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研究成果の概要（和文）：核内受容体たんぱく質であるPPAR-γの活性化は抗炎症作用や抗腫瘍効果があること
が知られており，PPAR-γアゴニストを用いることで，肺癌細胞の上皮間葉移行を抑制し，結果的にがん細胞の
増殖抑制できる可能性を探求した．in vitroではH358肺癌細胞株を用いた系で，PPAR-γ発現を調整する分子
Nrf2の活性化薬tBHQによりわずかに上皮間葉移行が抑制された．さらに，抗線維化作用をもつピルフェニドンに
よる上皮間葉移行抑制を同様の実験系で継続したところ，A549およびH358肺癌細胞株で有意な腫瘍増殖抑制効果
を認めた．

研究成果の概要（英文）：PPAR-gamma, an intra-nuclear protein, has a potential role for 
anti-inflammation and anti-tumor effect. We assessed the anti-tumor role caused by the control of 
epithelial-mesenchymal transition using PPAR-gamma agonists in lung cancer. The 
epithelial-mesenchymal transition was slightly suppressed by tBHQ, an activator of Nrf2 which 
regulates PPAR-gamma expression in vitro. Additionally, pirfenidone, an anti-fibrotic agent, showed 
suppression both of epithelial-mesenchymal transition and cancer cell growth. 

研究分野： 呼吸器外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
核内受容体のひとつである NR0B1(DAX1)は

先天性副腎低形成に関連する遺伝子で，これ

までに乳癌，子宮体癌，前立腺癌，Ewing 肉

腫などの悪性腫瘍において，その発現や予後

との関連が調べられてきている．我々は，肺

腺癌の細胞株を用いて NR0B1 の発現抑制に

よりコロニー形成と癌細胞浸潤能が低下す

ること，および臨床検体用いて NR0B1 高発

現の腺癌はリンパ節転移と再発が多く悪性

度が高いことを示してきた．また，NR0B1 は

癌幹細胞の性質を有する肺腺癌細胞群に高

発現することが報告されており，癌の進展や

薬剤耐性などに重要な役割を演じている可

能性が高い分子である．この NR0B1 はアン

ドロゲン・レセプターやエストロゲン・レセ

プター，あるいは Peroxisome Proliferator 

Activated Receptor-gamma (PPAR-gamma)など

の核内レセプターとヘテロ二量体を形成す

ることによりその作用を抑制することが報

告されている．したがって，肺癌においても

NR0B1 が PPRA-gamma の転写活性を抑制す

ることでその悪性度に関与している可能性

が高い．さらに，我々は NR0B1 が

PPAR-gammaと結合し転写活性を抑制するこ

と，ALDH の発現を制御することを in vitro

で証明し，臨床検体の免疫染色で NR0B1 高

発現および PPAR-gamma 低発現の肺腺癌は

悪性度が高いことを示した．脳腫瘍において

は，PPAR-gamma agonist の投与で単離した癌

幹細胞の増殖が抑制されることが報告され

ている．我々は PPAR-gamma 分子の発現制御

が肺癌の新たな分子標的療法の開発に貢献

する可能性があると考え本研究を立案した． 

 
２．研究の目的 
Peroxisome Proliferator Activated Receptor 

-gamma (PPAR-gamma)の活性化は，癌の転

移・浸潤を阻止する可能性が示されている．

本研究では，肺癌細胞株を用いて

PPAR-gamma agonistが肺癌細胞株の増殖を抑

制すること，TGF-beta により誘導される上皮

間葉移行を阻害することを間葉系マーカー

の定性・定量により示す．また，PPAR-gamma 

agonist の添加により，肺癌幹細胞が減少し増

殖抑制されていることを幹細胞マーカーの

測定により示す．さらに，癌細胞の運動・浸

潤能が低下することも合せて証明する．これ

らのデータに基づき，PPAR-gamma 低発現の

肺癌に対するPPAR-gamma agonistや ligandを

用いた分子標的療法の可能性を探求し，肺癌

の新たな個別化治療の開発を行うことを目

的とした． 
 
３．研究の方法 
 肺癌細胞株A549とH358を用いた in vitro

の培養系において，PPAR-gamma agonist であ

る Pioglitazone と Rosiglitazone．あるいは

antagonist である GW9662 を添加し TGF-beta

刺激または線維芽細胞との共培養により上

皮間葉移行の抑制が観察されるか否かを解

析した．評価方法としては，位相差顕微鏡に

よる形態分析，定量的 RT-PCR とウェスタン

ブロッティングによるカドヘリン発現を観

察した． 

 PPAR-gammaの発現調整をつかさどる核内

分子であるNrf2の活性化剤 tBHQを用いて上

記と同様の in vitro 培養実験を行った． 

 さらに，抗線維化薬である Pirfenidone を用

いて in vitro 培養系で上皮間葉移行の変化と

細胞増殖の抑制が得られるか否かを検討し

た． 

 

４．研究成果 

 A549 肺癌細胞株に TGF-beta で培養したと

ころ形態的に腫瘍細胞は紡錘形変化を認め，

この変化は Pioglitazone および Rosiglitazone

添加により抑制されなかった．また，H358

肺癌細胞株を用いた系でも同様に紡錘形変

化は抑制されなかった．したがって，形態学

的には，PPAR-gamma アゴニストによる上皮

間葉移行の抑制効果は明らかにはできなか



った． 

 tBHQ を用いて Nrf2 活性化した場合には，

A549 細胞株では変化は認めなかったが，

H358 細胞株では紡錘形細胞への形態変化は

軽度抑制された．つまり，Nrf2 活性化により

細胞株によっては上皮間葉移行を制御でき

る可能性があると思われた． 

 PCR-array による解析では，A549 細胞株で

は形態分析と同様に TGF-beta 刺激による

CDH1(E カドヘリン)の低下と COL1A1, 

CDH2(N カドヘリン)の上昇は抑制されず上

皮間葉移行の抑制は認められなかった．しか

し，H358 を用いた培養系では定量的 RT-PCR

解析にて，Pioglitazone または tBHQ 添加によ

り N カドヘリン上昇が抑制され，上皮間葉移

行の抑制が示唆された． 

 

 ウェスタンブロッティングによるたんぱ

く発現解析においては，tBHQ により H358

細胞株ではEカドヘリンの上昇とNカドヘリ

ンの低下を確認した． 

 
 以上の結果から，PPAR-gamma の活性化に

よる上皮間葉移行制御は，一部の細胞株でで

きる可能性があるが，普遍的なデータとは考

えにくいという結論に至った．そこで，抗線

維化作用をもつPirfenidoneを同じ実験系に投

入し，上皮間葉移行を制御できるか否かを検

討した． 

 H358 細胞株を用いて，位相差顕微鏡によ

る形態観察と MTT アッセイにて，Pirfenidone

は細胞増殖抑制作用を認めた．RT-PCR 解析

にて TGF-beta 刺激で上昇する N カドヘリン

の抑制作用を確認した．傾向免疫染色でも E

カドヘリンの再発現と N カドヘリンの低下

を認め上皮間葉移行を抑制したと考えられ

る．ウェスタンブロッティングでも TGF-beta 

0.1-1.0ng/ml 濃度で誘導される上皮間葉移行

に伴う N カドヘリンの上昇を抑制すること

が確認された． 
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