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研究成果の概要（和文）：１）膠芽腫幹細胞の造腫瘍性にPCDH10、PCDH17、PTPRD、SOX9、LGR5、ALK、Pleiotrophin、
TET1が重要であることを明らかにした。２）血管内皮細胞の発現するNotchリガンドDLLが、大腸がん細胞のNotch-Asef
経路を活性化することを明らかにした。３）TET1によりヒドロキシメチル化されたシトシンにCHTOPが結合してメチロ
ソーム複合体をリクルートし、がん化に重要な遺伝子群の発現を促進することを明らかにした。４）大腸がん細胞の造
腫瘍性に重要な新規non-coding RNA CASCA、RNA-Y、UPAT、MYUを見出し機能を解析した。

研究成果の概要（英文）：We have identified and characterized genes involved in the tumorigenicity of 
glioblastoma and colon cancer cells and obtained the following results:
1) PCDH10, PCDH17, PTPRD, SOX9, LGR5, ALK, Pleiotrophin and TET1 play important roles in the 
tumorigenicity of glioblastoma cells.2) Endothelial DLL4 induces Notch3-Asef pathway-mediated cell 
migration.3) TET1-mediated production of 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) is required for the 
tumorigenicity of glioblastoma cells. 5hmC recruites the CHTOP-methylosome complex to selective sites on 
the chromosome, where it methylates H4R3 and activates transcription of cancer-related genes.

研究分野：がん微小環境
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１．研究開始当初の背景 

がん幹細胞が微小環境と相互作用して自

己複製・分化する分子機構を明らかにし、

分子標的薬を開発するための基礎研究を行

う。これまでに、ヒト神経膠芽腫および大

腸がん検体から単離・培養したがん幹細胞

に、RNAiライブラリーを導入し、CD133、

Nestin、Lgr5などのがん幹細胞マーカーの発

現変化を指標にがん幹細胞性に重要と思わ

れる遺伝子を同定してきた。さらに、これ

らの遺伝子をノックダウンしたがん幹細胞

を SCIDマウスに移植して、造腫瘍性に重要

な遺伝子を選別し、Notch、bFGF (FGF-2)シ

グナル関連因子や機能未知の一回膜貫通蛋

白質、７回膜貫通蛋白質などをコードする

遺伝子が腫瘍形成に必須であることを明ら

かにした。本研究では、同様の検索を継続

すると同時に、これまでに同定された蛋白

質の腫瘍形成における役割を微小環境との

相互作用に着目して解析する。特に、これ

までに見出したがん幹細胞の造腫瘍性に関

わる遺伝子の中には、上述のように機能未

知の新たな遺伝子が含まれていることから、

がん化に重要な新規の細胞間および細胞内

シグナル伝達経路が見出される可能性があ

る。さらに、我々の見出した膜蛋白質やリ

ガンドを標的としたモノクローナル抗体、

アンタゴニストを創製することにより、全

く新しいがんの治療法の開発へと発展する

ことが期待される。 

 

２．研究の目的 

最近の研究により、がん組織中のがん細

胞は均一でなく、がん幹細胞と呼ばれるご

く一部の細胞のみが強い造腫瘍性をもつ

ことが明らかとなり注目を集めている。が

ん幹細胞は、自己複製能と分化能をもち、

抗がん剤や放射線に耐性で、がんの再発や

転移の元凶であると考えられている。した

がって、がん幹細胞の実体を明らかにし、

これを標的とした治療法を開発すること

は現在のがん研究の最も重要な課題の一

つであると考えられる。一方、腫瘍の増殖

は周辺の微小環境との相互作用に大きく

依存していることが明らかになってきて

いる。そこで、大腸がんや脳腫瘍のがん幹

細胞について、その造腫瘍性、幹細胞性

(stemness)を維持する分子機構をRNAiライ

ブラリーを用いて系統的に明らかにし、さ

らにこれらのがん幹細胞の造腫瘍性、幹細

胞性を微小環境細胞との相互作用の面か

ら検討し，がん幹細胞を標的とした新たな

治療法の開発のための基礎的知見を得る

ことを目的として研究を進める。 

既に我々は、大腸がんや脳腫瘍のがん幹

細胞に RNAiライブラリーを導入し、がん

幹細胞マーカーCD133、Nestin、Lgr5の発

現変化を指標にして幹細胞性に関与する

可能性のある遺伝子を同定してきた。さら

にこれらの遺伝子をノックダウンしたが

ん幹細胞を SCIDマウスに移植して、造腫

瘍性に重要な遺伝子を同定した。本研究で

は、同様の検索を継続すると同時に、これ

までに同定された各種シグナル伝達関連

因子や機能未知の膜蛋白質や転写因子の

腫瘍形成における役割を微小環境との相

互作用に着目して解析する。 

 

３．研究の方法 

(１) がん幹細胞の幹細胞性、造腫瘍性に重

要な遺伝子の検索。Leeらの方法（Cancer Cell 

9, 391-403, 2006）に基づいてヒト神経膠芽

腫および大腸がん検体を無血清、EGF、bFGF

存在下で培養し、がん幹細胞に富む sphere

に RNAi ライブラリを導入して、がん幹細胞

マーカーである CD113、Nestin および Lgr5

の発現を指標にがん幹細胞の幹細胞性に重

要な遺伝子を選別する。さらにレンチウイル

スを用いてshRNAを発現することにより標的

遺伝子の発現を抑制したがん幹細胞を SCID



マウスに移植し、造腫瘍性に重要な遺伝子を

同定する。 

(２)上記のスクリーニングによりこれま

でに同定された遺伝子について、RNAiによ

り一つの遺伝子の発現を抑制したときの他

の遺伝子の発現を RT-PCRにより解析するこ

とにより上下関係を明らかにし、関連したシ

グナル経路毎にこれらの遺伝子をグループ

分けする。この実験から得られる知見により、

新規分子の機能解析が容易となり、がん幹細

胞の腫瘍形成能、微小環境との相互作用に重

要なシグナル伝達経路の描出が可能となる。 

（３）機能未知の１回膜貫通型蛋白質

PCDH10, PCDH17, PTPRDのがん細胞間、が

ん細胞－間質細胞間相互作用における役割

を明らかにする。免疫沈降－質量分析および

two-hybridシステムにより細胞内ドメインに

結合する分子を検索し、得られた遺伝子を

shRNAによりノックダウンして造腫瘍性へ

の影響を検討し、重要な遺伝子を同定する。

同定された蛋白質を手がかりにして、さらに

下流のシグナル経路を明らかにする。 

（４）腸管上皮幹細胞マーカーLgr5（Barker 

et al., Nature 449, 1003-1007, 2007）が、大腸

がんおよび神経膠芽腫の腫瘍形成能に重

要であることを見出したので、リガンドの

同定、細胞内ドメイン結合タンパク質の同

定を進める。Lgr5の発現が腫瘍で増大して

いるのは、Wntシグナルに加えて GATA-6

による転写活性化が重要であることを見

出しているので、Lgr5のプロモーター解析

や GATA-6の発現が腫瘍で増大している分

子機構を明らかにする。 

（５）周辺微小環境との相互作用に重要な

役割を果たし、腸管腺腫の発症に重要な

APC結合性GEF分子AsefおよびAsef2が、

大腸がんで過剰発現している分子機構を

明らかにする（Kawasaki et al., Science 289, 

1194-1197, 2000, Nat. Cell Biol. 5, 211-215, 

2003, EMBO Rep. 10, 1355-1362, 2009など）。 

（６）神経膠芽腫の造腫瘍性に TET1 が重

要であることを見出したので、神経膠芽腫

でのゲノムのハイドロキシメチル化の状

態を次世代シーケンサーを用いて網羅的

に解析する。さらにハイドロキシメチル化

シトシンに結合するタンパク質を質量分

析により同定し、機能を明らかにする。 

（７）大腸がんの造腫瘍性に重要な long 

non-coding RNA３種の機能を結合タンパク

質の解析により明らかにする。 

 

４．研究成果 

大腸がんおよび脳腫瘍の造腫瘍性、幹細胞性、

微小環境細胞との相互作用について解析し、

以下の結果を得た。 

１）大腸がんではAsefの発現が亢進している

が、これにはNOTCH3の発現増大が重要な役割

を果たしていることを見出した。また、大腸

がんではNOTCH3の発現を抑制するmicroRNA-1

の発現が低下しているためにNOTCH3の発現が

亢進していると考えられた。さらに、血管内

皮細胞の発現するNotchリガンドDLLが、大腸

がん細胞のNotch-Asef経路を活性化すること

を明らかにした。 

２）神経膠芽腫の造腫瘍性及び細胞運動に重

要であることを明らかにした１回膜貫通型蛋

白質PCDH10, PCDH17 が、ユビキチンライゲー

ス複合体に含まれるKLHL20と結合し、ポリユ

ビキチン化修飾の基質となること、細胞局在

の制御を受けていることを明らかにした。 

３）大腸がんでは幹細胞マーカーLGR5の発現

が亢進しているが、これには転写因子GATA6

の発現増大が重要であることを明らかにした。

さらに、GATA6の発現を抑制する機能をもつ

microRNA-363の発現低下がGATA6の大腸がん

における発現亢進に重要であることを見出し

た。 

４）神経膠芽腫では転写因子SOX9がLGR5の

発現を促進していること、造腫瘍性に重要な

役割を果たしていることを見出した。 



５）神経膠芽腫の造腫瘍性にはALK及び

Pleiotrophinが重要な役割を果たしているこ

とを明らかにした。 

６）大腸がん細胞の造腫瘍性に重要な役割を

果たすnon-coding RNA（ncRNA）UPATが転写因

子UHRF1と複合体を形成することを見出し、さ

らにユビキチンリガーゼ－β-TRCP－

proteasomeによるUHRFの分解を阻害して安定

化することを明らかにした。 

７）Wnt/β-catenin シグナルの最も重要な標

的遺伝子c-Mycの標的遺伝子を探索すること

により新規 ncRNA を同定し MYU と命名した。

MYU はゲノム上において機能未知の遺伝子

Vps9d1 の相補鎖に存在し、アンチセンス RNA

として機能して Vps9d1 の発現を抑制するこ

とを明らかにした。さらに、Vps9d1 が膜タン

パク質のエンドサイトーシスに関わるGタン

パク質 Rab5 の GEF（guanine-nucleotide 

exchange factor）として機能することを明

らかにした。また、Vps9d1 が EGFR のシグナ

ル伝達及びエンドサイトーシスに関わるア

ダプタータンパク質 Grb2 と結合することも

明らかとなった。これらの結果から、MYU が

Vps9d1 の発現制御を介して、EGF シグナリン

グの調節を担う可能性が示唆された。 

さらに、MYUは、hnRNPKと結合することによ

りCDK6を安定化し、その発現亢進を引き起こ

すことにより細胞周期のG1-S移行を促進する

ことを見出した。Wnt/β-catenin/c-Myc経路

はCDK4の直接制御とMYUを介したCDK6の活性

制御とにより細胞周期を制御していると考え

られる。 

８）大腸がん検体から分離した大腸がん幹細

胞（CD44+CD133+）の造腫瘍性に重要なncRNA 

CASCA(命名)及びNR-Yを見出した。CASCAまた

はNR-Yの発現抑制により、大腸がん細胞の無

血清三次元培養での増殖および免疫不全マウ

スでの増殖が抑制された。二次元平面培養で

の大腸がん細胞の増殖は影響を受けなかった。 

９）DNAのhydroxymethyl化を触媒する酵素

TET1の発現をノックダウンすると神経膠芽腫

は造腫瘍性を失うことを見出した。さらに、

hydroxymethyl化されたcytosineにはCHTOPが

特異的に結合してmethylosome複合体をリク

ルートし、がん化に重要な遺伝子群の発現を

促進することを明らかにした。 
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