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研究成果の概要（和文）：本研究は、RBの非細胞自律的な機能を徹底的に探索することによって、がん微小環境研究に
新展開をもたらし、単なるRB研究を超えて、新規かつ汎用性のある制がん標的分子を発見することを目指した。RB不活
性化によって誘導されるIL-6-STAT3 サーキットが乳がんの自己複製に寄与することを見出した。RB不活性化によるIL-
6の発現誘導には、脂肪酸酸化の亢進によるミトコンドリア活性化とそれによるJNK活性化が寄与することも判明した。
また、STAT3の活性化は、ミトコンドリアの呼吸鎖の発現を制御する事によってミトコンドリア由来の活性酸素を抑制
し、細胞の自己複製能の維持に関わることも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Retinoblastoma (RB) protein inactivation during tumor progression is often 
associated with a gain of immature phenotypes and chemo-resistance. Determination of an Rb inactivation 
signature in the context of gaining undifferentiated phenotype revealed that interleukin (IL)-6 is 
critically implicated in it. Breast cancers are often characterized by RB pathway inactivation. Low RB 
expression is linked to poorer prognosis and higher IL-6 expression in cases of breast cancer. IL-6 
secreted from human breast cancers appeared to determine their tumor-initiating ability and 
chemo-resistance by promoting a positive feed forward loop between IL-6 and STAT3. The mechanism whereby 
RB inactivation increased IL-6 production involved fatty acid oxidation (FAO)-dependent mitochondrial 
metabolism. In addition, IL-6, via STAT3-mediated feedback to mitochondria, autonomously adjusts 
mitochondrial superoxide to levels suitable to maintain stem cell-like activity.

研究分野： 腫瘍分子生物学
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1. 研究開始当初の背景 
p53 を欠損する低悪性度腫瘍細胞（幹細胞
様スフィア形成活性陰性）において Rb を
追加的に不活性化することによって、がん
幹細胞様の未分化状態（幹細胞様スフィア
形成活性・胚性幹細胞特異的遺伝子発現陽
性）を安定的に誘導することに成功した。
この細胞の２次元培養上清をもとのp53欠
損細胞に作用させたところ、スフィア形成
活性が陽性化した。つまり、Rb 依存的に
未分化性を誘導する因子は細胞外に放出さ
れていることになる。そこで、スフィア形
成活性陽性・陰性細胞の全 RNA シーケン
ス解析を行ったところ、IL6, CCL2, IGF 群
を含む特定のサイトカイン・ケモカイン・
増殖因子・受容体群の発現が陽性細胞にお
いて特異的に亢進していた。陽性細胞の培
養上清は、陰性細胞の Stat3 活性を上昇さ
せ、その代謝動態をも変化させた、また、
スフィア形成誘導活性は、IL6 受容体中和
抗体の添加によって相当程度ブロックされ
た。逆に、陰性細胞への 10 ng/ml の IL6 の
投与は陽転誘導に十分であった。これを踏
まえ、様々な腫瘍における IL6 分泌を測定
したところ、ヒト乳がんでは、未分化/高悪
性度なものほど IL6 分泌が亢進することが
判明した。 
 
２．研究の目的 
RB がん抑制遺伝子産物がほ乳類細胞周期
制御（細胞自律的機構）の中心分子である
ことは疑いない。しかし、ほ乳類のものと
よく似たサイクリン群やクロマチン再構成
因子複合体を具する酵母がこの遺伝子を持
たず、植物も含め多細胞生物への進化とと
もにこの遺伝子が出現したのには、深い理
由がある。我々は、がんの悪性進展過程に
おいて頻繁に起こる RB 不活性化が、膜脂
質成分の活発な構成変換や種々のサイトカ
イン・ケモカイン・増殖因子の分泌を促進
し、隣り合う細胞や細胞外の環境への活発
な働きかけを誘導する現象を見出していた。 
本研究では、RB の非細胞自律的な機能を
徹底的に探索することによって、がん微小
環境研究に新展開をもたらし、単なる RB
研究を超えて、新規かつ汎用性のある制が
ん標的分子を発見することを目指した。 
 
３．研究の方法 
A. RB-IL6-STAT3 サーキットの分子機序：Rb
不活性化により誘導したがん幹細胞様細胞
においてテトラサイクリン誘導的に Rb 再構
成し、サイトカイン群の分泌を評価する。Rb
に反応するサイトカインプロモーター領域

のDNAおよびヒストン修飾の変化をbisulfite 
sequence 法および定量的クロマチン免疫沈
降(ChIP)法により解析する。IL6については、
RB、E2F family、NF-IL6 の結合を ChIP 解析
する。特に、NF-IL6 が RB の IL6 プロモータ
ーへのリクルートを制御する可能性に注目
する。また、IL6 を始め種々の遺伝子発現の
レポーターと自動的潅流培養装置（培養上清
を常時洗い流し、ほかの細胞の上清と置換す
る）や STAT3 阻害等を用い、炎症性サーキ
ット形成の機構解明に迫る。STAT3 の恒常的
活性化の機序とその臨床的意義を、核 STAT
（LIF シグナル）とミトコンドリア STAT（呼
吸鎖抑制）の二つの働きに注目して探索する。 
 
B. 炎症性サーキットおよび宿主環境ががん
微小環境形成に与える影響：Rb 不活性化に
より誘導したがん幹細胞様細胞を、CCR2 欠
損マウスを始めとするサイトカイン受容体
欠損マウスお 
よび野生型マウスに接種し（下図に実験デザ
インの概略を示す）、腫瘍形成能や転移能の
比較によって、Rb 不活性化によるがん悪性
化が、レシピエントマウスの遺伝背景に依存
するか否かを明らかにする。またこれと平行
して、RNAi 法により、Rb 不活性化により誘
導される IL-6・CCL2 等の各サイトカインの
発現を抑制し、コントロール細胞とともに野
生型マウスへ接種する。次いで、これらの腫
瘍形成部位から凍結切片を作製し、免疫染色
法と FACS 法により、腫瘍形成部位へ遊走す
る免疫担当細胞、線維芽細胞等の数と種類を
比較、Rb 不活性化に伴うサイトカイン群の
分泌亢進ががん微小環境の形成および転移
能に与える影響を詳細に解析する。 
 
４．研究成果 
RB 不 活 性 化 に よ っ て 誘 導 さ れ る
IL-6-STAT3 サーキットが肉腫、乳がん、
前立腺がんの自己複製に寄与することを見
出した。RB 不活性化による IL-6 の発現誘
導には、脂肪酸酸化の亢進によるミトコン
ドリア活性化とそれによる JNK 活性化が
寄与することも判明した。また、STAT3 の
活性化は、いわゆる LIF シグナルの活性化
に加え、ミトコンドリアの呼吸鎖複合体 I
および III の発現を制御する事によってミ
トコンドリア由来の活性酸素を抑制し、細
胞の自己複製能の維持に関わることも明ら
かになった（図）。RB 不活性化細胞が CCL2
およびCCR2に依存して免疫不全マウスに
おける腫瘍原性を発揮すること、この現象
に免疫細胞のリクルートが関わること等が
明らかに成り、RB ステータスと腫瘍微小
環境の関係についても情報を蓄積している。 
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