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研究成果の概要（和文）：がん抑制遺伝子 Rb の不活性化は、がんの悪性進展過程において頻繁

に観察される。これまでに私達は、p53が欠損したがん細胞において、Rb の不活性化により、

がん幹細胞様細胞が出現することを明らかにした。RNA sequenceにより遺伝子発現を解析した

結果、Rb不活性化により誘導されるがん幹細胞様細胞群では炎症性サイトカインの発現が亢進

していることが明らかになった。さらに遺伝子ノックダウン実験から、これら炎症性サイトカ

インの分泌さらにその下流の STAT3活性化が、Rb不活性化によるがん幹細胞様細胞の誘導と炎

症性がん微小環境の形成に寄与することが明らかになった。これは、Rb不活性化が、がん細胞

の幹細胞性獲得という Cell autonomous な作用のみならず、Non-cell autonomous な作用を介

して、がんの悪性化を促進することを意味する。 
 
研究成果の概要（英文）：Inactivation of Rb is frequently found during tumor progression. 
We found that Rb inactivation in p53 null background contributes to the acquisition of 
cancer stemness. RNA sequence analysis revealed that these cells exhibited signatures 
of inflammatory conditions. Knockdown experiments showed that sphere-forming activity 
induced by Rb depletion depend on activation of IL6 -STAT3 axis. Moreover, it seems that 
activation of STAT3 pathway induced by Rb inactivation directly cause an inflammatory 
tumor environment. These results are expected to provide some new insights into cell 
autonomous and non-cell autonomous function of Rb during tumor progression. 
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１．研究開始当初の背景 
 がんは、昭和５６年に日本における死因の
第１位となって以降、現在では国民の約３人
に１人ががんで命を奪われている。診断治療
技術が格段に進歩しつつある今日でも、がん
による死者数は、減少どころか、数年後には
２人に１人ががんで亡くなるとも予測され

ており、その最大の原因は、いまだがんの再
発・転移・薬剤耐性の制御が実現されないこ
とにある。盛んに増殖するがん細胞集団を主
要な標的とし、腫瘍の縮小を第一の効果指標
として開発された従来の化学療法の限界が
顕著になった。 
 近年提唱されている「がん幹細胞」の概念
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は、腫瘍の縮小が必ずしも治療効果と相関し
ないことを示唆している。自己複製能を持ち、
がん組織を再構成できる少数の細胞集団を
治療標的としない限り、がんの根治にはつな
がらない。しかし、実際は「がん幹細胞」の
起源や維持機構、ともすると存在自体がいま
だに不明瞭な状況である。モデル先行型の研
究分野であることは否めず、現時点でがん幹
細胞仮説を全てのがんに単純に適用するこ
とは大変危険と思われる。そこで、がん幹細
胞様細胞の本態解明には、従来の幹細胞観に
捉われずに、治療標的とすべき性質を限定的
かつ安定的に表現する in vitro 系の創出が
重要であると考えられる。がん幹細胞様細胞
の出現を、がんの悪性進展における終末像と
捉え、実際にヒト腫瘍で頻繁に変異が見つか
るがん抑制遺伝子の解析から得られた知見
をもとに、これらの複合遺伝子変異によりが
ん幹細胞様細胞を誘導する in vitro 系の構
築を目指した。 
 
２．研究の目的 
 がん抑制遺伝子 Rb は、主に細胞周期にお
ける G1 期の進行と S 期への進入を抑制して
いる。Rb経路の破綻は、無制限な増殖という
癌細胞に不可欠な表現型を引き起こし、Rbの
活性を制御する cyclin D1 の過剰発現や p16
の欠失、下流の転写因子である E2F family
の過剰発現などを含めると、実際にほとんど
のヒト腫瘍において Rb 経路の異常が存在す
ることが明らかとなっている。一方で、網膜
芽細胞腫や肺小細胞がんなど一部の例を除
くと、Rb経路の異常は、発がん過程ではなく、
がんの悪性進展過程において頻繁に観察さ
れる。 
 Rb 単独の不活性化が発がんに十分ではな
い原因の１つに、E2F1の活性化を介した p53
経路の活性化が挙げられる。申請者らは、こ
れまでに Rbおよび p53経路関連遺伝子（p19、
p53、p21）複合欠損マウスの解析を行い、Rb
ヘテロ型マウスは、甲状腺 C細胞（カルシト
ニン産生細胞）における Rb の Loss of 
Heterozygosity（LOH）に伴い良性腫瘍を発
症するが、p19 または p53、p21 のいずれか
を欠損した Rb ヘテロ型マウスでは、全ての
個体において腫瘍の早期悪性化が観察され
た。特に興味深い結果として、p53 欠損型に
おいてのみ、分化マーカーの発現が極めて低
い未分化腫瘍を発症し、この腫瘍から樹立し
た細胞株は、p19、p21欠損マウス由来の細胞
株と比較して、Tumor sphere形成能やヌード
マウスへの生着能および転移能が有意に高
く、がん幹細胞様の特徴を示す細胞群を多く
含んでいた。 
 これらの結果から、p53 が欠損した特定の
腫瘍細胞においては、Rbの不活性化により脱
分化が誘導され、がん幹細胞様細胞が出現す

るという仮説を立てた。この仮説を検証する
にあたり、マウス甲状腺 C細胞腫より樹立し
た初代培養細胞を、安定的に形質を維持した
まま長期間培養するための方法が確立され
ていないという問題点があった。一方で、p53
欠損マウス由来の軟部腫瘍細胞は、通常の細
胞培養法でも安定的に培養することが可能
であり、この細胞においても、Rbのノックダ
ウンにより、Tumor sphere形成能を有し、免
疫不全マウスへの造腫瘍能の高い幹細胞様
の細胞群を誘導できることが明らかになっ
たことから、本研究では C57BL/6背景 p53欠
損マウスに自然発生した軟部腫瘍より樹立
した初代培養細胞を用いて、p53 欠損背景に
おいて Rb 不活性化によりがん幹細胞様細胞
が誘導される分子機構を解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 まず始めに、p53欠損マウスに自然発生し
た軟部腫瘍より樹立した初代培養細胞にお
いて、Rb 不活性化により誘導されるがん幹
細胞様細胞の遺伝子発現解析を行った。これ
らの細胞群は、絶対的数量が少なく、セルソ
ーター等で濃縮するための表面抗原も明確
でないことから、Tumor sphere 形成能の有
無を指標に選択・培養することで純化を試み
た。その結果、得られた細胞群は、純化前の
細胞と比較して増殖速度にはほとんど違い
が無いが、Doxorubicin等の抗がん剤への薬
剤耐性が高く、さらに C57BL/6背景野生型マ
ウスに対して高い造腫瘍能と転移能を示し
た。そこで、RNA sequenceおよび DNA 
microarrayにより、この純化したがん幹細胞
様性質を持つ細胞群の遺伝子発現を解析す
ることで、Rbの不活性化により誘導され、か
つ幹細胞性の維持に必要と考えられる遺伝
子群のリストを作成し、GSEAおよび
GeneSpring software、KEGGデータベース等
を用いたバイオインフォマティクス的手法
により遺伝子発現パターン解析を行った。 
 
４．研究成果 
 RNA sequence および DNA microarray によ
り、Rb不活性化により誘導されるがん幹細胞
様細胞群の遺伝子発現を解析した結果、これ
らの細胞群では IL-6、CCL2 などケモカイン
を含む種々の炎症性サイトカインの発現が
顕著に亢進していることが明らかになった。
また、Rb不活性化細胞ではこれらサイトカイ
ン群の細胞外への分泌が顕著に亢進してお
り、Paracrine 型または Autocrine 型に作用
することで、その下流シグナルとして特異的
に STAT3経路を活性化させることを実験的に
明らかにした。さらに、遺伝子ノックダウン
や種々の阻害剤を用いた実験から、これら炎
症性サイトカインの分泌および STAT3の活性



 

 

化が、Rb不活性化によるがん幹細胞様細胞の
誘導に必須であることが明らかになった。加
えて、In silico プロモーター解析の結果、
これら Rb 不活性化により発現誘導される炎
症性サイトカインにおいて、プロモーター領
域に E2F結合サイトの存在が推測される遺伝
子が複数種類存在することがわかり、現在 Rb
および E2F family の結合を定量的クロマチ
ン免疫沈降法（qChiP assay）により確認し
ている。 
 一方で、C57BL/6 背景野生型マウスへ皮下
移植した p53 欠損繊維芽腫細胞の免疫組織
染色による観察から、Rbが正常であるコント
ロール細胞由来の皮下腫瘍と比較して、Rb不
活性化細胞由来の腫瘍形成部位では、マクロ
ファージおよび好中球の遊走が著しく亢進
していることが明らかになった。そこで、Rb
不活性化により誘導される炎症性サイトカ
インの分泌亢進と STAT3活性化が、腫瘍形成
部位における炎症性微小環境の形成に促進
的に作用するか否かを明らかにするため、現
在、遺伝子改変マウスや遺伝子ノックダウン、
阻害剤を用いた実験により解析を進めてい
る。また、STAT3 活性化の下流として VEGFα
など血管新生因子の発現が亢進することも
見い出しており、今後は腫瘍形成部位におけ
る血管新生への役割も評価する予定である。 
 申請者らが確立した本研究手法は、Rb 
を中心に据え、がん抑制遺伝子の不活性化と
いう生理的なコンテクストでがん幹細胞様
細胞を誘導することが出来る。これは従来の
ヒトがん細胞株等を用いたがん幹細胞研究
と比較して「がん幹細胞の成立」を解明する
上で有用な実験系である。さらに、これらの
がん幹細胞様の細胞群は、抗がん剤への薬剤
耐性と、高い転移能を示すことから、現在ま
でに確立されていない in vitro がん幹細胞
モデルとして、様々な研究に発展応用できる
と考えている。 
 さらに、本研究では、Rb不活性化により誘
導されるサイトカインの分泌が、炎症性微小
環境の形成に寄与し、がんの増殖、転移に促
進的に作用することを示唆している。これは、
Rb不活性化が、がん細胞の幹細胞性獲得とい
う cell autonomous な作用のみならず、
non-cell autonomous な作用を介して、がん
の悪性化を促進することを意味する。炎症性
微小環境が、がんの悪性化過程に関与する事
はよく知られるが、その成立機構はいまだは
っきりしない部分も多い。今後の本研究の発
展により、「がん細胞自身の遺伝子変異が炎
症性微小環境形成の引き金となる」という新
しい概念を提唱したい。 
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