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研究成果の概要（和文）： 

我々は化学放射線療法に抵抗し遺残した癌細胞の中に癌幹細胞が多く含まれているとの
仮説を立て、遺残癌細胞の分子生物学的特徴が直腸癌化学放射線療法後の遠隔転移再発や予後
に関連し、術前化学放射線療法によって刺激を受けた癌細胞の一部が上皮間葉移行をきたし転
移能を獲得しているのではないかと考えた。 

化学放射線療法に抵抗性を示したと考えられる遺残癌細胞では、CD133 や Lgr5（幹細
胞マーカー）、GLUT1（糖代謝）や HIF1a（組織低酸素）の発現は再発や予後不良と関連して
いた。また TS や DPD（5-FU 抵抗性マーカー）の発現は再発と関連していた。遺残癌細胞周
囲の間質細胞では、CXCR4 や CXCL12（癌増殖、浸潤、転移と関連）や FAP-α や SDF-1
（cancer-associated fibroblasts 関連）の発現は再発や予後と関連していた。 

Neurotrophic receptor tropomyosin related kinase (TrkB) 高 発 現 大 腸 癌 で は
E-cadherin の発現が低く予後不良であり、TrkB が大腸癌細胞の上皮間葉移行を誘導した。放
射線照射が大腸癌細胞の上皮間葉移行を誘導し、移動能、浸潤能を増強した。放射線照射後の
生存（遺残）細胞では CD133 の発現が上昇し、放射線照射が大腸癌細胞の上皮間葉移行を誘
導し、照射後遺残細胞に CD133 発現陽性細胞が多く存在していることが示唆された。 

今後も、大腸癌肝転移巣における癌幹細胞の振る舞いや癌幹細胞の上皮間葉移行の関与
を形態学的および分子生物学的に検討する必要がある。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We hypothesized that residual cancer cells after chemoradiotherapy (CRT) for rectal 
cancer have the treatment (CRT)-resistant property and contain putative CSCs, compared 
with pre-CRT cancer specimens. Furthermore, residual cancer cells which survived CRT 
may acquire metastatic potential induced by EMT.  

The expression of CD133, leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 
5 (LGR5), glucose transporter 1 (GLUT1), and hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) on 
residual cancer cells after CRT was associated with cancer recurrence and patient 
prognosis. The expression of thymidylate synthase (TS) and dihydropyrimidine 
dehydrogenase (DPD) on residual cancer cells after CRT was also associated with cancer 
recurrence. The expression of CXCR4 and its ligand CXCL12, fibroblast activation 
protein-α (FAP-α), and stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) on the cancer stroma after 
CRT was also associated with cancer recurrence and patient prognosis.  

In vitro study, radiation induced EMT in colorectal cancer cells, resulting in the 
acquisition of invasive and metastatic properties. Neurotrophic receptor tropomyosin 
related kinase (TrkB) also induced EMT in colorectal cancer cells. TrkB was inversely 
correlated with E-cadherin, and associated with poor prognosis of colorectal cancer patients. 
CD133 was increased in a radiation dose-dependent manner, despite of the decreased 
number of clonogenic radiation-surviving cells. 
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１．研究開始当初の背景 
直腸癌の術前化学放射線療法の成績と問題
点 
直腸癌の治療成績は術前化学放射線療法に
よる原発巣縮小と直腸間膜全切除によるリ
ンパ節郭清により、自然肛門温存率向上と局
所再発率低下を達成することができたが、術
後の肝、肺を含む遠隔転移率は 10-20%と依
然高率である。当科の直腸癌化学放射線療法
の成績は他の high volume center 同様、局所
再発率は低率だが、遠隔転移率は 15%位認め、
その制御が急務である。 
化学放射線療法後の遺残癌細胞の分子生物
学的特徴 
我々は、化学放射線療法前の癌細胞（または
間質細胞）の分子生物学的特徴が術前化学放
射線療法の反応性を予測する一方、化学放射
線療法後の遺残癌細胞（または遺残間質細胞
反応）が治療前癌組織の分子生物学的特徴よ
りも転移、再発と関連しその予測マーカーと
なりうる可能性を報告してきた。 
抗癌剤抵抗性、放射線抵抗性と遺残癌細胞 
癌幹細胞仮説は白血病、脳腫瘍、大腸癌など
で検証され、抗癌剤抵抗性、放射線抵抗性、
再発、転移との関連が数多く報告された。
我々が注目してき化学放射線療法後の遺残
癌細胞は治療抵抗性を示した癌細胞集団で、
化学放射線療法前の癌組織よりも癌幹細胞
が多く存在すると仮定した。 
遺残癌細胞と大腸癌幹細胞の関連 
当科の直腸癌化学放射線療法施行 40 例を用
い大腸癌幹細胞マーカーの一つとされる
CD133 の遺残癌細胞における発現を検討す
ると、組織幹細胞マーカーである OCT4 と
SOX2 は、CD133 は有意に正の相関を示し、
遠隔転移例では遺残癌細胞の CD133 は非転
移例より有意に高発現していた。これらの結
果は遺残癌細胞集団の中に癌幹細胞が多く
含まれている可能性と遺残癌細胞の CD133
発現が遠隔転移再発マーカーとなりうる可
能性が示唆された。 

放射線照射と幹細胞/癌幹細胞マーカー発現 
大腸癌細胞株を用い、放射線照射後の遺残大
腸癌細胞における CD133, CD44 を検討する
と約 2 倍の発現上昇を認めた。OCT4, SOX2
も放射線照射により有意に発現上昇を認め
た。これらの結果は、放射線により非癌幹細
胞が消失し癌幹細胞が多く遺残したのか、放
射線照射により組織幹細胞マーカーの発現
が誘導されたのかを示している。 
放射線照射と上皮間葉移行 
上皮間葉移行は、上皮性の癌細胞が間葉系細
胞の形質を獲得し転移する機序の一つとし
て注目されている。上皮性癌細胞において上
皮系マーカー発現低下と間葉系マーカー発
現上昇により浸潤能、転移能が獲得されると
され、形態学的には癌細胞は敷石状形態から
線維芽細胞様形態に変化する。直腸癌化学放
射線療法後切除標本の HE 染色において、遺
残癌細胞の一部に線維芽細胞様形態をとる
ものが散見され、上皮間葉移行が示唆された。
直腸癌化学放射線療法後の転移再発に上皮
間葉移行が関連している可能性がある。 
癌幹細胞の上皮間葉移行と転移再発 
癌幹細胞も胚性幹細胞のような自己複製能
と様々な成熟細胞への分化能(多能性)をもつ
と仮定されているが、その詳細は完全には解
明されていない。大腸癌幹細胞の存在、同定
が可能となってきたが発癌、進展に関する機
能評価は十分にはなされていない。大腸癌幹
細胞の上皮間葉移行の可能性や転移再発へ
の関与の可能性を明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
放射線照射後の大腸癌細胞における上皮間
葉移行が浸潤、転移に関わっているかどうか
を検討し、さらに大腸癌幹細胞においても上
皮間葉移行がおこりうるのか、浸潤、転移に
関わるのかを解明する。 
 
３．研究の方法 
＜臨床検体を用いた検討＞ 



化学放射線療法を施行した直腸癌切除標本
と化学療法後の大腸癌肝転移巣切除標本を
用いてホルマリン固定パラフィン包埋ブロ
ックから遺残癌細胞の RNAを抽出し癌幹細胞
マーカー及び上皮間葉移行関連マーカー
mRNA発現を検討する。 
1. 放射線照射による原発巣の上皮間葉移行
の評価、癌幹細胞の存在の評価 
2. 多剤併用化学療法後の肝転移巣の間葉上
皮移行の評価、癌幹細胞の存在の評価（長期
化学療法施行後に肝転移巣切除が行われた
サンプルは抗癌剤抵抗性を示した癌細胞が
遺残している可能性が高く、癌幹細胞の存在
が強く示唆される。） 
＜大腸癌細胞株を用いた検討＞ 
大腸癌細胞株を用い、放射線照射による大腸
癌細胞の上皮間葉移行の評価、癌幹細胞の存
在の評価と放射線照射後 CD133陽性大腸癌細
胞の浸潤、転移能の評価を行う。 
1. 放射線照射による大腸癌細胞の上皮間葉
移行の形態学的及び分子生物学的評価と癌
幹細胞の存在の評価（主に癌幹細胞マーカー
の発現） 
2. 放射線照射後 CD133陽性大腸癌細胞（長
期放射線照射後の放射線抵抗性癌細胞）の浸
潤、転移能の評価 
＜マウス肝転移モデルを用いた検討＞ 
放射線照射後上皮間葉移行化した大腸癌細
胞から CD133陽性細胞を分離し、ヌードマウ
スの脾臓に移植し肝転移モデルを作成。放射
線照射後上皮間葉移行化 CD133陽性細胞の増
殖能、転移能の評価、癌幹細胞の存在、肝転
移巣での間葉上皮移行の評価を行う。 
 
４．研究成果 
化学放射線療法後の遺残癌細胞の分子生物
学的特徴 
化学放射線療法に抵抗性を示したと考えら
れる遺残癌細胞（癌幹細胞の存在が示唆され
る）では、CD133（癌幹細胞マーカー）や Lgr5
（幹細胞マーカー）の発現、GLUT1（糖代謝）
や HIF1a（組織低酸素）の発現は再発や予後
不良と関連していた。また、TSや DPD（5-FU
抵抗性マーカー）の発現は再発と関連してい
た（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
化学放射線療法後の遺残癌細胞微小環境の
分子生物学的特徴 
遺残癌細胞周囲の間質細胞の遺伝子発現を
検討すると、CXCR4 や CXCL12 発現（癌増殖、
浸潤、転移との関連が報告されている）や
FAP-αや SDF-1 発現（cancer-associated 
fibroblasts と関連する）が再発、予後と関
連していた。また、neurotrophic receptor 
tropomyosin related kinase (TrkB)高発現
大腸癌では E-cadherin の発現が低く予後不
良であり、TrkBが大腸癌細胞の上皮間葉移行
を誘導することを報告した。 
 
放射線照射誘導性上皮間葉移行と幹細胞マ
ーカー発現 
放射線照射により、大腸癌細胞株 CaR1と DLD1
は線維芽細胞様形態に変化し、E-cadherinの
発現低下と Vimentin 発現上昇を認め、上皮
間葉移行が誘導されることが証明された（図
２）。それらの細胞は移動能、浸潤能が増強
していた。また、放射線照射後の生存（遺残）
した大腸癌細胞株 HT29 細胞では、照射量依
存的な CD133発現の上昇を認め、照射後遺残
細胞に CD133発現陽性細胞が多く存在してい
ることが示唆された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
治療抵抗性癌細胞移植肝転移モデルを用い
た転移巣の形態学的解析 



5-FUや放射線の長期、頻回暴露による大腸癌
細胞株の治療抵抗性クローンを作成し、その
細胞を用いた肝転移モデルで、治療抵抗性 
(放射線や抗癌剤)癌細胞 (癌幹細胞の存在
が示唆される)の転移巣での形態学的変化を
検討した（図４）。抵抗性クローンによる肝
転移巣は肉眼的には腫瘤形成性増殖から瀰
漫性増殖に変化したが、二光子レーザー顕微
鏡下生体内観察では個々の細胞レベルでの
形態学的差異は明らかにすることはできな
かった。 
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