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昭和大学 戦略的研究基盤形成事業終了にあたって 

 

 

腫瘍分子生物学研究所を中心とした昭和大学のハイテクリサーチセンター整備事業とし

て、平成 9年度から平成 13年度「細胞増殖・分化制御の分子メカニズムに基づくがんの

診断と治療法の開発」(代表者：黒木 登志夫教授)、平成 14年度から平成 18年度「シ

グナル伝達とゲノム解析による三大疾患（がん、心疾患、脳卒中）の病因解析と治療法

開発」(代表者：野瀬 清教授)、平成 19年度より平成 23年度戦略的研究基盤形成事業

「悪性腫瘍の分子的理解に基づく個別化診断・治療法の基盤構築」(代表者：片桐 敬)

の課題で、医学部、歯学部、薬学部に属する複数の研究者が参加して活発に研究を行っ

てきた。これらの研究基盤の上に、平成 24年度より平成 28年度の 5ヶ年に渡り、今回

の戦略的研究基盤形成事業「新たなパラダイムに基づく悪性腫瘍の個別化診断・治療法

の研究基盤構築」をテーマに研究を続けてきた。 

 

研究は次の 3本のプロジェクトに従って進められ、腫瘍分子生物学研究所をはじめ本学

の代表的な研究者が参加した。 

 

（１） 新たなパラダイムに基づく新規癌標的分子の探索 

（２） がん個別化学療法を目指した抗がん剤感受性、耐性の分子機構の解析 

（３） 個別化診断・有害事象予測におけるバイオマーカーの開発 

 

本邦においてがんが死亡原因の 1位を占めるようになって久しいが、その治療法は分子

標的治療薬の登場により近年長足の進歩を遂げ、化学療法による長期生存例も認められ

るようになってきている。本事業の研究期間は、標準的ながんの治療法として認知され

た分子標的治療の選択肢が飛躍的に増え、更にがん医療のひとつの転換点と考えられる

免疫チェックポイント阻害剤が驚くべき成果を上げてきた時期と一致する。本研究に携

わった臨床系、基礎系の研究者にとっては、これらの成果を目の当たりにしながら研究

を推進することができ、非常に時宜を得たテーマであったと思われる。本報告書に見る

ように、本事業においてはがんの細胞生物学的な特性について様々な方向から分子機序

を解析し、個別化治療に向けた新規分子標的、腫瘍マーカーの開発について５年間に相

当の研究成果を上げることができた。これらの成果を臨床につなげるためには多くの課

題が残されているが、今回の研究組織をもとに、医療系総合大学としての本学の特性を

生かした研究連携をさらに充実させ、これらの研究が発展することに期待したい。 

 

「昭和大学 戦略的研究基盤形成事業」の終了にあたり、このような機会を与えていた

だいた文部科学省私学事業団ならびに学校法人昭和大学 小口 勝司理事長に改めて感

謝の意を表するものである。 

 

 

平成 29年 3月 

 

 

昭和大学 戦略的研究基盤形成事業 代表 

 

片桐 敬（名誉学長） 
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平成 24 年度～平成 28 年度「私立大学戦略的研究基盤形成支援事業」 

研究成果報告書概要 

 

１ 学校法人名  昭和大学               ２ 大学名   昭和大学                   

 

３ 研究組織名  腫瘍分子生物学研究所    

 

４ プロジェクト所在地  東京都品川区旗の台１－５－８        

 

５ 研究プロジェクト名  新たなパラダイムに基づく悪性腫瘍の個別化診断・治療法の

研究基盤構築                                

 

６ 研究観点    研究拠点を形成する研究                                    

 

７ 研究代表者 

研究代表者名 所属部局名 職名 

片桐 敬  名誉学長 

 

８ プロジェクト参加研究者数  7 名 

 

９ 該当審査区分    理工・情報     生物・医歯     人文・社会  
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研究プロジェクトに参加する主な研究者 
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１０ 研究プロジェクトに参加する主な研究者 

研究者名 所属・職名 プロジェクトでの研究課

題 

プロジェクトでの役

割 

柴沼質子 

腫 瘍 分 子

生 物 学 研

究所・教授

（兼担、薬

学部・腫瘍

分 子 細 胞

学教室） 

１．新たなパラダイムに基

づく新規癌標的分子の探

索 

 

ミトコンドリア呼吸不全

を基礎とする細胞悪性化

形質誘導機構の解明と臨

床応用の可能性 

 

ミトコンドリア呼吸鎖

の遺伝子における突然

変異の探索と、がん悪

性度との関連 

宮崎 章 

医学部・生

化学教室・

教授 

細胞接着斑分子を標的と

したがん治療戦略の構築 
 

がん組織間質における

Hic5 の発現と、がん発

生に対する生理活性の

分子機構解析 

大森 亨 

腫 瘍 分 子

生 物 学 研

究所・准教

授（兼担、

医学部・内

科学・呼吸

器･アレル

ギ ー 内 科

学分野） 

２. がん個別化学療法を目

指した抗がん剤感受性、耐

性の分子機構の解析 

 

ヒト上皮成長因子受容体

チロシンキナーゼ阻害剤

（EGFR-TKI）の耐性機構お

よびその克服法の開発 

 

非小細胞肺がんの抗が

ん剤耐性・転移の分子

機構解析と耐性克服法

の開発 

中村清吾 

医学部・

外科学・

乳腺外科

分野・教

授 

 

乳がんの個別化医療を目

指して ―特に治療抵抗

性乳がんの分子的理解― 

 

Triple negative 乳がんと

BRCA 蛋白質の関連性

に関する解析と薬剤耐

性因子の探索 

 

佐々木康綱 

医学部・

内科学・

腫瘍内科

学分野・

教授（兼

担、腫瘍

分子生物

学研究所

・所長代

行） 

３．個別化診断・有害事象

予測におけるバイオマー

カーの開発 

 

非小細胞肺がん患者に対

する EGFR-TKI エルロチニ

ブおよびゲフィチニブに

よる間質性肺炎と薬物動

態 

 

EGFR-TKI 誘導間質性

肺炎と薬物動態・薬物

輸送担体 ABCG2 遺伝

子多型解析 

代田 達夫 
歯学部・口

腔外科学・

口腔がんにおけるメチル

化遺伝子、miRNA を用いた

口腔がん組織メチル化

遺伝子、miRNA の網羅
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顎 顔 面 口

腔 外 科 学

部門・教授 

腫瘍マーカーによる早期

診断法の開発 

的解析 

大滝博和 

医学部・解

剖学・顕微

解剖学・講

師 

培養ヒトグリオーマ細胞

における PACAP および

PACAP 受容体の発現と幹

細胞マーカーとの相関性 

グリオーマ細胞におけ

る PACAP、PACAP 受容

体発現と機能解析 

（共同研究機関等）    
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＜研究者の変更状況（研究代表者を含む）＞ 

旧 

ﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄでの研究課

題 

所属・職名 研究者氏名 プロジェクトでの役

割 

 
学長（研究所長代

行） 
片桐 敬 

研究代表者・研究の統

括 

（変更の時期：平成 25 年 7 月 28 日 退職による所属・職名の変更） 

 

 

新 

変更前の所属・職

名 

変更（就任）後の所属・

職名 

研究者氏名 プロジェクトでの

役割 

学長（研究所長代

行） 
名誉学長 片桐 敬 

研究代表者・研究の

統括 

 

旧 

ﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄでの研究課

題 

所属・職名 研究者氏名 プロジェクトでの役

割 
口腔がんにおけるメチル

化遺伝子、miRNAを用いた

腫瘍マーカーによる早期

診断法の開発 

口 腔 制 御 外 科

学・教授 
新谷 悟 

口腔がん組織メチル化

遺伝子、miRNA の網羅

的解析 

（変更の時期：平成 25 年 12 月 31 日 退職による変更） 

 

 

新 

変更前の所属・職

名 

変更（就任）後の所属・

職名 

研究者氏名 プロジェクトでの

役割 

 
歯学部・口腔外科学・顎顔

面外科学部門・教授 
代田 達夫 

口腔がん組織メチル化

遺伝子、miRNA の網羅的

解析 

 

旧 

ﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄでの研究課

題 

所属・職名 研究者氏名 プロジェクトでの役

割 
培養ヒトグリオーマ細胞

における PACAP および

PACAP 受容体の発現と幹

細胞マーカー尾の相関性 

腫瘍分子生物学研

究所・教授（兼担、

医学部・第一解剖

学） 

塩田清二 
グリオーマ細胞における

PACAP、PACAP受容体発現

と機能解析 

（変更の時期：平成 27 年 3 月 31 日 退職による変更） 

 

 

新 

変更前の所属・職

名 

変更（就任）後の所属・

職名 

研究者氏名 プロジェクトでの役

割 

 
医学部・解剖学講座・顕微解剖

学・講師 
大滝博和 

グリオーマ細胞における

PACAP、PACAP受容体発

現と機能解析 
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旧 

ﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄでの研究課

題 

所属・職名 研究者氏名 プロジェクトでの役

割 
Met増幅 EGFR-TKI獲得耐

性における 2 次治療とし

ての新規治療戦略の確立 

医学部・内科学講

座・呼吸器アレルギ

ー内科学部門 
廣瀬 敬 

新規 EGFR 阻害剤耐性機構

の解析と耐性克服法の開

発 

（変更の時期：平成 24 年 7 月 1 日 診療体制の改変により変更） 

 

 

新 

変更前の所属・職

名 

変更（就任）後の所属・

職名 

研究者氏名 プロジェクトでの

役割 

 

医学部・内科学・腫瘍内科

学分野・教授（兼担、腫瘍

分子生物学研究所・所長

代行） 

佐々木康綱 

EGFR-TKI 誘導間質

性肺炎と薬物動態・

薬物輸送担体 ABCG2

遺伝子多型解析 

 

 

旧 

ﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄでの研究課

題 

所属・職名 研究者氏名 プロジェクトでの役

割 

 
消化器内科学教室・

講師 
小西和夫 

DNA メチル化解析を

用いた大腸発癌過程

の解明 

（変更の時期：平成 24 年  7 月 1 日 診療体制の改変により変更） 

 

 

新 

変更前の所属・職

名 

変更（就任）後の所属・

職名 

研究者氏名 プロジェクトでの

役割 

 

医学部・内科学・腫瘍内科

学分野・教授（兼担、腫瘍

分子生物学研究所・所長

代行） 

佐々木康綱 

EGFR-TKI 誘導間質

性肺炎と薬物動態・

薬物輸送担体 ABCG2

遺伝子多型解析 
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ミトコンドリア呼吸鎖不全を基盤とする細胞悪性化形質誘導機構の解明と 
臨床応用の可能性 

薬学部 生体分子薬学講座 腫瘍細胞生物学部門 柴沼 質子 
【概要】 
殆どのヒトがん細胞でミトコンドリア DNA（mtDNA）に変異が見つかる。これは、mtDNA
が核 DNA に比べて変異原に対して脆弱であるためとされ、様々な変異原存在下でミトコンド

リアは容易に DNA に傷害を受けて機能障害に陥る。私たちは、DNA 傷害を生じるような酸

化ストレス下に細胞をおいて、実際、ミトコンドリアの機能（呼吸鎖）が低下することを観察

した（業績 Free Radical Res. 45: 672-680 (2011)）。 
変異部位については、mtDNA の転写と複製の制御領域である D-loop に最も多く変異が見つ

かる。その意義であるが、これまでのところ、その他の領域の変異も含め、がん化との関係は

ほとんどが不明である。しかし、この D-loop （non-coding）領域に生じた変異については、

がん細胞にとってなんらかの点で有意に働くと考えざるを得ない。何故ならば、この領域の変

異は、通常、mtDNA のコピー数と転写の低下を招き、最終的にはミトコンドリアの機能低下

を引き起こす。そして、このような状況下では細胞の増殖は著しく抑制される。従って、D-loop
変異は細胞の増殖には不利なのである。しかし、その不利なはずの変異が多くのがんで維持さ

れている。しかも細胞内の mtDNA のうち殆どが同じ変異をもつ状態、すなわちホモプラスミ

ーの状態にまでなっているとされている。これらの知見に基づくと、上述のように想定せざる

を得ないのである。 
以上のように、がん化への積極的関与が示唆される D-loop 領域の変異であるが、これまでの

ところ、細胞の悪性化との関係は殆ど解析されていない。そこで、mtDNA（D-loop）変異につ

いて、がん化との関わりを具体的に解明することを目的として、本研究を開始した。D-loop 変

異の結果として直接的には mtDNA の複製/転写が抑制されるので、最初にそのような条件下

で上皮細胞の形質変化を観察した。その結果、悪性化形質として〔上皮-間充織転換（EMT）〕
様の変化が引き起こされるという注目すべき結果を得た（業績 Cancer Sci., 103:1803-1810 (2012)）。

これは、mtDNA の複製/転写阻害が、悪性化形質誘導の積極的要因となることを強く示唆する

ものである。 
 一方、上述のように、呼吸鎖機能の不全下では細胞の増殖は顕著に抑えられる。意外にも細

胞内の ATP 量はそのような状態下でも正常レベルに保たれていた。これは、解糖系の亢進に

より補完されたものと考えられ、呼吸鎖不全による増殖抑制は、ATP 産生以外の呼吸鎖機能の

低下によるものと推測された。いずれにしても、mtDNA に変異を生じた細胞ががん化するに

当たっては、悪性化形質を獲得する一方で、この増殖抑制を克服しなければならない。本課題

では、この増殖抑制作用に対してがん細胞が獲得した克服機構の解明にも取り組んだ。取り組

みに当たり、先ずこの呼吸鎖不全による増殖抑制に関するメカニズムについて解析し、この抑

制が E2F 転写因子による転写制御ネットワークを標的とするものであることを明らかとした

（業績 Cancer Sci., 107: 963-971 (2016)）。具体的には、呼吸鎖不全下では E2F の転写機能が低下
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し、その結果、下流の転写標的である一連の細胞周期制御因子の発現が低下することで、増殖

が抑制されると考えられた。次いで、がん細胞によるこの増殖抑制機構に対する克服メカニズ

ムを解析した。その結果、転写調節因子 high mobility group A2 (HMGA2)と Forkhead box 
M1（FOXM1）という細胞周期制御転写複合体 DREAM の構成因子が、呼吸鎖機能が低下し

ているがん細胞内で高発現していること、ならびに、これらの機能が増殖抑制効果の克服に決

定的な役割をはたしていることを見出した。すなわち、これら遺伝子機能を抑制するとがん細

胞内で E2F 転写ネットワーク機能が呼吸鎖不全下のように低下してしまい、がん細胞は老化

形質の誘導とともにやがて増殖しなくなった。 
以上の結果は、HMGA2、或いは FOXM1 の高発現が、呼吸鎖不全による E2F 機能低下を克

服、もしくは代償するのに必須であり、その発現を抑制することができれば、がん細胞に老化

様形質を誘導し、その増殖を不可逆的に抑制できることを示している。臨床検体においても、

がん部と非がん部を比較すると約 60%の検体のがん部でミトコンドリア機能が低下しており、

さらにその低下と相関して HMGA2 が高発現していた。今後、HMGA2、FOXM1 の詳細な機

能を明らかすると共に、がん細胞内で HMGA2 と FOXM1 の発現を上方制御しているシグナ

ルを同定し、そのシグナルを遮断することでがん細胞の増殖を阻止できるかどうか検討する予

定である。それらの成果を基に、ミトコンドリア機能不全を背景とする腫瘍を対象とした新規

個別化がん治療戦略の構築を目指したい。 
 
【結果】 
１）呼吸鎖不全による悪性化形質誘導：呼吸鎖機能不全モデル細胞（低濃度 ethidium 

bromide 処理により mtDNA の複製/転写を特異的に阻害したマウス乳腺上皮細胞）を作製し

て細胞形態を観察した。その結果、E-cadherin の局在変化を主とする上皮形態の乱れが観察

された。その他、インテグリンや matrix metalloproteinase 類の発現も変化しており、総体

として呼吸鎖機能不全により細胞に悪性化形質（epithelial mesenchymal transition：EMT
様の変化）が誘導されることがわかった（業績 Cancer Sci., 103: 1803-1810 (2012), Free Radical 

Res. 45: 672-680 (2011)）。 
 
２）呼吸鎖不全下での細胞増殖能の低下：一方、呼吸鎖機能不全に陥った細胞では、細胞の増

殖が顕著に抑制される。これはがん化の観点からは不利であり、１）の結果と併せると、“呼吸

鎖機能不全により細胞は悪性化形質を獲得するものの増殖能を失うため、最終的ながん化には

至らない”ということになる。実際のがん細胞は、この増殖抑制機構を克服してがん化したと

考えられる。そこで次に、この克服機構の解析のために、その前提となる呼吸鎖機能不全によ

る増殖抑制機構を解析した。 
 低濃度 ethidium bromide 処理に加えて mtDNA 複製/転写調節因子 TFAM や呼吸鎖複合体

I のサブユニットに対する siRMA なども用いて呼吸鎖機能を低下させ、増殖抑制メカニズム

について検討した結果、呼吸鎖機能の低下による増殖能の低下は、意外にも細胞内 ATP 量の
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低下によるものではなく、転写因子 E2F1 の発現と機能の低下を引き金とする細胞周期促進因

子類（サイクリンなど）の下方制御が主な原因であることがわかった。要するに、呼吸鎖機能

が低下すると E2F1 の転写機能が低下し、その結果、下流の標的遺伝子の発現が低下して、増

殖が抑制されることがわかった（業績 Cancer Sci., 107: 963-971 (2016)）。細胞周期制御転写複合体

DREAM の構成因子 FOXM1 も E2F の転写標的遺伝子であり、やはり呼吸鎖機能の低下によ

り発現が低下した。 
 
３）呼吸鎖機能不全と HMGA2 発現：一方、DNA マイクロアレイの結果から、呼吸鎖機能不

全モデル細胞内ではストレス応答関連遺伝子とともに胎児性抗原 HMGA2 の発現が上昇して

いることがわかった（業績 J. Biochem., 146: 123-132 (2009)）。HMGA2 は DNA の高次構造を変化

させて転写を制御する転写調節因子であり、脳下垂体腫瘍では、E2F1 の転写機能を亢進させ

て細胞増殖の促進に働くことが報告されている（Cancer Cell, 9: 459-471 (2006)）。これらのことか

ら、HMGA2 が呼吸鎖機能低下状態下の E2F 機能低下の克服になんらかの役割を担っている

可能性が考えられたので、ヒト hepatocellular carcinoma（HCC）由来細胞株を用いて、さら

に検討を加えた。最初に、呼吸鎖活性の低下と HMGA2 の発現レベルの相関について調べた。 
 そのために、入手した 7 種の HCC 細胞株、HepG2, HLF, HuH-7, JHH-1, 2, 4, 6 に primary 

hapatocyte を加えて、それらの mtDNA、mtRNA 量、ミトコンドリア膜電位を測定してミト

コンドリア機能を評価し、同時に HMGA2 の発現レベルを調べた。その結果、先のモデル細胞

の結果と一致して、ミトコンドリア機能の指標が低い細胞株で HMGA2 の発現レベルが上昇

しており、これらのヒトがん由来細胞株でも呼吸鎖の低下と相関して HMGA2 の発現が上昇

していることが示された。特に JHH-2, 4 で高発現していた。注目すべきことに、JHH-2, 4 の

増殖能は呼吸鎖機能が低下しているにも拘らず、その他の細胞株と遜色なかった。 
ちなみに、D-loop 領域の塩基配列に関しては、すべての細胞株で、mtDNA の複製転写制御因

子 TFAM の結合領域周辺に複数の変異が認められ、特に HLF、JHH-2, 4 では、複数塩基にま

たがる欠損や挿入が生じていた。核 DNA の変異については、多くの肝細胞がんで変異が報告

されているβcatenin 経路の主要な因子（βcatenin、axin）について、主だったエキソンを調

べたが、これらには変異は生じていなかった。 
 
４）臨床検体を用いた検討：３）の HCC 細胞株の結果を受けて、次に肝細胞がんの臨床検体

を用いて、呼吸鎖機能と HMGA2 の発現の相関関係について検討した。ここでは、呼吸鎖機能

の surrogate指標として、ミトコンドリアDNA由来転写産物（呼吸鎖複合体形成因子のmRNA）

量を測定した。約 40 の検体について調べたところ、半数以上の症例のがん部位で正常部と比

較してミトコンドリア機能が低下しているとともに、HMGA2 の発現が検出され、それらの間

には正の相関が認められた。以上の結果から、実際の生体内のがん化過程でも、呼吸鎖機能の

不全を背景とする場合、多くの例で HMGA2 の発現上昇を伴うことが示された。 
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５）HMGA2 発現上昇の意義：以上の結果を受けて、次に HMGA2 が呼吸鎖機能低下細胞内

で果たしている役割について検討した。呼吸鎖機能の低下とともに HMGA2 が高発現してい

た HCC 細胞株、JHH-2 4 について、HMGA2 の発現をノックダウンしてみたところ、増殖速

度とコロニー形成能が顕著に低下した。それと同時に、細胞老化マーカーSAβ-galactosidase
活性の上昇がみられた。また、E2F 転写制御ネットワークが、呼吸鎖不全状態下のように抑制

されることがわかった。これらの結果は、HMGA2 が、実際の細胞内では観察結果と逆のこと、

すなわち、呼吸鎖不全により低下した E2F 転写制御ネットワーク機能の再活性化に働き、細

胞の増殖能の維持、または老化様増殖停止機構の誘導阻止に働いていることを示唆している。 
一方、肝細胞の分化誘導因子である HNF4αの発現は、HMGA2 のノックダウンにより上昇

した。すなわち、HMGA2 は、通常は HNF4αの発現については抑制していることがわかった。

HNF4αは肝細胞内で SIP 等の EMT 制御因子の発現を抑制的に制御している。従って、

HMGA2 の発現下では、HNF4αの発現が抑制され、EMT 制御因子が誘導されると考えられ

る。１）に述べた悪性化形質の誘因のひとつは、この HMGA2 による HNF4α発現低下であ

ると推察される。 
以上より、HMGA2 は、呼吸鎖機能の低下した細胞内で、E2F 転写制御ネットワークの機能

低下を阻止して増殖能の維持に働くとともに、HNF４αの発現を抑制して悪性化形質（EMT）
の誘導にも寄与している可能性が示唆された。HMGA2 がこの二つの機能を併せ持つ意義は重

要であり、HMGA2 が誘導されて始めて mtDNA に変異を持ち呼吸鎖機能が低下して悪性化形

質を獲得した細胞が、さらに EMT により悪性化し、且つ増殖（がん化）することが可能にな

ると考えられる。以上のように、慢性炎症を母体とする肝細胞がんの発生・進展に重要な分子

として HMGA2 を同定した。 
 
６）呼吸鎖機能不全細胞における FOXM1 の発現上昇とその意義 
２）の結果から、呼吸鎖不全による増殖抑制は、E2F 転写制御ネットワークの機能低下がその

主な原因であるとわかった。その結果、FOXM1 などの発現が低下するが、呼吸鎖機能が低下

している HCC 株では、HMGA2 以外に FOXM1 の発現が高く維持されていた。この FOXM1
の高発現も、E2F 機能低下による増殖抑制効果に対する克服機構の一つであることが考えられ

た。そこで、RNAi によりその発現をノックダウンして検討した結果、HMGA2 の場合と同様

に、がん細胞の増殖が不可逆的に抑制された。SAβ-galactosidase の活性上昇、HNF４αの発

現の回復も同様に認められ、FOXM1 もがん細胞内で HMGA2 と同様の機能を果たしているこ

とがわかった。 
 
【考察】 
これまで、がん遺伝子やがん抑制遺伝子が多数同定され、その変異による発がんのメカニズム

が次々と明らかにされてきた。しかし、胃がんや肝細胞がんについては、ウイルス感染などを

引き金とし、慢性炎症を背景として発症することが提唱されているものの、具体的な発がんの



14 
 

メカニズムはよくわかっていない。肝細胞がんについては、いくつかのがん遺伝子、がん抑制

遺伝子の変異が報告されているが、いまだその変異の意義やがん化メカニズムの詳細は明らか

ではない。一方、胃がんと肝細胞がんでは、他のがんに比べて mtDNA（D-loop）に変異を生

じている割合が高い（Ann. N.Y.Acad. Sci., 1042: 109-122 (2005)）。そこで私たちは、仮説として、

これらのがんでは『核 DNA 上のがん遺伝子やがん抑制遺伝子の変異の代わりに、mtDNA（D-
loop）変異ががん化の誘因となっている』可能性を考えた。 
この仮説に基づき、呼吸鎖機能に差がみられた複数の HCC 細胞株について、種々の検討を加

えた結果、呼吸鎖機能不全を生じていた細胞株で、細胞の増殖維持に決定的な役割を果たして

いる遺伝子として上述のように HMGA2 と FOXM1 を同定した。この成果は、肝細胞がん以

外にも、胃がんなど、慢性炎症を母体とするその他のがんに適応できると考えられ、それらの

がん細胞に対する治療戦略への幅広い貢献が期待できる。炎症を母体とするがんでは、薬物の

標的となる特異的な分子（過剰発現/変異がん遺伝子など）がいまのところ同定されておらず、

他のがんの場合のような有効な分子標的治療がまだ可能でない。HMGA2 と FOXM1 を分子標

的とする本提案は、呼吸鎖機能が低下しているがん細胞に対し、特異的に老化様の不可逆的増

殖停止を誘導するものであり、実現できれば副作用の少ない優れた治療法となることが期待で

きる。以上のように、本成果は、「mtDNA 変異による呼吸鎖不全のがん化への関与」という新

たなパラダイムに基づいて悪性腫瘍の個別化治療基盤構築に寄与が期待される意義深い内容

であると考える。 
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                              H28. 9. 21 
 

細胞接着斑分子を標的とした癌治療戦略の構築 
（最終報告） 

                              宮崎 章 
 

 

 癌組織の約半分は間質細胞から成る。すなわち癌細胞の形質は細胞外微小環境制御を受けて

おり、とりわけ癌幹細胞のニッチ形成という側面から間質細胞および細胞外マトリクス 

(extracellular matrix : ECM) の重要性が認識されている。現在 ECM は組織構築を保持する

だけではなく、接触している細胞の生存、発生、移動、増殖、形態、機能などを調節する生理

活性物質であることが明らかとなっており、この ECM による恒常性維持の破綻が炎症や癌

と深く結びつくと考えられている。ECM と細胞間の相互作用に重要な役割を果たしているの

が、インテグリンを軸として形成される細胞接着斑（focal adhesion: 接着斑）装置である。接

着斑は細胞-ECM 間の接着のみならず、機械的応力の伝達、細胞骨格調節、シグナル伝達など

に関わる多機能構造体である。この構造体を形成するタンパク質として、FAK（focal adhesion 

kinase）、Paxillin、Talin、Vinculin、Zyxin などの細胞接着斑構成分子群が知られており、現

在これらの分子の中には、創薬のターゲットとなることが期待されるものが存在する。 

 本研究では細胞接着斑構成

分 子 の 一 つ で あ る  Hic-5 

(hydrogen peroxide-inducible 

clone-5) に着目し、Hic-5 の発

癌への関与および役割について

解析を行った。  

まず大腸癌患者由来組織を用

い非癌部および癌部間での Hic-

5 発現量を検討したところ、癌部

で Hic-5 の顕著な発現上昇が認

められた。そこで Hic-5 高発現

細胞を同定するためヒト大腸腺

癌 9 例を用いて Hic-5 の組織免

疫染色を行ったところ、Hic-5 は
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全ての症例で癌間質繊維芽細

胞（ CAF ： Cancer associated 

fibroblast)に発現していること

が明らかとなった（図 1）。さ

らに Hic-5 発現は、adenoma-

carcinoma sequence（腺腫―が

ん連関）過程において発現が

上昇することが示された（図

2）。また間質での Hic-5 高発現

細胞に関して、特に癌化上皮細胞と隣接しているCAFでは Hic-5 の高発現が確認された(図 3A)。

CAF 以外では、Hic-5 と CD31、CD45、Iba1などの各種マーカーとの共染色の結果より、間質

のマクロファージや造血前駆細胞での Hic-5発現は観察されず、血管内皮細胞にわずかに発現

することが明らかとなった（図 3B,C）。 

次に Hic-5 の発癌過程への積極的な関与の有無を明らかにするため、Hic-5 欠損マウスを用

いて Azoxymethane 投与によるマウ

ス大腸癌発癌頻度を検討した。その

結果、Hic-5 欠損マウスで発癌頻度

の顕著な抑制が観察された（図４）。

またマウス大腸癌組織においても同

様に、癌間質に Hic-5 の高発現が認

められた。これらマウス癌間質 Hic-

5 陽性繊維芽細胞は α-SMA 陽性であ

ったことから、やはり癌間質の CAF

に Hic-5 が高発現していると考えら

れた。つまりマウス、ヒト両方の大

腸癌組織において Hic-5 は CAF に高

発現しており、かつ Hic-5 を欠損さ

せることで大腸癌の発症がほぼ完全

に抑制されることが示された。そこ

で次に、Hic-5 欠損マウスで観察さ

れた発癌頻度抑制メカニズムを解析
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するため、ヒト大腸癌組織より CAF を分離培養した。非癌部から分離した繊維芽細胞 (N) に

対して、癌部より分離した CAF (C) ではやはり Hic-5の発現が誘導されていた（図 5）。さら

に大腸癌患者非癌部から分離 

培養した繊維芽細胞をヒト大腸癌

細胞株 Caco-2 の培養上清で刺激し

たところ Hic-5 の発現が誘導され

た（図 5C, D）。そこで大腸癌細胞

から放出されることが知られてい

る複数のサイトカインを用いて同

様の実験を行ったところ、TGF-β

刺激で線維芽細胞内の Hic-5 発現

量増加が認められた（図 5E）。TGF-

βは癌間質の ECM リモデリン

グに深く関与していることが

知られているため、CAF 内の

Hic-5 が ECM リモデリング制

御を介し発癌過程に関与する

可能性について、Hic-5過剰発

現系を用いてコラーゲンや

MMPs などの発現解析を行った

ところ、I型コラーゲンとエラ

スチンの架橋を行う lysyl 

oxidese (LOX) の発現が Hic-

5 により発現誘導されること

を見出した（図 5F）。正常部位

の間質に比べて癌間質はその

硬度を増すと共に、ECMは癌細

胞と並行に線状集積する。癌

細胞生存に有利な線状集積し

た硬い ECM を形成するために

は ECM 分子間の架橋が重要で
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ありそれを担うのが LOX である。このことから、癌細胞が周囲の間質細胞に向けて放出した

TGF-βに応答して CAF 内の Hic-5発現が上昇し、それにより LOX発現が誘導される癌細胞の分

裂増殖に有利な ECM 環境、強いては癌ニッチが形成されるのではないかと想定される(図 6)。

現在 siHic-5 を用いてヒト CAFs の Hic-5 発現抑制による癌間質線維芽細胞形質のさらなる変化

について、LC/MS を用いた網羅的解析、同時に細胞外環境リモデリングの観点から ECM 産生

量および MMPs 活性変化も詳細な検討を加えている。 

 またこの間、並行して解析を行って

きた肝繊維化発症へのHic-5の関与が明

らかとなった。肝線維化、殊に肝硬変は肝

細胞癌発症と深く関わっている。肝臓での

筋線維芽細胞の主な供給源は肝臓星状細

胞（HSCs : Hepatic stellate cells）であると

考えられており、我々はヒト線維化肝の組

織解析および肝線維化モデルマウスを用

いた解析より、Hic-5は活性型HSCsで線維

化の進行に伴い発現が上昇することや、野

生型マウスと比較してHic-5欠損マウスで

は顕著に肝線維化が抑制されることを報

告した。そのメカニズムとして、通常Hic-

5は TGF-β によるHSCsの活性化に伴ったSmad7の抑制を介して、コラーゲンI の発現を誘導す

ることが明らかとなっている。 

 以上、Hic-5 欠損マウスでの大腸癌発症、肝線維化抑制効果からこの分子が臨床応用の

ためのターゲットとなりうる可能性があると考える。癌病変部では、癌細胞由来のサイトカ

インや細胞外基質分解酵素などによる細胞外環境のダイナミックな変化、リモデリングが持続

的に起きている。よって本研究により癌組織における細胞外微小環境シグナルを担う細胞接着

斑分子の一つが同定できた。また当該分野のみならず、この分子がこれまでに持つ背景から動

脈硬化、術後再狭窄など血管病変の進行過程に血管リモデリングが主体をなしている関連分野

の病態解明が期待できる。さらに Hic-5 は活性酸素種 (ROS) により発現誘導される分子とい

う背景を持つことから、Hic-5 による細胞外環境変化への詳細な応答メカニズムが解明される

ことで、多様な生理的シグナルを同時に担う ROS ではなく、ROS 下流で病変を引き起こす

1 機能分子を標的にできる。このことから ROS が関与する種々の疾患に対する標的分子を絞
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った副作用の少ない予防法・治療法の発案が可能になると考える。 

    Hic-5 は他のグループのマウスを用いた癌転移実験により、乳癌細胞株 (MDA-MB-231) 

内の Hic-5 量を低下させると肺転移が顕著に抑制されることが報告されている。また現在イ

ギ リ ス で 第 I 相 臨 床 試 験 が 行 わ れ て い る 開 発 中 の 抗 癌 剤  GSAO ［ 4−

（N−(S−glutathionylacetyl) amino）phenylarsenoxide］の作用機序の一つとして Hic-5 のリ

ン酸化の関与が知られている。本研究における細胞接着斑分子 Hic-5 を介した細胞外微小環

境制御シグナルの解析結果から、大腸癌治療の新たな治療ターゲットの新規分子として Hic-5

が提唱できたと考える。現在並行してタンパク構造の X 線結晶構造解析に着手しており、構造

が解けた場合 in silico で Hic-5 機能阻害シード化合物の探索が可能となる。よって本研究は大

腸癌治療への展開を図る新規創薬ターゲットを発掘するという重要な意義を持つ研究となっ

た。 
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新たなパラダイムに基づく肺がん治療に向けた研究基盤構築 
 

腫瘍分子生物学研究所 大森 亨 
 
肺がんはがん死で最も多い原因であり、このうち約 60％の患者では診断時に転移を伴う進行

期であることが知られる。このような進行期肺がん症例は化学療法の適応となるが、治療時に

有効であった症例も全例が抗がん剤耐性となり再発する。このことから、がん細胞の耐性や転

移に関する分子機構を解析することは、がんの治療成績を向上させるうえで極めて重要である。

我々は、非小細胞肺がんを対象として、特にヒト上皮成長因子受容体チロシンキナーゼ阻害剤

（EGFR-TKI）の耐性機構解析およびその克服法の研究を行っている。本研究課題「新たなパ

ラダイムに基づく悪性腫瘍の個別化診断・治療法の研究基盤構築」においては、（１）がんの耐

性に関与する TGF-β1 誘導上皮間葉転換（Epithelial-mesenchymal transition, EMT）に及ぼ

す Syndecan-4(SDC-4)の影響とその分子機構解析、（２）afatinib に対する耐性非小細胞肺が

んにおける耐性機序の解析、（３）afatinib、抗インスリン様受容体リガンド抗体の併用による

EGFR-TKI 耐性克服法の開発について研究を行った。この他、平成 27 年 11 月より東京大学

医科学研究所附属病院 抗体・ワクチンセンターと共同で、小細胞肺癌患者の末梢血より循環

腫瘍細胞(CTC）を回収し、これらの分子レベルの解析により治療効果の発現や小細胞肺癌の生

物学的特性に関する検討を実施している（昭和大学ヒトゲノム遺伝子解析倫理員会承認番号：

227 号、東京大学医科学研究所倫理審査委員会承認番号：27-43-1030）。 
 
１．TGF-β1 誘導上皮間葉転換における Syndecan-4 の関与 
 
上皮間葉転換(Epithelial-mesenchymal transition, EMT)は、上皮細胞がその細胞極性や周囲

細胞との細胞接着機能を失い、遊走、浸潤能を得ることで間葉系様の細胞へと変化するプロセ

スであり、発生時の組織構築、創傷治癒などの過程において重要な役割を果たしている。がん

組織においては、がん細胞が腫瘍組織を離れ転移をきたす過程、また抗がん剤に対する高度耐

性の形質であるがん幹細胞への変換に EMT が関与することが報告されている。がん細胞にお

ける EMT 分子機構を解明することは抗がん剤耐性、転移の抑制を考える上で非常に重要であ

る。 
Syndecan(SDC)は細胞膜表面に存在するヘパラン硫酸プロテオグリカン群で、4種（SDC1-4）
が知られている。これらは、特に細胞－細胞間及び細胞－細胞外基質間の接着、細胞の移動、

増殖に関与していることが知られる。この中で SDC-4 は、integrin を介した接着装置に高濃

度で存在し、接着シグナル、actin stress fiber の構築に関与することで、細胞の形態調節なら

びに細胞移動に関与している。SDC-4 は肝細胞がん、悪性中皮腫で高発現することが報告され

ているが、EMT に対する役割はこれまで明らかとなっていない。我々はヒト非小細胞肺がん

(NSCLC)株 A549 を用いて TGF-βが誘導する EMT の分子機構に SDC-4 が関与していること
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を見出し、その分子機構について解析を行った。 
TGF-βの刺激により、細胞の接着分子である E-cadherin が低下し、vimentin、Snail、Slug
が上昇することで、A549 細胞は敷石状から紡錘形に形態を変化させ、EMT の誘導がおこる

が、興味深いことに同時に SDC-4 も増加することが明らかとなった(Fig. 1)。TGF-β誘導 EMT
の過程における SDC-4 の役割を明らかにする目的で、SDC-4 siRNA を用いて knockdown を

行ったところ、TGF-β刺激による vimentin、Snail の上昇が抑えられ(Fig. 2)、 
 

          

 

 

 

細胞の移動度(Fig.3A)、浸潤性が有意に低下した(Fig. 3B)。E-cadherin については TGF-β及

Fig. 1 Fig. 2 

Fig. 3 
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び Snail 発現と無関係に、SDC-4 knockdown により上昇する傾向を認めた。SDC-4 は細胞外

ドメインが遊離して細胞増殖シグナルに関与することが知られるが、中和抗体を用いた検討で

は、TGF-β関連シグナルに遊離細胞外ドメインは関与しない。一方、SDC-4 の knockdown は、

Slug の発現には影響を与えず(Fig. 2)、また細胞の形態、actin stress fiber の構造は変化しな

かった(Fig. 3C)。このことから、Slug の siRNA を用いて、同様の観察を行った。この結果、

Slug のみの knockdown によっても、TGF−βによる EMT は抑制できないが、SDC-4 と Slug
のdouble knockdownを行った場合には紡錘形の細胞形態の変化が抑制され、actin stress fiber
の形成が低下することが明らかとなった(Fig. 3C)。 
 
以上の観察から、SDC-4 は Snail 誘導シグナルの上流に存在し、TGF-β刺激により SDC-4 発

現が上昇することで Snail の発現が上昇する。さらに、Snail の上昇により、細胞の移動度、

浸潤性を亢進させる。一方、Slug は SDC-4 を介するシグナルと独立して TGF-β刺激により発

現上昇をきたし、Snail と協調的に actin stress fiber の構築することで細胞形態を紡錘形へと

変化させることが明らかとなった。一方、E-cadherin については SDC-4 の knockdown のみ

で発現上昇が認められることから、SDC-4 による TGF-βと独立した制御機構が存在すること

が示唆された。今後、肺がん患者の臨床検体を用いた検討を行うことで、SDC-4 発現と予後、

薬剤感受性、転移の頻度との相関について解析を進めたい。 
 
Up-regulation of Syndecan-4 contributes to TGF-β1-induced epithelial to mesenchymal 

transition in lung adenocarcinoma A549 cells. Biochem Biophys Rep 5; 1-7, 2016 
 
 
2. afatinib 耐性非小細胞肺がんにおける耐性機序の解析 
 
上皮成長因子受容体(EGFR)チロシンキナーゼ阻害薬（TKI）は、活性化突然変異 EGFR を発

現する NSCLC 患者で有効であり、この治療により少数の長期生存例も認められるようになっ

た。しかしながら、その大部分は 1 年以内に再発することから、EGFR-TKI に対する耐性化は

NSCLC 治療の上で大きな障壁となっている。可逆的 EGFR-TKI(gefitinib, erlotinib)の耐性に

ついては、EGFR の 2 次突然変異(T790M)が約 50％を占め、そのほか MET、IGF-1R 等のバ

イパスシグナルの亢進、小細胞肺がんへの細胞形質の変化等の分子機構が明らかにされている。

特に2次突然変異EGFRに対しては、T790M変異にも有効な第3世代EGFR-TKI(osimertinib)
が開発され、耐性患者に対する有効な治療法となっている。第 2 世代の afatinib は、汎 EGFR 
family 受容体に対する不可逆的 EGFR-TKI としての特徴を有し、活性化突然変異 EGFR を発

現する NSCLC に対する治療薬として臨床応用されているが、本薬剤に対する耐性機序につい

ては十分に明らかにされていない。 
我々は、活性化突然変異 EGFR を発現し EGFR-TKI に高感受性のヒト NSCLC 細胞株 PC-9
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を用いて、薬剤の持続接触を行うことで親株に比して afatinib に 1000 倍以上耐性となった獲

得耐性株 3 株(PC-9AFR1、PC-9AFR2、PC-9AFR3)を樹立し(Fig. 1)、それぞれの耐性機序に

ついて解析を行った。この結果、3 種の耐性細胞はそれぞれ異なる機序により、afatinib 耐性

形質を獲得していることが明らかとなった。 
PC-9AFR1、PC-9AFR2 では活性化 EGFR 突然変異アレルが減少し、代わりに野生型 EGFR
の発現が亢進した。一方、PC-9AFR3 では T790M EGFR 突然変異が認められ、3 世代 EGFR-
TKI (osimertinib、rociletinib)に対する感受性が認められたことから(fig. 2)、これまでの可逆

的 EGFR-TKI と同様に、2 次突然変異が afatinib 耐性に寄与していることが明らかとなった。

PC-9AFR1 では野生型 KRAS の遺伝子増幅(Fig. 3A, B)及び、バイパスシグナルとしてリン酸

化 IGF-1R の発現増加を認めた。本細胞株では、１）IGF-1R 阻害剤(OSI906)と MEK 阻害剤

(selumetinib)の併用により AKT, ERK のリン酸化が低下し apoptosis が誘導 
 

  

 

 

Fig. 1 
 

Fig. 2 
 

Fig. 3 
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されること(Fig. 3C)、２）薬剤非接触条件での培養した細胞株（PC-9F2W, PC-9F1M, PC-

9F2M）において、耐性度の低下に伴って KRAS 発現も低下することから(Fig. 3D)、野生型

KRAS の遺伝子増幅、IGF-1R 活性化が協調的に afatinib 耐性に寄与していると考えら 
れる。PC-9AFR2 ではリン酸化 IGF-1R の活性化を認め、afatinib と OSI906 の併用が奏功す

ることから、バイパスシグナルとして IGF-1R が耐性に寄与することが明らとなった(Fig. 4A)。
興味深いことに、この細胞株では IGF-1R リガンド結合蛋白質 IGFBP-3 の発現亢進を認めた

(Fig. 4B)。増加した IGFBP3 は IGF1R と AKT の持続性のリン酸化に関与し、同蛋白質の

knockdown により afatinib による耐性が部分的に解除される (Fig. 4A、4C)ことから、afatinib
耐性に寄与していると考えられた。 
今回の検討で、afatinib 耐性は多因子性に誘導されることが明らかとなった。臨床において、

EGFR-TKI 耐性となった NSCLC 患者に休薬期間をおくことで EGFR-TKI に対する感受性が

回復する現象が観察されているが、今回の知見で野生型 KRAS の遺伝子増幅による耐性化は

可逆的であることから、この現象を説明する理由となる可能性がある。今回の我々の結果は、

活性化 EGFR 突然変異を発現する NSCLC 患者のための、次世代の治療学に重要な情報を提

供すると考えられる。今後、これらの新しい耐性メカニズムについて、EGFR-TKIs に感受性

を回復した患者材料を含む臨床検体での評価を行い、個別がん化学療法に向けた新規治療法の

開発を目指した研究につなげたい。 
 
3．afatinib、抗インスリン様受容体リガンド抗体(BI 836845)併用による EGFR-TKI 耐性克

服法の開発 
 

Fig. 4 
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インスリン様成長因子（IGF-1、IGF-2）は、細胞増殖と生存(を促進する。IGF-1R に対する

両リガンドの結合は、IRS タンパク質をリン酸化し、Akt/mTOR と下流のシグナル伝達経路を

活性化する。IGF-1R 及び IGF-1R-インスリン受容体(IR)との複合型受容体は肺がん、乳がん、

前立腺がんを含む多くの腫瘍組織で発現し、患者の予後不良因子としての関連性が知られてい

る。このことから、IGF-1Rを分子標的とする抗がん剤(低分子 IGF-1R-TKI, 抗体)が開発され、

前臨床試験では良好な成績が得られている。しかし、進行 NSCLC 患者を対象とした EGFR-
TKI(erlotinib)と IGF-1R 特異的抗体(figitumumab)併用第 3 相試験（ADVIGO 1018）では有

効性を証明できず、毒性（主に高血糖）が認められたため、早期に終了した。 
BI 836845 は IGF-1 と IGF-2 のヒト化中和抗体であり、IGF-1R シグナルを標的とした第 3
の阻害剤として、臨床試験が進められている。低分子 IGF-1R-TKI と異なり、この薬は IR で

直接的な交差反応を持たないため、ホストの糖代謝に影響を及ぼすことなく IGF-1R シグナル

を抑制する。我々は NSCLC を対象として afatinib と BI 836845 の併用療法の効果と分子機

構について検討した。 
 

 

 
EGFR-TKI 耐性株を含む NSCLC 細胞株パネルを用いて、afatinib と BI 836845 の組合せ効

果を評価した結果、BI 836845 は単独ではほとんど細胞毒性を持たないが、EGFR-TKI 耐性株

(PC-9AFR2, PC-9ZD)を含む大部分の NSCLC 株で相乗的な抗腫瘍効果を示したが、他のバイ

パスシグナル（MET の過剰発現、変異型 K-RAS）を有する細胞株では認められなかった(Table. 
1)。EGFR-TKI 耐性株を用いた検討で、この併用療法はそれぞれを単独で使用するのに比して、

AKT/mTOR シグナル経路を強く抑制し、これに伴ってアポトーシスが誘導されることが確か

められた(Fig. 1)。また、この併用療法は EGFR-TKI 耐性株(PC-9AFR2, PC-9ZD)のマウス移

Table 1 
  

Fig. 1 
  

Fig. 2 
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植腫瘍に対しても、体重減少、高血糖等の有害事象をきたすことなく、相乗的に作用すること

を確認した (Fig. 2)。 
以上から、afatinib と BI 83684 を用いた併用化学療法は、NSCLC に対する新たな治療的戦

略であると考えられる。 
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戦略的研究基盤形成事業  

「新たなパラダイムに基づく悪性腫瘍の個別化診断・治療法の研究基盤構築」 

研究報告書(2016.9) 

外科学講座乳腺外科学部門 

はじめに 

原発乳がんの治療は、局所療法（手術、放射線治療）による局所コントロールと全身療法（薬物

療法）による再発予防で行われている。乳がんは、発症早期でも全身に微小な転移を有している

可能性があり、転移による再発は根治の可能性が非常に低く、予後不良である。したがって、転

移再発をいかに防ぐかが、乳がんの薬物治療の要である。また、再発乳がんの治療にも薬物療法

が重要な役割をしており、薬物療法の進歩に伴いその比重がさらに高まっている。効果的な薬物

治療のためには乳がんの生物学的特徴による治療薬の選択がなされており、これが乳がんの個別

化治療の核心である。 

 現在乳がんの薬物療法において３つのバイオマーカーの発現パターンによって、薬剤選択を行

っている。その３つのバイオマーカーとは、エストロゲン受容体（ER）、プロゲステロン受容体

（PgR）、およびヒトEGF受容体type2（hEGFR2=HER2）である。これまでの研究により、バイオマ

ーカーにより以下のような４つのサブグループに大別でき、その頻度は以下のようになってい

る。 

ER/PgR (+) HER2(-) : ホルモン感受性型        乳がん全体の７０-８０％ 

ER/PgR (-) HER2(-) ：トリプルネガティブ（TN）型         １０％前後 

ER/PgR (+) HER2(+) ：トリプルポジティブ（TP）型         １０％前後 

ER/PgR (-) HER2(+) ：HER2型                    １０-２０％ 

これらの乳がんのタイプは薬物の感受性に概ね対応しており、 ER/PgR (+) は内分泌療法、

HER2(+)は抗HER2療法の効果が期待できる。しかし、診療の現場では、薬物療法に難渋することが

しばしばある。その理由として、１）薬剤に対する抵抗性の獲得、 ２）TN型は標的が不明であ

る、３）治療中のバイオマーカーの変化、などが挙げられる。特に、2）のTN乳がんに関しては従

来の化学療法に治療抵抗性を有するものが存在しており、近年、このTN乳がんは分子腫瘍学的に

単一の性質を持つ集団ではなく、いくつかのサブグループに分かれていると報告されている。 

また、そのサブグループによる薬剤選択も提唱されており、新たな治療戦略を見出すことが課題

となっている。 

 

研究目的 

今回、当教室では「乳がんの個別化医療を目指して－特に治療抵抗性乳がんの分子的理解－」を研

究テーマとし、特に殺細胞性抗癌剤に対して治療抵抗性を有する割合が高いトリプルネガティブ

（TN）乳がん、さらにこの TN 乳がんと関連のある遺伝性乳がんを対象とした研究を行ってきた。ま

た新規タキサン系抗がん剤である nab-Paclitaxel を用いた術前化学療法の臨床試験をもとに、新

規分子生物学的手法を用いて治療効果予測因子の探索を行っている。以上の研究をもとに乳がんの
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腫瘍生物学的理解を深め、新たな治療法確立を目指している。各項目についての要旨は以下に述べ

る。 

 

研究結果 

1.遺伝性乳癌と BRCA遺伝子の変異について 

 遺伝性乳がんの原因遺伝子としては BRCA遺伝子の変異が最も多く、約 28％に認められる。く

わえて BRCA1遺伝子変異を持つ乳がん患者においては TN 乳がんが約半数を占めており、BRCA遺伝

子と TN乳がんは非常に関連が深い。当科ではブレストセンター開設以来、遺伝性乳がんを疑う患

者に対して積極的に遺伝カウンセリング、BRCA遺伝子検査を行っている。2015年 12 月 31日まで

の乳がん発症者における BRCA 遺伝子の変異は、BRCA1遺伝子変異が 43人に認められ、BRCA2 遺伝

子変異は 28 人に認められた。さらに TN乳がんに焦点を当てると、BRCA1遺伝子変異を持つ中では

TN 乳がんは 28人に認められ、BRCA2遺伝子変異では TN 乳がんが 3人に認められた。以上の結果

より BRCA1変異と TN乳がんとの関係はこれまでの諸家の報告と同様に非常に高い相関があると考

えられた。 

2.BRCAnessと化学療法の効果について 

 TN乳がんの一部は通常使用される殺細胞性抗がん剤に対して感受性が低いことが臨床的に知ら

れているが、その機序に関してはいまだ解明されていない。上述にもあるように TN 乳がんは

BRCA1 変異を持つことが多く認められているが、BRCA遺伝子の germ line mutation を持たない患

者でも BRCA 遺伝子の機能不全をきたしていることが知られており、これらの腫瘍は BRCAnessを

持つ腫瘍とされている。これらは BRCA 遺伝子変異を持つ腫瘍と同様に従来の殺細胞性抗がん剤に

対して感受性が低く、アルキル化剤や白金製剤など DNA 直接障害性を持つ抗がん剤、PARP(Poly 

(ADP-ribose) polymerase)阻害剤の効果が期待できると報告されている。そこでわれわれは TN乳

がんに対して BRCAnessを測定することで、殺細胞性抗がん剤の薬剤選択が治療前に可能となるか

を検証する目的に研究を計画・実施してきた。 

①BRCAnessの測定 

1）対象と方法 

対象 

ⅰ）当院で遺伝カウンセリングを行い、BRCA検査を受け germ line mutationが判明した症例 

ⅱ）術前化学療法施行例 

ⅲ）再発後の化学療法として Gemcitabine-Calboplatin 療法を施行した症例 

方法 

組織標本から癌部を microdissection を行い DNA を抽出、MLPA 法を用いてターゲット領域の遺伝

子 copy数を解析し、PAMで BRCAness をスコア化、cut-off値を 0.5 として判定した。 

また今後の研究の予備的検討事項として、凍結標本とホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)標本の

双方で行い、FFPE標本でも測定が可能か、また針生検(CNB)検体の FFPE標本を用いた測定が可能で

あるか、術前化学療法施行後の手術症例でも測定が可能かを検討した。 
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結果 

凍結標本での結果 

 

凍結標本と FFPE標本の比較 

 

BRCA遺伝子の exon20の大規模欠損が認められた症例では凍結標本とホルマリン固定で結果が異な

ったが、そのほかのものでは一致していた。BRCA 遺伝子の大規模欠損の発生頻度は非常に低く、

FFPE 標本でも測定が可能と考えられた。この結果より術前化学療法症例に対する研究では FFPE 標

本を使用して行っている。 
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CNB検体での測定 

CNB検体での測定に関しては、検体そのものの大きさが小さいことより DNA 量の不足が懸念された

が、切片厚を 10μm、10 枚使用することで測定に十分な DNA量を確保できることがわかった。今後

CNB検体を使用した研究に関しては術前化学療法症例を中心に行っていく予定である。 

 

術前化学療法施行例 

術前化学療法施行後の手術症例 50例に対して測定を行ったところ、6例(12％)に BRCAness が認め

られた。そのうち TN乳がん 13 例では 5例(38％)で BRCAnessが認められた。 

さらにこの中で術前化学療法に対して抵抗性を示した症例に対して解析を行ったところ、以下のよ

うに BRCA変異陽性 2例および変異のない 1例で BRCAnessが認められた。 

 

以上の結果より、TN 乳がんと BRCAness は強く相関する可能性があること、さらに BRCAness が化

学療法抵抗性の指標になる可能性があることが示唆された。 

 

②化学療法として Gemcitabine-Calboplatin療法を施行した症例 

TN 乳がんなど従来の抗がん剤では高い効果が得られないことがあり、このような腫瘍に対しては

白金製剤を用いた治療が高い効果が得られる可能性を持っている。当科で再発乳がんに対する治療

として、Gemcitabine-Calboplatin療法を施行した症例についても同様に BRCAness の測定を行った

ところ、3例に BRCAnessを認めた。これら 3例は臨床経過として従来の化学療法の効果は高くなか

ったが、Gemcitabine-Calboplatin 療法は従来の化学療法に比して比較的長期間にわたり使用する

ことが可能であった。以上より BRCAness の測定は、白金製剤の効果予測因子としての可能性もあ

ることが示唆された。 

 

3.新規抗がん剤効果予測因子について 

①TN乳癌のうち病理学的部分奏効であった症例において、化学療法に対する治療効果や治療抵抗

性を示す遺伝子変異の同定 
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 新規タキサン系抗がん剤である nab-aclitaxel を用いた術前化学療法の臨床試験を 2011年 4月

より多施設共同研究として行ってきた。TN 乳癌における nab-paclitaxel による術前化学療法での

病理学的完全奏効率は従来のタキサン系抗癌剤 docetaxelと比較してほぼ同等であった。（nab-

paclitaxel群 30% vs. docetaxel群 28%）前化学療法を施行した TN乳癌のうち病理学的部分奏効

であった症例において、化学療法に対する治療効果や治療抵抗性を示す遺伝子変異を同定すべく

術前・術後の検体を Next Generation Sequenceを用いて解析を行った。 

【方法】対象は 2011年から 2014年に術前化学療法を施行され、手術標本で病理学的完全奏功が確

認された TN 症例のうち、自施設で化学療法前針生検を施行されていた 3 症例。針生検のパラフィ

ン標本より DNA を抽出し、TruSight 腫瘍パネル（Illumina 社）を用いて AKT1, ALK, BRAF, EGFR, 

ERBB2, FGFR2, KIT, MAP2K1, MET, PDGFRA, PIK3CA, SRC, STK11, APC, CDH1, CTNNB1, FBXW7, 

FOXL2, GNAQ, GNAS, KRAS, MSH6, NRAS, PTEN, SMAD4, TP53の 26遺伝子の 82エクソン、174 アン

プリコンをターゲットとして検索した。 
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【結果】3 症例中、9 種類の遺伝子に変異が検出された。スプライスサイトを除くエクソン部位に

認められた変異のうち、アミノ酸の置換を伴わない同義変異を取り除くと、TP53、FOXL2、PIK3CA遺

伝子に変異が検出された。症例 1:TP53、FOXL2、PIK3CA 遺伝子それぞれに 1つずつ変異が認められ

た。この症例は BRCA 変異陰性で化学療法前 T1cN0M0StageI、術前化学療法はジェムシタビン+カル

ボプラチン、FEC を施行されていた。化学療法前針生検の病理学的検索では浸潤性乳管癌(IDC)、NG3、

EGFR＜1%, CK5/6 陰性、Ki-67＞90％であった。症例 2:TP53遺伝子に 1 つの変異が認められた。BRCA

変異未測定、化学療法前 T2N2aM0StageIIIA, IDC, NG3, EGFR＜5%, CK5/6 90%, Ki67 50-60%であっ

た。症例 3:TP53 遺伝子に 1 つの変異が認められた。BRCA変異未測定、化学療法前 T2N1M0StageIIB, 

IDC, EGFRと CK5/6未測定、Ki67 30-40%であった。TP53の変異は 3症例でそれぞれ別の部位での

異なる変異であった。3例全ての症例で現在まで無再発であった。【結論】pCR症例においても、遺

伝子変異が検出された。これらはいずれも多型ではなく、機能に影響を与え得る変異であり、化学

療法感受性に寄与している可能性があると考えられた。 
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②新規抗がん剤 nab-Paclitaxelの効果予測因子の同定 

nab-Paclitaxel の特徴としてはヒト血清アルブミンにパクリタキセルを結合させナノ粒子化され

ていることがあげられる。アルブミンは主として腫瘍から分泌される Secreted Protein Acidic and 

Rich in Cysteine(SPARC)と結合する。さらに内皮細胞に存在するアルブミン特異的な gp60 受容体

に結合し、血管外への運搬に関与する caveolae を活性化する。このことより、nab-paclitaxel の

効果予測因子として SPARC、カベオラを形成する分子である caveolinが有用である可能性が示唆さ

れる。SPARC は種々の腫瘍細胞で過剰発現しており、とくに乳がんにおいて SPARC 発現陽性例にお

いては予後不良との報告 (Jones,Cancer Res.2004) がある。また、前述した TN 乳がんにおいても

SPARC 遺伝子の発現量が高いと報告（Charafe-Jauffret,Oncogene 2006)されており、TN 乳がんに

おいても重要な役割を果たしている可能性がある。今回、われわれは 2011年 3月より 2012 年 1月

まで当院にて術前化学療法を施行した17例においてcaveolinのisoformのひとつであるcaveolin-

1 と SPARCの発現につき免疫染色法を用いて検索を行った。 

治療レジメン；nab-Paclitaxel（8例）/docetaxel(9例)followed by FEC 

方法 

caveolin-1の測定は IHCにて行い、腫瘍細胞および間質細胞の細胞質への染色で陽性判定した。 

結果 

caveolin－1 陽性例(IHC) 
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化学療法前 CNB と caveoline-1の関係 

 

病理学的完全奏効(pCR)症例における化学療法前 CNBと caveoline-1 の関係 

 

化学療法残存腫瘍と caveoline-1 の関係 

 

今回の研究では pCR 症例において 1 例に caveolin-1 の発現が認められ、化学療法後残存腫瘍にお

いて caveolin-1発現は化学療法前よりやや高い傾向であった。 

Caveolin-1 の過剰発現と化学療法耐性との関係については化学療法前の結果に関してはこれまで

の報告とは異なっていたが、化学療法後の残存腫瘍ではこれまでの報告のように化学療法耐性と関

係がある可能性が示唆された。しかしながら、症例数が少ないため、今後症例の集積を行うことで

研究を進める必要性があると考えている。 

 

今後の研究方針、今後期待される研究成果 

 今後の研究方針としては、遺伝性乳癌を疑う患者に関しては、より一層、対象患者の拾い上げ

をきちんと行い、積極的なカウンセリング等によって症例データの蓄積を行っていくと同時に、

BRCAness の測定を行うことで BRCA遺伝子の germline mutation の有無にかかわらず、従来の殺細

胞性化学療法剤の効果予測が可能になると期待され、TN 乳癌における個別化医療が可能になるこ

とが期待できる。また、術前化学療法の効果予測因子、特に nab-Paclitaxelの効果予測因子の同

定に向けた研究を引き続き行っていく予定である。 
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非小細胞肺がん患者に対する上皮成長因子受容体のチロシンキナ-ゼ阻害薬エルロチニブおよ

びゲフィチニブによる間質性肺炎と薬物動態 

 

医学部内科学講座腫瘍内科学部門 佐々木康綱 

 

目的 

エルロチニブとゲフィチニブは上皮成長因子受容体(EGFR)のチロシンキナーゼを可逆的に阻

害するチロシンキナーゼ阻害薬(TKI)である．これらの TKI は転移・再発非小細胞がんの治療

に用いられる．これらの TKI による治療では，皮疹や下痢が高頻度に認められる(1)．また，

頻度は低いが重篤かつ時として致死的な間質性肺炎が惹起される(1)．エルロチニブやゲフィチ

ニブの体内動態には大きな個体差が認められる．そこで，薬物動態の差異が毒性と相関する可

能性を考えた．本研究ではまず，エルロチニブおよびゲフィチニブのにより惹起される間質性

肺炎と，これら TKI の薬物体内動態との関係を調査した．エルロチニブとゲフィチニブは肝細

胞の胆管膜側および小腸粘膜の管腔側膜に発現する薬物輸送担体である，ABCG2 の基質であ

ることが知られている．ABCG2 遺伝子には，蛋白の発現量低下を引き起こす多型である

421C>A が存在が報告されている．本多型によりエルロチニブおよびゲフィチニブの血中濃度

推移が上昇したとの報告があり(1)，本研究では本多型とエルロチニブおよびゲフィチニブによ

る間質性肺炎，および体内動態の関係についても調べた．  

 

方法 

 エルロチニブ(150 mg/body/day)とゲフィチニブ(250 mg/body/day)にて治療した転移・再発

非小細胞肺がん患者における間質性肺炎，薬物体内動態，およびABCG2 の遺伝子多型 421C>A

について前向きに調査した．本臨床研究は，予め昭和大学の倫理委員会の承認を受けた．本研

究にエントリーした患者からは文書にて同意をし得した．毒性は Common Terminology 

Criteria for Adverse Events (version. 4.0)にて評価した．エルロチニブの薬物体内動態解析用
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の血液は，投与初日の投与前，投与後 1，2，4，8 および 24 時間後，および投与後 8 日目の投

与前に採取した．ゲフィチニブの場合は，投与初日の投与前，1，3，5，8 および 24 時間後，

および投与後 8 日目と 15 日目の投与前に採取した．遠心分離により血液から血漿を得て光速

液体クロマトグラフィー(HPLC)による血漿中濃度の測定に供した．採取した全血からゲノム

DNA を調製し，ダイレクトシーケンス方により ABCG2 421C>A の遺伝子型を解析した． 

 

結果 

 エルロチニブを投与した 25 名の非小細胞肺がん患者(男性 18 名と女性 7 名，年齢中央値 68

才 [範囲 31-82 才])(2)，およびゲフィチニブを投与した 35 名の非小細胞肺がん患者(男性 14 名

と女性 21 名，年齢中央値 72 才 [範囲 53-90 才])(3)が本研究にエントリーし，これらの患者に

ついてエルロチニブまたはゲフィチニブの毒性，薬物動態および ABCG2 421C>A について調

べた． 

エルロチニブを投与した 25 名の患者の中で 3 名が，投与開始の 8 日以内に重篤な間質性肺炎

(≥ グレード 4)を発症した．73 才の男性患者(患者 A)においては，投与 7 日後に致死的な間質

性肺炎が発症した．間質性肺炎発症後，直ちにエルロチニブによる治療を中止し，ステロイド

のパルス療法を施行したが，間質性肺炎の症状は改善せず，患者は急性増悪により数日後に死

亡した．また，78 才と 80 才の女性患者（患者 B および C）は，それぞれエルロチニブの投与

開始後 7 日目および 8 日目にグレード 4 の間質性肺炎を発症した． 

エルロチニブを投与した患者における投与初日の血漿中濃度推移を図 1 に示す．投与開始か

ら 24 時間後までの血漿中薬物濃度-時間曲線下面積(AUC)の中央値は，69.1 µM•h であった

（範囲，35.5-123 µM•h）．患者 A と B は最も高い AUC(123 µM•h)および 3 番目に高い

AUC(112 µM•h)を示した．一方，患者 C は最も低い AUC(35.5 µM•h)を示した．しかしなが

ら，本患者血漿中濃度は投与開始以降持続的に上昇し，24 時間後に最高値を示した(図 1 の点

線)．この特異な体内動態はエルロチニブの蓄積を惹起し，エルロチニブの投与開始後 8 日の
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トラフ血漿中濃度は，調査した 21 名の患者の中で(中央値 5.84 µM, [範囲，3.51-8.33 µM])，3

番目に高かった(8.20 µM)．患者 A と B においてはそれぞれ 7 日ごと 8 日後に間質性肺炎を発

症したため，エルロチニブの投与開始後 8 日のトラフ血漿中濃度は測定できなかった．患者 A

は ABCG2 421C>A のホモ接合体であった．本患者においては，ABCG2 によるエルロチニブ

の胆汁排泄が低下したために血漿中濃度が上昇し，間質性肺炎の惹起に繋がったと考えられた． 

ゲフィチニブを投与した 35 名の患者の中で 1 名が重篤な間質性肺炎(≥ グレード 4)を発症し

た．本患者におけるゲフィチニブの AUC は最も高く，投与開始後 8 日目のトラフ血漿中濃度

は 2 番目に高かった．本患者における ABCG2 の遺伝子型は野生型であった． 

ま

とめ 

以上の結果は，エルロチニブおよびゲフィチニブによる重篤な間質性肺炎は，これらの TKI

による暴露量が高い場合に起こりやすい可能性を示唆する．また，エルロチニブを投与した患

者 A の結果は，間質性肺炎と ABCG2 421C>A との関係を示唆する．結論を導くためにはさら
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に患者数を増やした検討が必要である． 
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分子標的に基づく口腔癌の新規治療戦略 

 

歯学部口腔外科学講座顎顔面外科学部門 代田 達夫 

概要 

口腔癌は全癌腫の約 4％に過ぎず、絶対的発生率および患者数は多くはない。しかしながら、

食べる、話す、呼吸するといった人としての根源的機能を有する口腔機能を癌腫の発生進展、

もしくは加療によって形態的・機能的消失することは人間としての尊厳を大きく損なう可能性

がある。このため口腔癌の早期発見および有効な加療体系の開発は喫緊の課題であり、国民の

福利に適う。 

 近年、口腔癌に最も多いとされる扁平上皮癌の悪性化に関与する遺伝子制御機構の解明が進

み、その遺伝子産物を標的とした分子標的治療の可能性が模索されている。しかしながら、既

存の分子標的治療が必ずしも満足のゆく治療成績を挙げているとは言い難い。この点に鑑みて

本研究では 

① 口腔扁平上皮癌におけるエピジェネティック修飾 

② microRNAの網羅的解析による早期診断法の開発 

を行った。 

1. 現在までの進捗状況 
① DNAのメチル化に代表されるエピジェネティックな制御機構は、発生、分化、老化の

調節、染色体の構造の安定化、遺伝子量の補償など生命現象に深く関与している。口腔癌の癌

化の過程において特定の遺伝子のメチル化の異常の報告はなされているが、網羅的なメチル化

の異常についての詳細な報告は少ない。このため本研究では、口腔扁平上皮癌における網羅的

メチル化プロファイルを検討した。 

【方法】解析方法は、Infiniuｍ HumanMethylation27 BeadArray system (Illumna)を用いた。

解析対象として、口腔扁平上皮癌細胞株(3 株)および臨床検体の口腔扁平上皮癌組織(59 例)、

口腔正常粘膜上皮(3 例)、頬粘膜 Swab(6例)を用いた。 

【結果】Infiniuｍ HumanMethylation27 BeadArray systemを用いて個々の解析症例のメチル

化プロファイルを同定することが出来た。階層的クラスター解析の結果、約 2000 遺伝子にお

いてメチル化プロファイルを行った所、大きく 2群に分類された。一方は、正常組織と比較し

てメチル化の変化の少ない癌症例が含まれており(ClusterA)、もう一方のグループは正常組織

と比較してメチル化の異常が多く蓄積していた(ClusterB)。ClusterB群において高度にメチル

化される遺伝子としては、CDH2, MLH1などの既知の浸潤転移や血管新生に関与する因子が含ま

れていた。メチル化プロファイルと臨床病理学的情報との相関について統計学的に検討を行っ

たところ、ClusterBには頸部リンパ節転移を伴う症例、病期分類では高度進行症例、組織学的

には低分化癌が多く含まれていた。さらにこの 2群間の予後について Kaplan Myer 法を用いて

解析を行ったところ、ClusterBに分類される症例は有意な差をもって予後不良であることが判

明した。以上の結果より、口腔扁平上皮癌はメチル化プロファイルによって 2群に分類出来る
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ことが明らかとなった。また、我々は口腔癌の予後マーカーとなり得る候補遺伝子群、EPHA5, 

CYB5R1 を抽出した。 

 

② microRNA (miRNA)は DNA より転写されるがタンパク質へ翻訳されない non-

codingRNA の一種であり標的遺伝子の翻訳抑制及び分解といった遺伝子発現制御機構に関与し、

細胞の増殖・分化をはじめとして様々な生命現象を制御していると考えられている。癌の発生

過程においても miRNAの発現異常に起因する遺伝子発現制御機構の破綻が生じているとの報告

があるが、口腔癌の癌化における miRNAの役割は明らかとなっていない。本研究は、口腔癌に

おける miRNA の網羅的発現解析を行い、扁平上皮細胞の悪性化に関与する miRNAを同定する事

を目的とした。 

【方法】解析方法は 384種類の miRNA が解析可能な ABI社の TaqMan Low Density Array を用

いた。解析対象として口腔扁平上皮癌細胞株(3 株)、口腔正常上皮細胞株(1 株)、口腔癌組織

(29 症例)、口腔正常粘膜上皮(3 例)のそれぞれから抽出された Total RNAを用いた。 

【結果】細胞株からの miRNAの発現プロファイルは臨床検体からは特異的高発現する miRNAを

72 個、逆に発現が減弱する miRNA を 31 個同定した。その中で癌組織において高発現していた

ものは miR-221, miR203, miR429 であった。さらに転移を認めた臨床検体で高発現していた

のは miR-20a, miR-18a, miR-429 であった。この新規に見いだされた miRNA 群は扁平上皮細胞の

発癌や悪性化に重要な役割を果たしている可能性がある。現在、これら同定された数種類の

miRNA について各 miRNA を癌細胞株へ遺伝子導入し、癌細胞株の細胞増殖能、細胞遊走能等

の変化を解析している段階である。 

 

2. 特に優れた研究成果 

①口腔扁平上皮癌はメチル化プロファイルによって ClusterA 、ClusterB の 2 群に分類出来

ることが明らかとなった。特に ClusterB は臨床病理学的悪性度や生存率に相関する結果とな

った。 

②正常粘膜上皮に比較して扁平上皮癌で発現の高いものや低いものの具体的な miRNA が判

明した。中でも高発現している miRNA は miR-221, -203, -429であった。 

 

3. 問題点と克服方法 

 ①口腔扁平上皮癌組織からの DNA 抽出が難しく、上皮組織からなる腫瘍実質以外の腫瘍間

質の混在が多くなる傾向があった。そのため、腫瘍実質からの DNA 採取を行うためレーザー

マイクロダイセクションを用いて腫瘍実質からの DNA 量を得る試みを行った。 

 ②同定された miRNA が悪性度にどのような関与をしているかを個別に検討するため、まず

は細胞株での増殖、遊走能の検討を行った。しかしながら、再現性に問題が生じており、最適

な条件設定を検討している。 
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4. 研究成果の副次的効果 

 ①異常メチル化候補遺伝子以外にも口腔癌の癌化に寄与する可能性のある候補遺伝子、

EPHA5, CYB5R1 を抽出した。 

 

5. 今後の研究方針、今後期待される研究成果 

①口腔癌における EPHA5、CYB5R1 発現意義を分子生物学的手法を用いて検証することによ

り、口腔癌患者の新たな治療標的の候補、腫瘍マーカーとなり得る可能性がある。 

②miRNA Transfection による実験で細胞増殖能、細胞遊走能を解析することで新たな標的分

子の同定が可能になるかもしれない。 
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5. Kondo S, Mukudai Y, Soga D, Nishida T, Takigawa M, Shirota T.: Differential 
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培養ヒトグリオーマ細胞における PACAP および PACAP 受容体の発現と

癌幹細胞マーカーとの相関性 
 
大滝博和 1、中町智哉 1,2,3、渡邊 潤 1,2、荒田 悟 2、塩田清二 4、本田一穂 1 
1 昭和大学医学部解剖学講座顕微解剖学教室 
2 昭和大学遺伝子組み換え実験室 
3 富山大学大学院理工学研究部（理学） 
4 星薬科大学先端生命科学研究所 生命科学先導研究センター ペプチド創薬研究室 
 
下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド(PACAP)は、1989 年宮田らによってヒツジ

の視床下部から単離・同定された神経ペプチドであり、38 アミノ酸残基からなる PACAP38
とその N 末の 27 アミノ酸残基からなる PACAP27 の 2 つのフォームが存在する。PACAP の受

容体は 3 種見出されており PACAP と相同性の高い VIP と同等の親和性で結合する VPAC 受容

体(VPAC1R、VPAC2R)と、PACAP が VIP に対し高い親和性を有する PAC1 受容体（PAC1R）
が存在する。これまで PACAP はこれらの受容体と結合して神経保護作用、抗炎症作用および

血管、気管支の拡張作用が報告されている。これらに加え、PACAP およびその受容体は発生

期の初期から遺伝子が発現していることも見出されており、細胞の増殖や分化に対して役割

を有することが報告されている。 
グリオーマは中枢神経系で神経細胞を支持するグリア細胞が腫瘍化したものである。主なグ

リオーマとして星細胞腫(アストロサイトーマ)があり、原発性脳腫瘍のおよそ 8%、全グリオ

ーマの約 30%を占めている。生存期間は中央値 7-8 年、5 年生存率 50-70%でありもともと悪

性度の高い腫瘍であるが、悪性転化して膠芽腫（グリアブラストーマ）となると生存期間中

央値は約 1 年程度、2 年生存率 30%以下、5 年生存率 8%以下という最も悪性度が高い腫瘍の

ひとつとなる。このように星細胞腫の早期診断は脳腫瘍治療における重要な課題である。本

研究室はこれまで神経幹/前駆細胞やアストロサイト初代培養細胞へ PACAP 添加により細胞

増殖が促進することを明らかにした。しかし、PACAP のグリオーマへの影響は不明である。

そこで本研究は、グリオーマの PACAP とその受容体の発現量を調べるとともにグリオーマの

細胞増に及ぼす影響を調べた。そして早期発見のためのマーカーとして診断に応用できない

か検討する。 
 
【結果および考察】 
・PACAP 及び PACAP 受容体の発現量の比較 
PACAP、PAC1R、VPAC1R mRNA は全てのグリオーマ細胞で発現が認められた。しかし

VPAC2R mRNA は検出されなかった。PACAP mRNA は全体的に発現しており、発現量の高い

順に KINGS-1、 SF-126、YH-13、KNS-81 であった。PAC1R mRNA は KINGS-1、YH-13 で多

く発現しており、KNS-81 はそのおよそ 1/4、YH-13 はそのおよそ 1/2 程度であった。VPAC1R 
mRNA は YH-13 で特に多く発現していた。 
 
・癌細胞表面抗原の発現量の比較 
悪性度の異なるヒトグリオーマ細胞（SF-126、YH-13、KINGS-1、KNS-81）における PACAP
及び PACAP 受容体の発現量と、PACAP による増殖促進効果を比較・検討した。グリオーマ細

胞において CD44 は癌転移能の指標としてよく用いられている。一方、CD90、CD133 は癌幹細

胞マーカーとして知られており、グリオーマ細胞においてはで悪性度の指標となる。CD44、90、
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133 mRNA の発現量を比較したところ、KNS-81 はどれも発現量が多く、逆に YH-13 は全て発

現量が他と比較して少なかった。これらの結果より、今回用いた 4 種のグリオーマ細胞の中で

KNS-81 が最も悪性度が高く、YH-13 は最も悪性度が低いと考えられた。 
PACAP 及び PACAP 受容体 mRNA 発現量においては、PACAP、PAC1R、VPAC1R mRNA は全

てのグリオーマ細胞で発現が認められたが、特に PAC1R、VPAC1R mRNA は悪性度の低いグ

リオーマ細胞(YH-13,SF-126)に多く発現している傾向があった。 
 
・グリオーマ細胞の細胞増殖に対する PACAP の作用 
PACAP 投与により SF-126、KINGS-1、KNS-81 細胞に対してはその細胞増殖に有意な影響は

見られなかったが、YH-13 細胞に対しては 10-11 M の濃度で投与したときに約 40%の顕著な細

胞増殖促進作用が見られた。 
以上の結果から、PACAP 受容体の発現量が癌細胞の悪性度と相関性があることが示された。

また PACAP 投与によって YH-13 細胞のみの増殖が促進されたことから、PACAP がとくに悪

性度の低い段階のグリオーマの増殖に深く関与していることが明らかとなった。 
 
・PACAP の末梢神経の投射による末梢臓器支配と腫瘍への関連性 
近年，PACAP は末梢神経にも発現していることが指摘され，免疫応答などに対し末梢神経の

神経投射により働いていることが明らかとなってきた。我々は近年、骨髄造血細胞に PAC1R
の発現が認められることを見出している。FACS および組織染色による詳細な検討は PAC1R
が造血細胞の中でも未熟な細胞に強く発現していることを明らかにし、造血器官における階

層性依存性を見出した。さらに、CD34/Sca-1 陽性培養細胞に対し PACAP を加えたところ

cyclin D1 の遺伝子発現および細胞の増殖が促され、PAC1R のアンタゴニストで阻害されるこ

とを見出した。加えて，骨髄への神経逆行性トレーサーを投与し，脛骨に投射する神経節の

交感神経細胞に PACAP が強く発現していることを明らかにした。さらに，PACAP の末梢神

経を介した末梢機関の制御は外分泌腺においても証明された。PACAP が外分泌腺への神経投

射により涙や，汗などの腺分泌に関与することを見出した。腫瘍の増殖や転移に関して末梢

神経の神経投射による制御が着目されている。そこで，ヌードマウスにヒト肺胞基底上皮腺

癌細胞である A549 細胞を移植し腫瘍もしくはその間質細胞に投射している末梢神経系を同定

した。腫瘍の中心部は神経線維（neurofilament により同定）や交感神経系（Tyrosine 
hydroxylase により同定）のマーカーでほとんど染色されないが，腫瘍周囲（辺縁）部には多

くの陽性反応が認められた。現在，PACAP がこれら神経線維に存在しているか，またどの細

胞に PACAP レセプターが発現しているか詳細に検討している。さらに PACAP 遺伝子欠損マ

ウスを用いて腫瘍を移植したときの増殖や転移などを検討していく予定である。 
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＜研究成果の公開状況＞（上記以外） 

シンポジウム・学会等の実施状況、インターネットでの公開状況等 

＜既に実施しているもの＞ 

各教室のホームページによる、研究成果の情報公開 

 

昭和大学戦略的研究基盤形成事業 報告会 

平成 25 年 9 月 21 日（土） 

昭和大学入院棟 17 階 A 会議室 

 

 

＜これから実施する予定のもの＞ 

 

特になし 

 

 

 

 

１４ その他の研究成果等 

 

特になし 
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１５ 「選定時」及び「中間評価時」に付された留意事項及び対応 

＜「選定時」に付された留意事項＞ 

 

1．個別の研究テーマの関連性 

２．前身の事業との差異の明確化 

 

＜「選定時」に付された留意事項への対応＞ 

 

1．個別の研究テーマの関連性 

本プロジェクトには医学部２、歯学部１の臨床系 3 教室、医学部２、薬学部１、研究所の

基礎系４教室で構成し、対象とするがん腫も乳がん、肺がん、口腔がん、神経腫瘍、肝臓

がん、大腸がんと多岐に渡る。研究対象自体の関連性は希薄であるが、研究内容は大きく

新規標的分子の探索、抗がん剤感受性・耐性分子機構解析、バイオマーカーの開発を目的

としたトランスレーショナルリサーチに分けられることから、研究内容に沿って３分野を

設定し技術共有などでの連携を図った。各研究分野は、いずれもがんの個別化に向けた新

規治療法・診断法を開発する上で欠くことのできない関連性の強い領域であり、これらを

組織化することにより効率の良いがん研究基盤を形成することができた。 

２．前身の事業との差異の明確化 

前身の本事業において、トランスレーショナルリサーチ領域の研究が少なく、研究成果の

実現性についての問題点が指摘された。このことから、本プロジェクトにおいては、基礎

領域においても各臨床教室と連携して、臨床材料を用いた検証に重点を置き、多くの研究

が行われた。この結果、臨床応用の実現性の高い標的分子並びにバイオマーカーの候補分

子を発見することができた。 

 

＜「中間評価時」に付された留意事項＞ 

 

１． 評価制度の整備・適切な時期の外部評価 

２． 若手育成の組織形成 

３． 社会に向けての情報公開 

４． 具体的な各科の連携 

 

＜「中間評価時」に付された留意事項への対応＞ 

 

１．評価制度の整備・適切な時期の外部評価に対する対応 

研究報告会並びに研究報告書の提出を義務付け、自己評価並びに相互評価に努めた。また、

最終年度に 3 名の外部評価委員に依頼し、書面による報告書の外部評価を受けた。この結

果については、各研究室に通達し改善に努めた。 

２．若手育成の組織形成 

本プロジェクト全体としての教育システムを構築することができなかったが、各教室での

大学院生・学部学生への指導、ならびにがん領域の招聘講師・学内講師によるセミナーを

毎年 4 回以上開催し若手育成のための教育に努めた。 

３．社会に向けての情報公開 

本プロジェクトの内容については、多くの論文発表・学会発表を行って情報公開をおこな

った。一般へ向けた情報公開については、各教室のホームページにおいて行った。 

４．具体的な各科の連携 

上に示したように、医学部・歯学部・薬学部・研究所の各臨床、基礎教室が参画しており、

研究対象自体の関連性は希薄であるが、各分野における技術共有や臨床材料・臨床情報の

共有化により参加教室の連携は円滑に行われた。 
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添付① 

 

評価体制 

 

本プロジェクト参加研究室に対しては、研究報告会参加及び成果報告書の提出を義務付け、研究

費分担金に見合った研究が行われているか相互評価を行った。外部評価委員を下記 3 名の諸先

生方に委託し、終了年次に研究内容について外部評価を受けた。評価内容については、各参加教

室に通達し、それぞれの研究テーマの改善に努めた。 

 

金沢大学大学院医学系血液呼吸器内科学 

金沢大学附属病院呼吸器内科 笠原 寿郎先生 

明治薬科大学 分析化学教室 鈴木 俊宏先生 

近畿大学医学部ゲノム生物学講座 西尾 和人先生 

 

 

金沢大学大学院医学系血液呼吸器内科学 

金沢大学附属病院呼吸器内科 笠原 寿郎 

 

 

新たなパラダイムに基づく新規癌標的分子の探索については、どちらのテーマも極めて新規性が

高く、臨床応用の可能性について着実な実証を重ねており、新しい切り口の悪性腫瘍治療法が開

発されることが期待できる。特に接着斑分子である Hic-5 に関する研究は、がん組織の cancer 

associated fibroblast が新たな治療標的となる可能性を示した初めての事例であり、今後の発展が

非常に期待される。がん個別化学療法を目指した抗がん剤感受性、耐性の分子機構の解析では、

プロテオグリカン SDC-4 の TGF-b 誘導 EMT に関する解析は興味深いが、課題である抗がん剤耐

性の分子機構にどのように関与しているか証明していない。afatinib 耐性株における研究は着実な

証明が行われており、これまで知られていない可逆的な耐性を含む分子機構の発見した点は評価

できる。著者らが述べているように、今後臨床材料を用いた実臨床での証明が待たれる。抗がん剤

抵抗性の TN 乳がんにおいて DNA 修復遺伝子である BRCA の機能不全（BRCAness）が高率に認

められるという、一見相反する現象に関する研究は興味深いが、症例数が少なく網羅的遺伝子解

析についても現象論にとどまっている感が否めない。個別化診断・有害事象予測におけるバイオマ

ーカーの開発の研究については、総じてサンプル数が少なく、スクリーニングの域を出ていない。

EGFR-TKI による間質性肺炎と薬物動態との関連性において、ABCG2 遺伝子多型の解析は興味

深いが、特異的な薬物体内動態が遺伝子多型によって誘導されるものか証明できておらず、更な

る症例数の集積が待たれる。口腔がんの特性を反映するメチル化プロファイル、miRNA の網羅的

解析についても、サンプル数が少なく、また抽出された因子がどのような分子機構でがんの悪性形
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質に関与するか考察されていない。今後の展開の方向性が定まっていないように思われる。グリオ

ブラストーマの増殖に対する PACAP の作用に関する研究は、新規性が高い研究と考えられるが、

in vitro、in vivo の解析のみでの証明は不十分であり、臨床材料を用いた解析によって実際の脳腫

瘍での発現解析が必要である。 

 

 

明治薬科大学 分析化学教室 鈴木 俊宏 

 

本プロジェクトにおいては、医・歯・薬学部を有する昭和大学の特徴を生かし、また基礎と臨床の研

究者がバランスよく分担して、それぞれの目的に沿って高いレベルの研究成果が得られていること

は高く評価できます。また、悪性腫瘍の個別化診断・治療法の開発に結び付けるべく、臨床材料を

用いたトランスレーショナルリサーチを意識した研究が多く行われていました。しかしながら、各分担

者間の有機的な結びつきは乏しく、研究基盤形成という意味では、テーマを絞った集学的アプロー

チ、もしくは全体の研究協力体制を重視した取り組みについても考慮されるべきと感じました 

 

1. ミトコンドリア呼吸不全を基礎とする細胞悪性化形質誘導機構の解明と臨床応用の可能性 

 

がん細胞の特性としてミトコンドリア DNA 遺伝子変異による呼吸鎖不全と、これと関連する細

胞周期制御機構を探索しており、新規性また学術的な意義の高い研究です。臨床材料を用い

た検証行われており、この方向性で新たな標的分子が発見できることに期待します。 

 

2. 細胞接着斑分子を標的としたがん治療戦略の構築 

 

接着斑分子 Hic-5 による stroma による腫瘍発生制御のメカニズムを詳細に解明しており、臨

床応用の実現性が非常に高い研究です。Hic-5 を標的とした分子標的薬は、新たなカテゴリー

のがん治療薬としての期待が大きく、今後の発展を強く望みます。 

 

3. ヒト上皮成長因子受容体チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）の耐性機構およびその克服法

の開発 

 

Afatinib 耐性機構について新規分子機構を発見しており、この克服法の方向性についても示し

ていることは評価できます。IGF-1受容体を標的とした抗体薬の臨床試験は既に失敗に終わっ

ていますが、IGF リガンド抗体がこれとどのように異なった有用性があるかについて、今後の展

開に期待します。 

 

4. 乳がんの個別化医療を目指して ―特に治療抵抗性乳がんの分子的理解― 
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BRCAness を有する TN 乳がんに関する治療法開発のための臨床研究で、着目点は良いと思

われますが、症例数が少なく現時点で信憑性が問えません。網羅的遺伝子解析を行うのであ

れば、これでスクリーニングされた分子について基礎的な実証が行われることに期待します。 

 

5. 非小細胞肺がん患者に対する EGFR-TKI エルロチニブおよびゲフィチニブによる間質性肺炎

と薬物動態 

 

著者らの結果からも、EGFR-TKIにより引き起こされる間質性肺炎が薬物動態のみに依存する

ものではないことは明らかですが、薬物輸送分子 ABCG2 の遺伝子多型解析によりある程度

予想がつくことは意義が大きいと思います。本研究も症例数が少なく信憑性は問えませんが、

今後の症例集積に期待します。 

 

6. 口腔がんにおけるメチル化遺伝子、miRNA を用いた腫瘍マーカーによる早期診断法の開発 

 

口腔扁平上皮がんのメチル化遺伝子プロファイリングにより悪性度を反映するクラスターが得

られたことは意義が大きいと思います。これらの網羅的解析から抽出された因子の抽出方法

が十分に記載されておらず、また検証もなされていないことから評価できませんが、これらによ

る早期診断・治療法の開発の意義は大きいと思います。 

 

7. 培養ヒトグリオーマ細胞における PACAP および PACAP 受容体の発現と幹細胞マーカーとの

相関性 

 

PACAP のアストロサイトへの増殖効果の知見から、幹細胞マーカーを用いたグリオーマの悪

性度と同分子による増殖に関する検討が行われています。マーカーで得られた悪性度の評価

は一面的で、培養細胞株の性質を本当に反映しているか疑問です。また、PACAP のグリオー

マに対する増殖効果は必ずしも高く見えず、研究のデザインとして臨床材料での検証が必要

なように感じました。 

 

 

近畿大学医学部ゲノム生物学講座 西尾 和人 

 

本研究は 5 年間の研究機関で実施されたものです。 

分担研究テーマは様々ですが、全体テーマに則した研究内容です。幅広いがん腫を対象として、医

学部、歯学部、薬学部、腫瘍分子生物学研究所のがん研究者がそれぞれの特徴を生かしながら、

到達目標を共有し、連携しながら研究が進められています。特に、新たなパラダイムに基づく新規
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癌標的分子の探索の分野では、創薬につながる可能性が具体的に示された標的分子が発見され

おり、本研究の大きな成果だと考えます。 

また、その他の分野においても、乳がん、肺がん、口腔がん、神経腫瘍と多岐に渡るがん腫を対象

に、それぞれ特色のある研究が進められ、がん分子標的治療の開発、バイオマーカーによる個別

化の可能性が具体的に示唆される成果が得られています。 

本研究報告書は最終報告ですが、研究の継続が望まれるとともに、ここで得られた成果が速やか

に論文掲載等により公表されることが期待されます。 
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