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研究成果の概要（和文）：本研究は神経膠腫（グリオーマ）を対象にがん幹細胞とその微小環境（ニッチ）を標
的とする新しい治療法の開発を目指して、基礎的知見の集積を目指した。(1)グリオーマがん幹細胞の一部が自
発的な細胞死を介して微小環境の形成を担うことを明らかにした。(2)そのようなニッチ構築がん幹細胞がグリ
オーマの第一選択薬テモゾロミド処理時に高く濃縮される重要な治療標的であることを示した。(3)ニッチ構築
がん幹細胞に機能性の高分子化合物（ポリマー）を同定した。これらは新たながん根絶技術の開発へと道を拓く
有益な成果と考える。

研究成果の概要（英文）：This study was carried out with the aim of developing the therapies 
targeting cancer stem cells (CSCs) and their microenvironments (niche). We have revealed that a 
subpopulation of CSCs has the comprehensive role for constructing niche and that such 
niche-constructing CSCs (ncCSCs) are dramatically enriched after the treatment of anti-glioma drug 
Temozolomide. We also identified some biomimetic polymer compounds that promote or inhibit the 
expansion of ncCSCs. Our findings could help develop new therapeutics for CSCs/niche intervention, 
potentially leading to cancer eradication.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん微小環境（ニッチ）を構成する分子・細胞要素は極めて多岐に渡ることから、それらの包括的な理解と制御
は未だ達成されていない。本研究におけるニッチ構築がん幹細胞の同定は、がん微小環境の全容解明を飛躍的に
促す足掛かりとなる成果であり、高い学術的意義を有する。また、従来の低分子抗がん剤に耐性の高いがん幹細
胞に対し機能性のポリマーを同定できたことは新たながん根絶技術の開発を期待できる成果であり、大きな社会
的意義を有する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）がん進展に重要な役割を果たす微小環境は、内皮細胞・周皮細胞などの血管構成細胞や単
球・マクロファージ（Mφ）・T/B リンパ球・樹状細胞（DC）などの免疫担当細胞が複雑に混在し
た中から構成されており、その形成機構の全容は未だ解明されていなかった。 
 
（２）腫瘍内に新生する血管内皮細胞の一部ががん幹細胞自身に由来することや、腫瘍内に浸潤
する腫瘍随伴マクロファージ（tumor-associated Mφ; TAM）ががん幹細胞に由来する液性因子
により分化誘導されることが分かっていたが、そのような微小環境形成を担うがん幹細胞亜集
団の分離および可視化は達成されていなかった。 
 
（３）がん幹細胞は従来の細胞浸透性の低分子抗がん剤に耐性の高い再発源であることから、そ
の増殖・生存を人為的に制御する新規技術の開発が喫緊の課題とされていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は微小環境の新たな形成機構の解明を目的として、がん幹細胞中に見出した自発的細
胞死の観点から死細胞の TAM 誘導における役割について、基礎的知見の蓄積を目指した。また、
がん幹細胞内に複数の微小環境要素の形成を担う発生源（ニッチ構築がん幹細胞）が存在すると
の仮説を検証するため、その分離マーカーの同定による可視化と性状解析を進めた。さらに、が
ん幹細胞を標的とする新たな根絶技術の開発を目的として、ニッチ構築がん幹細胞に機能性の
高分子化合物（ポリマー）を探索した。 
 
３．研究の方法 
（１）ラット神経膠腫（グリオーマ）細胞株 C6、および 2 つの膠芽腫患者由来細胞（PDC）株
GBM#12137、GBM#10135 を用いて、がん幹細胞および非がん幹細胞の濃縮培養を行い、PI 染色と
FACS 解析により死細胞画分を分離した。透過型電子顕微鏡や蛍光プローブを用いて死細胞の形
態学的・生化学的特性を解析した。GM-CSF で分化誘導した骨髄由来単球の初代培養にがん幹細
胞由来の死細胞を添加し、TAM 誘導に対する影響を検証した。死細胞添加後の Mφにおける M1 お
よび M2マーカー遺伝子の発現を検証し、死細胞により教育された Mφの特性を解析した。 
 
（２）独自のがん幹細胞の cDNA マイクロアレイ解析データと GlioVis 解析ツール（文献①）よ
り取得した膠芽腫患者の遺伝子発現データを用いて、膠芽腫の悪性度を予測するためのがん幹
細胞特異的遺伝子群を抽出した。さらに CIBERSORT（文献②）を用いた解析により、複数の免疫
細胞の制御と相関をもつニッチ構築がん幹細胞のマーカーを特定した。蛍光レポーター細胞を
ゲノム編集により作製し、ニッチ構築がん幹細胞の分離と性状解析を行った。 
 
（３）エジンバラ大学との国際共同研究で、ポリマーmicroarray 解析を実施し、ニッチ構築が
ん幹細胞に維持・死滅をもたらす機能性の高分子化合物（ポリマー）を探索した。 
 
４．研究成果 
（１）膠芽腫に生成するオートスキジス様自発的ネクローシス細胞死の発見：C6 細胞株の通常
培養系において、PI(+)FSC(low)の死細胞画分が自発的に産生されていることを見出した。透過
型電子顕微鏡を用いた形態学的解析の結果、PI(+)FSC(low)の死細胞は細胞膜の崩壊・メッシュ
状の細胞質などのネクローシス様の特徴と、細胞質の断片化・正常な核膜・クロマチンの核膜辺
縁への濃縮などのアポトーシス様の特徴を併せ持つ形態を呈していた（図 1）。これらの特徴は
autoschizis（オートスキジス, 自己割裂）と呼ばれるネクローシスの定義に一致していたが、
オートスキジスはがん細胞を Vitamin C および K3で処理した際に観察される細胞死として知ら
れていた（文献③）。そこで DNA 含有量・活
性型 caspase-3 の発現・ミトコンドリア膜電
位などの生化学的特性を検証したところ、核
溶解（karyolysis）とオルガネラの消失を伴
う非アポトーシス性の細胞死であることが
立証され、これをオートスキジス様産物
（autoschizis-like products; ALPs）と命
名した。ALPs は膠芽腫 PDC およびマウス脳
内移植腫瘍組織にも検出されたことから、オ
ートスキジス様ネクローシスは膠芽腫細胞
に自然発生する普遍的な細胞死であると考
えられた。 
 
（２）がん幹細胞由来 ALPs による TAM の誘導：生体内において死細胞は Mφや DC により貪食排
除されることから、ALPs の TAM 誘導への影響を検証した。がん幹細胞および非がん幹細胞より
産 生 さ れ た ALPs の Annexin-V 染 色 を 行 っ た と こ ろ 、 何 れ の ALPs に も 高 い
phosphatidylserine(PS)の発現が確認され、がん細胞と Mφ/DC との間に死細胞貪食を介する相



互作用が想定された。そこでマウス骨髄より単球を調整し GM-CSF を用いて Mφ/DC を誘導した
後、培養液中に PKH67 でラベルした ALPs を添加した。添加 2時間後から Mφによる ALPs の貪食
が確認され、貪食した Mφの大部分は膠芽腫における TAM マーカーCD204 および CD11c を発現し
ていることが確認された。しかし、24時間後における ALPs 貪食 TAM の割合は、がん幹細胞由来
の ALPs と非がん幹細胞由来の ALPs との間で同等であった。そこで、添加 96時間後までの長期
培養を行い、ALPs が TAM の生存に及ぼす影響を検証したところ、がん幹細胞由来の ALPs を添加
した場合には、CD204(+)CD11c(+)TAM の絶対的な生存数が増加することが明らかとなった。以上
の結果から、がん幹細胞はオートスキジス様細胞死を介して TAM の発生を促すことが示された。 
 
（３）膠芽腫の再発に寄与する M1型 TAM の発見： 
ALPs により誘導された TAM の性状を解析するため、抗腫瘍性の M1-Mφおよび腫瘍促進性の M2-
Mφの典型的なマーカーの発現を検証したところ、ALPs 添加時には M1 マーカーのひとつである
Il12b 遺伝子の発現が上昇することが明らかとなった。Il12b 遺伝子は T細胞の活性化などに関
わるサイトカイン IL12/IL23 の共通サブユニットをコードする遺伝子であることから、ALPs 誘
導性の TAM は M1 型の Mφと考えられた。一方、膠芽腫患者の再発例において、IL12/IL23 の発現
は患者の予後と有意な相関を示し（図 2）、さらに膠芽腫 PDC 株の培養系への IL12 組換えタンパ
ク質の添加は、がん幹細胞によるスフィア形成能を有意に促進した。さらに in silico の解析に
おいて、膠芽腫患者検体における各種免疫細胞
の浸潤度と各種TAMマーカーCD68・CD163・CD204・
CD206・CD11c の発現量との相関を検討したとこ
ろ、これら既知の TAM マーカー群は初発例にお
いて M2-Mφの浸潤度と高い相関を示したのに対
し、再発例においては M0・M1・M2 型全ての Mφ
の浸潤レベルと広く高い相関を示した。さらに
IL12/IL23 の発現は、再発例においてのみ TAM マ
ーカー群およびヒトがん幹細胞マーカーCD133
の発現と高い相関を示した。最後に膠芽腫再発
患者を M1-Mφを高く含む群・M2-Mφを高く含む
群・両タイプの Mφを含まない群に分類して予後
との相関を検証したところ、従来抗腫瘍性と考
えられていた M1-Mφを高く含む群で最も予後の
悪いことが明らかとなった。以上の結果は、膠芽
腫では再発時に微小環境の再構築が起きている
可能性を示唆している。M1/M2-Mφなどの既存の
生物学的概念の多くは外科的に摘出された初発
例から得られた知見に基づいていると考えら
れ、がん幹細胞の強い関与が示唆される再発例
に対しては既存の概念に囚われないより慎重な
検証が必要と考えられた。 
 
（４）ニッチ構築がん幹細胞の分離と制御性化合物の同定 
上記がん幹細胞死を介する TAM 誘導は、がん幹細胞内に微小環境形成を担う亜集団とがん進展
に関わる亜集団の棲み分けが存在することを示唆する重要な結果であった。そこでがん幹細胞
内に存在するニッチ構築亜集団を分離するため、膠芽腫患者検体における各種免疫細胞の浸潤
度と相関を示すがん幹細胞特異的マーカーを探索した。単球・Mφの高い浸潤レベル、およびリ
ンパ球と DC の低い浸潤レベルと相関を示すがん幹細胞マーカーとしてケモカイン CCL2 分子を
同定した。ゲノム編集により CCL2 遺伝子の蛍光レポーター細胞（可視化モデル）を作製し、CCL2
陽性細胞ががん幹細胞の一部を占めること、グリオーマの第一選択薬テモゾロミド処理時に濃
縮される重要な再発源であることが明らかとなった。さらにこのようなニッチ構築がん幹細胞
を制御する化合物を同定するため、エジンバラ大学との国際共同研究によりポリマーmicroarray
解析を実施し、機能性のポリマーを探索した。数百種類のポリマーの中から、ニッチ構築がん幹
細胞に維持・死滅をもたらすポリマーを複数同定した。これらは従来の低分子抗がん剤に耐性の
高いがん幹細胞の制御を達成するためのブレークスルーとして、今後の治療法開発への道を拓
く意義の高い成果である。 
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