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研究成果の概要（和文）：炎症関連発がんではDNA損傷および損傷細胞から放出される傷害関連分子パターン
(DAMP)ががんの進展と炎症性微小環境の増悪に重要である。代表的なDAMPである核内タンパクHMGB1は、核内か
ら細胞質への移行とがん遠隔転移状況が関連する可能性を肝吸虫感染胆管癌患者において示した。HMGB1阻害作
用のあるグリチルリチンは潰瘍性大腸炎-大腸がんモデルマウスで大腸腫瘍数が減少し炎症関連分子が抑制され
た。上咽頭癌細胞のヌードマウスの皮下移植モデルにおいて、タウリンは有意に腫瘍重量を低下させ、アポトー
シスとオートファジー関連分子の発現上昇が認められた。炎症関連発がんにおける化学予防剤の可能性が示され
た。

研究成果の概要（英文）：DNA damage and damage-associated molecular patterns (DAMPs) released from 
damaged cells are important for inflammation-related cancer progression. We found that a 
representative DAMP, nuclear protein HMGB1, was associated with cancer distant metastasis status in 
liver fluke-infested cholangiocarcinoma patients when it translocates from the nucleus to the 
cytoplasm. Glycyrrhizin, an HMGB1 inhibitor, reduced the number of colorectal tumors and suppressed 
inflammation-related molecules in a mouse model of ulcerative colitis-colorectal cancer. In a nude 
mouse xenograft of subcutaneously implanted nasopharyngeal carcinoma cells, taurine significantly 
reduced tumor weight and increased expression of apoptosis- and autophagy-related molecules. These 
results suggest the potential of chemopreventive agents in inflammation-related carcinogenesis.

研究分野：環境分子医学

キーワード： がん　炎症　傷害関連分子パターン　アポトーシス　オートファジー　DNA損傷
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研究成果の学術的意義や社会的意義
感染や炎症は、発がん要因の約25％を占めると推察され、その機構の解明と予防方法の探索は社会的課題であ
る。我々は、インジウム化合物による健康障害が、HMGB1-RAGE-TLR9経路を介した肺上皮での炎症とDNA損傷が関
与する可能性を示した。また、HMGB1が核から細胞質へ移行する、あるいは細胞外へ放出されることが炎症を増
強させ、更なる遺伝子損傷の蓄積という悪循環に陥り、がんの進展に繋がることを見出した。グリチルリチンの
HMGB1阻害作用により、潰瘍性大腸炎-大腸がんモデルマウスにおいて、がんの抑制が認められたことは、炎症関
連発がんにおけるHMGB1の重要性を示すものであり、学術的意義は高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 慢性炎症は発がん要因の約 25%を占める。炎症関連発がんにおいては炎症条件下で産生され
る活性酸素/窒素種による DNA 損傷や細胞傷害が重要である。活性酸素によって細胞内小器官
に傷害が起きても、オートファジー（自食作用）により、損傷小器官を分解し、アミノ酸、脂肪
酸などの再利用に働き、細胞の生き残りに働く。その一方で、自食作用が過剰になった場合は細
胞死に至る。DNA損傷した細胞は、がん抑制遺伝子 p53などによって「死のプログラム」によ
る細胞死であるアポトーシスが誘導される。一方、損傷を受けた細胞や壊死細胞からは傷害関連
分子パターン(damage-associated molecular patterns: DAMP)が放出され、DAMPとその受容体であ
る終末糖化産物受容体 (receptor of advanced glycation end-product: RAGE)の DAMP-RAGE経路が
活性化されると、NF-Bやインターフェロン調節因子を核内に誘導し、IL-6や INF-、TNF-な
どの炎症性サイトカイン分泌が増強され、炎症細胞の組織への遊走など慢性炎症性微小環境が
成立する。炎症性サイトカインは、アポトーシスを抑制し、DNA 損傷・遺伝子変異した細胞を
生き残らせ、慢性炎症環境下でがん化した細胞が生じる。腫瘍中心部では低酸素により壊死をき
たし、DAMP が放出され、炎症が増強し、更なる遺伝子損傷の蓄積という悪循環がおきること
で、がんの進展に繋がる。代表的な DAMPである核内タンパク HMGB1(high mobility group box 
1)は、本来あるべき核内から細胞質へ移行するとオートファジーを誘導し、壊死により細胞外に
放出されると炎症の増悪に寄与する。すなわち、その局在により作用が異なる可能性がある。し
かし、炎症とがん進展における DAMP、特に HMGB1 とオートファジーの役割は研究開始当初
は明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 
炎症で傷害された細胞内小器官はオートファジーにより分解され、DNA 損傷した細胞はがん
抑制遺伝子によりアポトーシスが誘導される。一方、壊死した細胞からは DAMP が放出され、
炎症が増強する。炎症はアポトーシスを抑制し、DNA損傷・遺伝子変異した細胞を生き残らせ、
がん細胞が生じる。損傷細胞ではオートファジーによる細胞死に至る場合がある一方で、オート
ファジーはがん細胞の栄養供給に作用し、がんの増大に寄与する二面性をもつ。本研究では炎症
関連発がんにおける DAMP に注目し、炎症とオートファジー・アポトーシスの関連性を検討す
る。また、オートファジー・アポトーシスのがん進展への機構を解明し、がん予防戦略への応用
に資することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ヒト培養細胞を用いた炎症 in vitroモデルの作成 
a)ヒト培養細胞をインジウム化合物で処理した。 
b)ヒトがん由来細胞株を抗炎症作用物質のタウリンで処理した。 
c)抗酸化酵素発現に影響する CD44 の variant である CD44v9 が高発現するヒト胆管癌由来細胞
において siRNAを用い、がん進展への影響を検討した。 
(2)炎症関連疾患患者組織における免疫組織化学的解析 
a)肝吸虫感染胆管癌患者等の組織標本および胆管癌 tissue microarray を用い、DAMP として
HMGB1、幹細胞マーカーとして SOX9および YAP1について免疫組織化学的解析を行い、臨床
データとの関係について検討した。 
(3)炎症関連がんの動物モデルにおける化学予防剤の抗がん効果の検討 
a)ヒト上咽頭癌培養細胞を用いたヌードマウス皮下移植モデルにおけるタウリンの効果  
ヌードマウス（免疫不全マウス）の皮下に、一定数の上咽頭癌細胞を移植、一定期間観察して、
腫瘍の形成を確認した。2〜3 mmに腫瘍形成したところで 2群に分け、タウリン 0.5％水溶液と
蒸留水の２群に分けた(Day 1)。自由飲水にて観察し、腫瘤径を 3 日毎に計測して腫瘍容積を算
出した。一定期間後(Day 13)、屠殺し、腫瘤を摘出して重量を計測した。摘出した腫瘍について、
免疫組織化学染色法により関連分子について検討した。 
b) 潰瘍性大腸炎-大腸がんマウスモデルにおけるタウリン投与の効果 
C57BL/6マウスを用い、潰瘍性大腸炎-大腸がんマウス
モデルを作成した。アゾキシメタン (AOM)を腹腔内投
与し、デキストラン硫酸ナトリウム (DSS)により作成
した。対照群、大腸がんモデル (CC)群およびタウリン
投与(CC+Tau)群の 3 群を設定した。8 週間の観察期間
の後に、屠殺した。大腸等を採取した。腫瘍重量およ
び関連分子を検討した。 
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c) 潰瘍性大腸炎-大腸がんマウスモデルに
おけるグリチルリチン投与の効果 
ICR マウスを用い、潰瘍性大腸炎-大腸がん
マウスモデルを作成した。対照群、グリチル
リチン投与(GL)群、大腸がんモデル (CC)群
およびグリチルリチン投与(CC+GL)群の 4
群を設定した。DSS 飲水投与後、18週間の
観察期間の後に、屠殺した。血液および大腸
等を採取した。腫瘍重量および関連分子を
検討した。 
(4) 炎症関連発がん関連分子の解析 
a)上記(1)〜(3)で得られた細胞・組織について免疫細胞/組織化学染色法にて評価した。 
i) DNA損傷：酸化的DNA損傷の指標として 8-OxodG、炎症特異的DNA損傷として 8-Nitroguanine
を免疫組織化学染色(DAB)し、顕微鏡にて解析した。 
ii) DAMP: HMGB1を免疫組織化学染色(DAB、蛍光)し、スコア化して半定量解析した。また、核
染色 DAPIと比較して HMGB1の局在について検討した。 
iii)オートファジー：オートファジーマーカー(LC3B)と関連分子（Beclin 1, TFEB）について免疫
組織化学染色(DAB)し、顕微鏡にて解析した。また、免疫細胞化学染色(蛍光)により、LC3Bを蛍
光顕微鏡で半定量解析し、LC3B斑点は共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。 
iv)アポトーシス：アポトーシスマーカー（cleaved caspase-3, cleaved PARP）と関連分子 (Bcl-xL)
を観察した。 
v)その他の関連分子：がん抑制遺伝子(p53, PTEN)、幹細胞マーカー（SOX9, YAP1）、タウリン、
タウリントランスポーター (TAUT)、等の発現量について免疫組織化学染色法にて検討した。 
b)遺伝子発現解析 
上記の細胞より、タンパクあるいは RNAを抽出し、関連遺伝子についてウェスタンブロット法
でタンパク定量解析、また、mRNA遺伝子発現をリアルタイム PCRにて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) インジウム化合物による HMGB1-RAGE-TLR9経路を介した DNA損傷 
携帯電話ディスプレイの製造に使用されるインジウム化合物が間質性肺炎や肺がんを起こす
ことが疫学調査や動物実験で見出されている。我々はヒト肺上皮がん細胞株 A549に酸化インジ
ウム化合物を曝露し、ニトロ化 DNA損傷が引き起こされることを明らかにした。さらに、siRNA
を用いて HMGB1および RAGEを発現抑制した結果、インジウム化合物による DNA損傷が有意
に抑制された。すなわち、インジウム化合物は、エンドサイトーシスにより細胞に取り込まれ、
細胞傷害に至り、HMGB1が細胞外に放出される。これが RAGEを介して TLR9を活性化し、炎
症が生じ、ニトロ化 DNA損傷がおきたと推定された。すなわち、インジウム化合物による健康
障害には、HMGB1-RAGE-TLR9 経路を介した肺上皮での炎症と DNA 損傷が関与する可能性が
示唆された（Sci. Rep. 2020, 10, 10741）。 
 
(2) 胆管癌におけるがん進展因子 

a)肝吸虫感染は炎症による胆管癌をもたらす。胆管癌の進展に CD44 variant 9 (CD44v9)の過剰
発現が寄与することを見出した。ヒト胆管癌培養細胞において、CD44v9を siRNAによりノック
ダウンすることでアポトーシスを誘導し、また、SOD3および xCT発現が低下し、抗酸化能を低
減させることを見出した(Front. Cell. Dev. Biol. 2020, 8, 417)。xCT発現の低下により、オートファ
ジーが誘発されるという報告(Zhang et al. Eur J Cell Biol 95 (2016) 175–181)があり、CD44v9の高
発現がオートファジーを抑制して胆管癌の進展に寄与する可能性が示唆された。 

b) DAMPの 1つである HMGB1は細胞質においてオートファジーを促進する。また、SOX9や
YAP1とオートファジーの関連が示唆されている。胆管癌は予後不良の悪性疾患であり、炎症・
感染関連がんとして肝吸虫 Clonorchis sinensis (CS)感染胆管癌を含む胆管癌の予後診断のための
ツールとして、分子マーカーを検討した。我々はまず、NCBI 遺伝子発現情報のデータベースの
データセットを用いて、HMGB1、SOX9、および YAP1の発現プロファイルを同定した。これら
の 3つの遺伝子発現は、正常組織サンプルと比較して、胆管癌サンプルで発現レベルが上昇して
いた。CS 感染胆管癌の病理組織標本を用いて、胆管癌組織と隣接する正常組織とのペアを免疫
組織化学染色で評価した。組織全体の染色強度をスキャンし、また、核および細胞質領域での細
胞内局在をスコア化した。胆管癌組織では、HMGB1、SOX9、YAP1の強度が隣接する正常組織
よりも上昇した。細胞内局在の個別スコアリングにより、HMGB1（核）、YAP1（核および細胞
質）の発現量は、がんの進行度分類(stage)の遠隔転移(M)の有無で有意に異なった。さらに、核か
ら細胞質への局在の移行パターンを”site-index”として分類した結果、HMGB1の site-indexは、腫
瘍のステージと有意な相関がみられた（r = 0.441, p = 0.031）。これらの知見は、細胞質内 HMGB1
の過剰発現が CS 感染胆管癌患者におけるがん遠隔転移状況と関連する可能性が示された
（Discov. Oncol. 2021;12:49）。 
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(3) 上咽頭癌におけるタウリンの抗腫瘍効果 
感染・炎症関連発がんのひとつである Epstein-Barrウィルスによる上咽頭癌に対し、生理活性
物質であるタウリンが細胞死を誘導することを見出した。すなわち、ヒト上咽頭癌細胞をタウリ
ンで処理すると、用量依存的にアポトーシスが誘導された。一方、正常上咽頭上皮細胞の不死化
細胞株では、タウリンによるアポトーシス作用がほとんど認められなかった。がん細胞にのみ、
タウリンが細胞死を誘導することができる可能性があり、がん化学予防剤としての有効性を示
すものである。さらに、タウリンはがん抑制遺伝子 p53および PTENのタンパクレベルを有意に
増加させ、アポトーシスの誘導機序として、これらの分子の寄与が示唆された（Adv. Exp. Med. 
Biol. 2019, 1155, 533-541）。また、オートファジーで認められるオートファゴゾーム (LC3B斑点)
について共焦点レーザー顕微鏡にて観察したところ、上咽頭癌細胞株をタウリンで処理すると、
有意に LC3B斑点陽性細胞の割合が高くなった。すなわち、タウリンにより、アポトーシスのみ
ならず、オートファジーが誘導される可能性が in vitroで示された。 
また、上咽頭癌細胞株のヌードマウスに皮下移植モデルでは、0.5％タウリン飲水により、腫
瘍容積および腫瘍重量が対照群に比べ有意に低かった。すなわち、in vivoにおいてもタウリンの
抗がん作用が確認された。免疫組織染色法により、アポトーシス(cleaved caspase-3)およびオート
ファジー(LＣ3B)を検出したところ、タウリン摂取群でいずれも有意に高く、タウリンによる抗
腫瘍効果にはアポトーシスおよびオートファジーの両者が関与する可能性が示された（論文投
稿中）。 
さらに、AOM / DSS-誘発大腸がんマウスモデルにおいてもタウリン投与により腫瘍数および
大腸がん数が有意に減少した。免疫組織染色により、CC 群に比べ、CC+Tau 群で PTEN が有意
に高く、タウリンによる抗がん作用にがん抑制遺伝子の誘導が寄与する可能性が示された(Oxid. 
Med. Cell. Longev. 2020, 2020, 7935917)。 
 
(4) AOM / DSS-誘発大腸がんマウスモデルにおけるグリチルリチンの抗腫瘍効果 
炎症関連発がんにおける DAMPの 1つである HMGB1に注目し、がん予防に資する方策を探
索するため、HMGB1阻害作用が報告されているグリチルリチンを用いて、潰瘍性大腸炎・大腸
がんマウスモデルでの検討を行った。発がん物質 Azoxymethane (AOM) と起炎症性物質 dextran 
sodium sulfate(DSS)による大腸がんマウスモデルを作成し、グリチルリチンを経口投与した。対
照群およびグリチルリチン投与(GL)群では腫瘍の発生はなく、大腸がんモデル(CC)群に比べ、グ
リチルリチン投与(CC+GL)群で大腸腫瘍数が有意に減少した。免疫組織染色により、大腸がんに
おいて HMGB1が有意に高く、グリチルリチンがそれを抑制することが明らかになった。炎症に
関連する酸化・ニトロ化 DNA損傷である 8-OxodGと 8-Nitroguanineもグリチルリチン投与によ
り有意に低くなった。また、CC+GL 群は CC 群に比べ、炎症関連分子 Cyclooxygenase (COX)-2
のがん組織における発現が有意に低く、炎症性サイトカインである血中 Interleukin-6 (IL-6)およ
び tumor necrosis factor (TNF)-も有意に低値を示しており、グリチルリチンによる抗炎症作用が
認められた。さらに、がん幹細胞を誘導するという報告がある YAP1および SOX9の陽性細胞が
グリチルリチンにより有意に抑制されることが確認された。以上より、潰瘍性大腸炎-大腸がん
モデルにおいて、発がん物質 AOMによる DNA損傷に加え、DSSで生じる炎症による DNA損
傷が遺伝子変異に至り、また、細胞傷害から放出される HMGB1が炎症を増悪させ、IL-6や TNF-
が増加し、炎症性の微小環境ががんの進展に繋がると考えられる。グリチルリチンによる
HMGB1阻害作用が炎症の増悪サイクルを阻止することで、抗がん作用を持つことが示唆された
（Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 2609）。 
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