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研究成果の概要（和文）：大腸癌幹細胞における細胞生理学的特徴を評価すべく、培養可能な大腸癌幹細胞株を
作成し、これらに対して網羅的遺伝子解析を施行した。その結果、細胞容積の変化に関与する遺伝子が癌幹細胞
において、特徴的な発現変化を示していることが判明した。細胞容積の変化は、癌のプラグラム細胞死であるア
ポトーシスや癌の進展に関与する遊走、浸潤に関連していることが報告されている。そこで、実際に細胞容積の
変化が通常の癌細胞と比較して癌幹細胞において差異があるかを評価したところ、癌幹細胞において低浸透刺激
による細胞膨張が抑制されており、さらに低浸透圧刺激による細胞死に対して抵抗性を有していることが判明し
た。

研究成果の概要（英文）：In the present study, cell lines of cancer stem cells (CSCs) derived from 
colorectal cancer were established in order to investigate the cellular physiological 
characteristics of CSCs. The microarray analysis of the established CSCs showed that some ion 
transporters which generally regulate cellular volume overexpressed in CSCs. The present study 
reported that the regulation of cell volume are associated with cancer apoptosis, cancer migration 
and invasion. Therefore, we  hypothesized that  CSCs  acquire the resistance of apoptosis or strong 
migration ability via the activation of the ion transporters. Cell volume change induced by 
hypotonic shock  was actually suppressed in CSCs. Moreover, CSCs had the resistance of hypotonic 
stress.

研究分野： Oncology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌幹細胞において、細胞容積調整に関連するイオン輸送体が高発現し、また低浸透圧刺激に対して耐性を有
するという報告は、未だに世界的にも報告されていない。癌幹細胞は過酷な環境下でも生存し、かつ再発や高悪
性度の細胞集団の形成に関与すると報告されており、この細胞生理学的特徴を明らかとすることは今後の基礎研
究の発展に大いなる進歩を与える可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



図 2: 樹立癌幹細胞における癌幹細胞性質の確認 

図 1 大腸癌細胞株における ADLH1 発現 
価を行ったところ、細胞株 HT29, T84 で比較的 ADLH1 高発現
細胞が多くみられたため(図 1)、cell sorter を用いてこれ
ら高発現細胞を分離し、特殊環境で培養を行ったところ、癌
幹細胞性質を有する細胞株の樹立に施行した(図 2). 
 
一方で、手術切除組織からの CSCs の分離も Cancer tissue-
originated Spheroid（CTOS）の手法を用いて、10検体程度
試みたが、培養継続の困難さ、癌幹細胞マーカーの上昇がみ
られないことなどから現在もさらなる精度の高い方法を模索
しているところである。 

項目 1で樹立した HT29, T84 由来 total RNA を抽出し、マイクロアレイ法により解析した（図
3）。結果として、カルシウムイオンに関連する分子としては Voltage gated calcium ion 
channels が多く癌幹細胞で高発現していることが判明、また MCUB（ミトコンドリアへの Caイ 

(2) 大腸癌幹細胞の網羅的遺伝子解析 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本研究開始前の先行研究により、食道癌や膵癌細胞株由来の癌幹細胞において、多くの Ca2+チ
ャネルが高発現していることが判明していた。その中でも、ATP2A1,ATP2A3,ORAI,TRPM などは細
胞内 Ca2+濃度の調整に関与し、細胞内 Ca2+イオンダイナミクスを維持するために重要な役割を持
つ分子である。この細胞内 Ca2+イオンダイナミクスは、ストレスやアポトーシス刺激が加わるこ
とで破綻し、小胞体やミトコンドリア由来に Ca2+濃度が上昇、その結果細胞死に至ることがこれ
まで解明されていた。この様な事実を吟味した結果、我々は癌幹細胞において細胞内 Ca2+イオン
ダイナミクスに関連する分子が高発現しており、このストレスに起因して細胞死に至る経路か
ら回避することで、アポトーシス誘導耐性や、治療耐性を獲得しているという仮説を着想するに
至った。特に、高発現している分子である ATP2A1、A3 などはタプシカルギンという特異的阻害
剤が存在、かつドラッグデリバリーを用いた化学療法薬剤として用いることを想定した基礎研
究、臨床研究が行われている。本研究はこの仮説を検証するために立案され、かつ新たな治療方
法の確立を目指すものである。 
２．研究の目的 
本研究では『① 癌幹細胞では Ca2+イオンダイナミクスに関連する遺伝子が高発現し、ストレ
スによって誘導されるアポトーシスを回避している。② これら高発現分子を標的とした薬剤を
用いて細胞内 Ca2+濃度を強制的に上昇させることで、癌幹細胞特異的治療が実現可能である。』
という実験仮説の検証を行うことを目的とする。 
３．研究の方法 
(1) ヒト大腸癌細胞株、手術切除組織からの癌幹細胞(CSCs)の分離と細胞株樹立 
大腸癌細胞株や、手術切除組織を用いて、CSCs マーカー陽性細胞を cell sorter を用いて分離、
非血清培養液で培養する。ヒト大腸癌切除組織からも Cancer tissue-originated Spheroid の
技術を用いて、CSCs の性質をもつ細胞の抽出を試みる。 
(2) 大腸癌幹細胞の網羅的遺伝子解析 
項目 1で樹立した CSCs の total RNA を抽出し、マイクロアレイ法により解析する。これらの結
果を解析し候補分子の目的遺伝子と相補的なプライマーを設計し、RT-PCR 法を用いて発現の再
現性についての確認を行う。 
(3) 標的遺伝子の発現の意義の検討(細胞生理学的アプローチ) 
Multisizer (Beckman coulter 社)を用いて、樹立癌幹細胞、通常癌細胞株における細胞容積変
化の比較。低浸透圧刺激を加えた際の容積変化の比較を行う。 
(4) 標的遺伝子の発現の意義の検討(細胞増殖能) 
低浸透圧曝露時の viability を確認する。様々な浸透圧で細胞に刺激をした後、48 時間培養、
MTT assay で細胞の viability の評価を行う。 
４．研究成果 
(1) ヒト大腸癌細胞株、手術切除組織からの CSCs の分離と細胞株樹立 
 
 
 
  

多数の大腸癌細胞株を用いて、様々
な癌幹細胞マーカーによる癌幹細胞
性質を有した細胞集団の抽出を試み
た。結果、CD44,CD133 などの癌幹細
胞マーカーを用いた抽出法では再現
性が得られず、そのため癌幹細胞マ
ーカーとして広く報告される ALDH1
を用いて抽出を行う方針に変更し
た。Aldefluor assay を用いて、多
数の細胞株における ALDH1 の発現評 



オン取り込みに関連）が 2株両者で高
発現していたが、我々の仮説で 
評価予定であった小胞体ストレスに関
連する ATP2A1 などのイオン輸送体の発
現変化は認められなかった。これら
は、同時期に食道癌幹細胞で発現上昇
が確認されており、食道癌幹細胞での
研究に譲ることとし、異なる標的イオ
ン輸送体を探索すべく解析データを評
価したところ、細胞容積調整に関連す
る分子である AQP1, CLCN-5, LRRA8A が
高発現していた. これらは、RT-PCR
法を用いた遺伝子発現の validation
においても上昇が確認された。              
図 3: 大腸癌幹細胞における網羅的遺
伝子解析 
これらを介したイオンダイナミクスの調整に
よる細胞容積の変化は、低浸透圧刺激への耐
性、細胞の遊走浸潤、アポトーシスに 関連
することが知られている。そこで本研究で
は、大腸癌幹細胞が AQP1, CLCN-5, LRRC8A
の発現上昇を介して通常癌細胞と異なる細胞
容積調整制御機構を獲得し、これらにより低
浸透圧耐性や、遊走浸潤能、アポトーシス回
避能を獲得している可能性があると 
推測し、その新たな仮説を         図 4: RT-PCR 法による標的遺伝子の発現確認 
証明すべく検証を進めることとした。           
                                                   
(3) 標的遺伝子の発現の意義の検討(細胞生理学的アプローチ) 
AQP1 は水を純粋に受動的に透過するチャネ
ルであり、一方で CLCN-5,LRRC8A は低浸透圧
刺激に対する volume 調整機構である
regulatory volume decrease(rvd)に関与する
クロライドチャネルである。したがって、癌
幹細胞でこれらが高発現しているという事実
は、低浸透圧刺激の細胞容積の変化が通常の
癌細胞株と比較して、異なる特徴を有すると
考察される。そこで、細胞容積を測定可能な
flow cytometer である Multisizer を用い
て、低浸透圧刺激時の細胞容積を測定した。 
結果、通常癌細胞では rvd が観察されたが一
方で癌幹細胞では rvd はみられず、一方で低
浸透圧による細胞容積増大が抑制されてい
た。これは AQP1 の機能の増強により、水移動
が活発化していることが細胞容積増大の抑制
に関与していると考えられた。    図 5: 癌幹細胞における低浸透圧刺激の容積変化 
 
(4) 標的遺伝子の発現の意義の検討 
(細胞増殖能)  
次に、細胞容積の増大による細胞破裂や
低浸透圧刺激によるアポトーシス誘導に
対して、癌幹細胞がどの様な特徴を有す
るか調べるため、様々な浸透圧の低張液
で hypotonic shock を与え、培養を行い
MTT assay で 48 時間後の細胞の
viability を確認したところ、癌幹細胞
では低浸透圧刺激に対して耐性を有する
ことが判明した。これらは癌に対する 
様々な低浸透圧を利用した治療に抵抗性を有し 図 6: 癌幹細胞における低浸透圧刺激時の 
かつ過酷な状況に耐性を有する癌幹細胞の       細胞増殖能への影響 
特徴を示していると考察される。                             
 
 



(5)今後の研究課題について 
 今後は以下について、さらに研究を継続予定である。 
・ siRNA knockdown を用いた増殖アッセイ、細胞容積の評価 
・ 長時間低浸透圧刺激を加えた際の、癌幹細胞における生存性の評価 
・ MQAE(クロライドイオンプローブ)を用いた細胞内クロライドイオン濃度の測定 
・ CTOS 樹立方法の洗練化 
・ 新たな研究課題として、MCUB の発現が癌幹細胞で亢進していることを受けミトコンド
リア内へのカルシウムイオン取り込みに関して様々仮説が立案可能である。これに関し
て、新たなテーマとして研究開始を検討している。 

   
 
 
※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。 
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