail, YAP1, TAZ ノックダウン細胞株の
樹立と EMT, 間葉系マーカーの遺伝子解析 
(7) YAP1ノックダウン細胞株への放射線照射
と遺伝子発現の解析 
 
４．研究成果 
(1)放射線照射後の EMT 関連分子発現 
①10Gy1 回照射（総照射 10 Gy） 
照射 48時間後の C33A 細胞では照射早期では
Slug, Snail, Twist などの EMT 関連転写因子
mRNA の発現が増加し、それに伴い間葉系マー
カーであるSMA, Collagen1A1 mRNAやMMP-2, 
9 mRNA の発現が増加した。また、Hippo 関連
分子である YAP1,2 や Taz, Tef の発現も増加
した。照射 21 日後の再増殖してきた細胞に
おいてさらに発現が上昇したが、EMT で見ら
れる Cadherin switch は認めなかった。しか
しながら、stemness 関連分子である Oct3/4, 
Nanog, CD44 などの上昇を認めた。 
Caski 細胞では Snail, Zeb1mRNA の上昇が照
射48時間後に見られたが21日後にはTwist, 
Zeb1 の増加を認め、SMA, Collagen1A1, 
Vimentin, Fibronectin  mRNA や MMP-2, 9 
mRNA の発現が増加した。また、早期には Taz
の発現が増加、21 日後には Yap, Taz, Tef な
どがさらに上昇していた。また stemness 関
連分子である Sox2, Oct3/4, Nanog, CD44 は
いずれもが 21 日後に高値を示した。 
②2Gy 10 回照射(総照射 20 Gy) 
分割照射後再増殖した 21日には C33A, Caski
はいずれの細胞においても EMT関連分子や間
葉系マーカーの上昇がみられた。またこの照
射では Hippo 関連分子の上昇、Stemness 関連
分子の上昇がいずれもほぼ同様に見られた。 
(2)放射線照射後の形態学的変化 
再増殖してきた細胞(Siha)を用いて細胞接
着斑の構成蛋白である paxillin と細胞骨格
を形成する F-acitn の蛍光二重免疫染色を行
ったところ Paxillin の接着斑への集積と
actin fiber の形成が高度に認められた。 
（図 1, 上段：照射なし、下段 10Gy 照射） 
  Paxillin    F-actin     Merge 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 放射線照射後の細胞運動能、浸潤能の変
化 
C33A, Caski いずれの細胞においても、
Transwell を用いた運動能の検討では 4, 8, 
12, 24 時間後のいずれにおいても 10Gy 単独



照射後残存細胞の運動能は未照射細胞と比
較して増加していた。また、 matrigel 
invasion assay では 10Gy 単独でも分割照
射 20Gy でも、未照射の細胞と比較して浸潤
能が増加していた。 
(4) 放射線照射後再増殖細胞における EGFR, 
PDGFR のリン酸化 
免疫電気泳動にて pEGFR1068, pEGFR1173, 
pPDGFR 754, pPDGFR857 の検出を行った。放
射線単独及び分割照射のいずれも方法の再
増殖細胞において pEGFR1173, pPDGFR 754 の
発現が見られ細胞のレセプターは自己リン
酸化が起きていることがわかった。 
(5)Yap siRNA, Taz siRNA を用いたノックダ
ウン細胞の樹立 
C33A においては Yap siRNA を用いてもノック
ダウン細胞が樹立できなかったが、Taz siRNA
では約 60%に発現を減らすことができた。一
方 Caski においては Yap siRNA は発現を 20%
程度にまで減少させ、Taz は 60%程度にまで
減少させることができた。 
(6)Yap, Taz ノックダウン細胞株における
EMT 関連分子、間葉系マーカー、stemness 関
連分子の発現変化 
Yap, Tazいずれのノックダウン細胞株におい
ても Slug, Twist, Vimentin, Fibronectin
の 発 現 を 減 少 さ せ た 。 し か し Snail, 
Zeb1,SMA, Collagen1A1 mRNA の発現は変化
しなかった。また、stemness 関連分子では
Sox2, Oct3/4, Nanog の発現を減少させなか
ったが、CD44mRNA の発現は低下した。 
(7)Snailノックダウン細胞株におけるEMT関
連分子と間葉系マーカーの発現変化 
Snailノックダウン細胞ではYap1/2いずれも
60%程度にまで減少させ、fibronectin の発現
も 70%程度に抑えたがその他の間葉系マーカ
ーの発現は抑制しなかった。 
以上の結果からは、放射線照射後の耐性メカ
ニズムにおいて、EMT 変化は誘導されないも
ののHippo 経路を介したEMT関連分子の発現
誘導や stemness 関連分子の発現誘導、さら
には EGFR, PDGFR の自己リン酸化が再発腫瘍
の悪性度を規定する因子である可能性を示
唆している。現在 Yap ノックダウン細胞株で
の悪性形質の解析、さらには放射線照射後の
悪性形質転化を抑制できるか検討中である。
放射腺照射後の再増殖腫瘍で増加する分子
が同定できたら、患者検体を用いた免疫染色
を施行し再発癌の特徴を確認する。すべての
データが揃ったら論文の形で発表予定であ
る。 
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