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研究成果の概要（和文）：がん組織の不均一性、可塑性は治療抵抗性の大きな原因となる。不均一性、可塑性を
もたらす機序のひとつに、がん微小環境やがん細胞内で活性化するシグナルの変化によってがん幹細胞を含むが
ん細胞の分化がダイナミックに「揺らぐ」ことがあげられる。本研究では大腸がんを対象に、(1)分化の揺らぎ
と幹細胞性を司る因子の包括的解析、(2)分化の揺らぎと幹細胞性を制御するメカニズムへの多角的アプローチ
を検証した。その結果、大腸がんの幹細胞性と相関する大腸がんの亜群、分化の揺らぎと幹細胞性に関わる因子
の同定、それに介入することによる大腸がんの退縮効果等を確認した。

研究成果の概要（英文）：Cancer heterogeneity and plasticity are major causes of resistance against 
anti-cancer therapy.  One of the reasons for those phenomena is fluctuation of cancer/cancer stem 
cell differentiation status. In this study, we performed comprehensive analyses for factors that 
affect fluctuation of differentiation status and stemness of colorectal cancer, and examined 
underlying mechanisms during those processes. We extracted a subtype of colorectal cancers that is 
associated cancer stemness phenotype, identified several factors that affect fluctuation of cancer 
differentiation status and cancer stemness, and showed potential effectiveness of intervening those 
newly identified factors.

研究分野：消化器内科学

キーワード： 大腸がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では大腸を舞台に、がん細胞に分化の揺らぎと幹細胞性をもたらすメカニズムの解析、分化の揺らぎとが
ん幹細胞を標的とするがん治療法開発へ向けた基盤的データ獲得を目的とした。マテリアルとなった種々の遺伝
子改変マウス、マウスおよびヒト由来オルガノイド、腫瘍/がん幹細胞マーカー、経時的観察を可能にするライ
ブ・イメージング系、および腫瘍/がん幹細胞の選択的排除システムは、研究代表者らが独自に検証、樹立して
きたもので、本研究のオリジナリティは高い。がん幹細胞とその揺らぎは、大腸がんのほか、膵臓がん、胃が
ん、胆道がん等にも存在し、将来的に臓器横断的な消化器がんの治療法開発につながる可能性も考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年のがん研究の進歩により、がん組織の不均一性と可塑性が明らかになってきた。例えば、
がん組織は、未分化がん細胞と分化がん細胞、あるいはがん幹細胞と子孫がん細胞などから構成
されるヘテロながん細胞の集合体と捉えることができる。一般にがん幹細胞は未分化性と多分
化能を保ち、子孫がん細胞は相対的な分化状態に入り増殖する。しかしその分化状態は固定した
ものではなく、がん微小環境やがん細胞内のジェネティック、エピジェネティックな変化によっ
て、分化したがん細胞が再び未分化性を獲得するなど、いわば「分化の揺らぎ」が存在する。そ
れによりがん組織は複雑性を増し、治療抵抗性の一因となる。このような分化の揺らぎをもたら
すメカニズムの解明はがんのバイオロジーを理解するうえで重要であり、分化の揺らぎの克服
はがんの治療抵抗性を乗り越えるための大きな鍵のひとつといえる。 
過去、研究代表者らは、大腸がんに備わる分化の揺らぎと複雑性についてがん幹細胞を中心に
検討し、大腸がんモデルマウスで Dclk1陽性腫瘍/がん幹細胞が未分化性を保ったまま様々な分
化状態の子孫腫瘍/がん細胞を供給することを報告した（Nat Genet, 98-, 2013; Cancer Res, 
3442-, 2017）。さらにヒト大腸がんオルガノイドを用いたリニエージ・トレーシングで、IL17RB
陽性がん幹細胞がタフト細胞の規定転写因子 POU2F3を発現し、未分化性とある種の分化フェ
ノタイプを両立しながら子孫がん細胞を供給することを示した（PNAS, 12996-, 2019）。重要な
ことに、これら Dclk1/IL17RB 陽性腫瘍/がん幹細胞を選択的に排除すると、正常組織に障害な
く、マウス/ヒトの腸腫瘍/大腸がんオルガノイド、patient-derived xenograft (PDX）は短期的に
は劇的に退縮する。しかしその後時間の経過とともに、Dclk1/IL17RB 陽性の腫瘍/がん幹細胞
が、POU2F3の発現をともなって子孫腫瘍/がん細胞から新たに出現し、再び腫瘍/がん組織を形
成することが明らかになってきた。これはがん幹細胞と子孫がん細胞の間に存在する自在な分
化の揺らぎの現れであり、がん幹細胞標的治療を実現するうえで解決すべき課題を示すものと
いえる。 
そこで研究代表者らは、大腸がんに分化の揺らぎが生じるメカニズムはなにか、分化の揺らぎ
を克服することによる大腸がん治療は可能か、この両者を本研究の「問い」として設定した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では大腸を舞台に、がん細胞に分化の揺らぎをもたらすメカニズムの解析、分化の揺ら
ぎの克服によるがん治療法開発へ向けた基盤データの獲得を目的とした。そのため、研究代表者
らが独自に樹立した遺伝子改変モデルマウス、ヒト大腸がんオルガノイド・ライブラリーを中心
に、大腸がん細胞の分化の揺らぎにともない変動する細胞内/外因子の網羅的な解析によるプロ
ファイリングを行うこととした。それによりがんの分化と幹細胞性を制御する因子を同定し、分
化の揺らぎの克服とがん幹細胞を標的とした多角的治療ストラテジーを検討しようと考えた。
この試みは、用いたマウス/ヒトの大腸腫瘍/がん幹細胞マーカーDCLK1/IL17RB の意義、およ
び腫瘍/がん幹細胞の選択的障害システムが、研究代表者らが独自に検証、樹立してきたもので
あり、それを分化の揺らぎメカニズム解明と関連づけた研究を新たに展開するという観点から、
オリジナリティが高いものと思われた。また本研究に先立ち、40 検体以上のヒト大腸がんオル
ガノイド・ライブラリーを構築し、がん幹細胞/子孫がん細胞動態の経時的観察を可能にする生
体内外のライブ・イメージング系を確立してきた点も、スタート時点での大きな技術的アドバン
テージであった。さらに DCLK1/IL17RB陽性がん幹細胞は大腸がんのみならず、膵臓がん、胃
がん、胆道がん等にも存在しているため、本研究が順調に進捗した場合、将来的に臓器横断的な
消化器がんのバイオロジー解明と治療法開発につながる可能性、発展性を有する点も本研究の
意義を深めると考えられた。 
 
３．研究の方法 
本研究では、マウス/ヒトの大腸腫瘍/がん幹細胞マーカーDCLK1/IL17RB に着目し、独自に
樹立した腫瘍/がん幹細胞の選択的排除システムを用いて、分化の揺らぎおよびがん幹細胞性維
持のメカニズム解明に結びつけようと考えた。また研究開始時までに構築した 40検体以上のヒ
ト大腸がんオルガノイド・ライブラリーに、一部がん幹細胞/子孫がん細胞動態の経時的観察を
可能にする生体内外のライブ・イメージング系を併用して、(1) がんの分化の揺らぎと幹細胞性
を司る因子の包括的解析、(2) 分化の揺らぎと幹細胞性を制御するメカニズムへの多角的アプロ
ーチ、を検証した。それにより、がんの分化の揺らぎを克服し、がん幹細胞を標的とする新規大
腸がん治療法開発を目指した。 
 
４．研究成果 
本研究では、(1) がんの分化の揺らぎと幹細胞性を司る因子の包括的解析、(2) 分化の揺らぎ
と幹細胞性を制御するメカニズムへの多角的アプローチを検証し、以下の様な研究成果を得た。 
(1) 分化の揺らぎと幹細胞性を司る因子の包括的解析 
大腸がんモデル ApcMin; Dclk1-CreERT; R26-LacZマウス腸腫瘍における細胞系譜解析では、



腫瘍基部に存在する少数のDclk1陽性腫瘍幹細胞から子孫腫瘍細胞が供給される。そこでDclk1
陽性腫瘍幹細胞が子孫腫瘍細胞を供給する細胞動態について数理的検討を行った。さらに、ヒト
大腸がんオルガノイドにおいて、DCLK1/IL17RB陽性がん幹細胞からの子孫がん細胞供給動態
も同様に検討した。その結果、少数の腸腫瘍幹細胞から大部分の子孫腫瘍細胞が供給される際の
細胞動態を明らかにした。また、子孫がん細胞からがん幹細胞が再出現する過程も検討した。マ
ウスとヒトオルガノイドで、これらの動態は共通していたため、DCLK1/IL17RBの発現と相関
する因子を抽出することとした。その結果、大腸がん consensus molecular subtype分類におけ
る CMS4 に相当する大腸がん組織およびオルガノイドに DCLK1/IL17RB 陽性細胞の比率が高
いこと、その際に間質の THBS1が DCLK1/IL17RBの発現と相関することを確認した。さらに
DCLK1/IL17RB 陽性細胞に高発現する因子として、THBS1 の受容体 CD47 および SWI/SNF
複合体の構成因子 BRG1なども抽出した。 
(2) 分化の変動を制御するメカニズムへの多角的アプローチの検証 
上記(1)の結果から、まず ApcMinマウス腸腫瘍およびヒト大腸がん臨床検体を用いて、免疫染
色で THBS1、CD47，BRG1等と DCLK1/IL17陽性細胞との空間的関係を検討した。その結果、
DCLK1/IL17陽性腫瘍幹細胞は CD47、BRG1を発現し、CD47のリガンド THBS1は腫瘍間質
にリクルートされるミエロイド系の細胞集団に高発現していることを見いだした。そこで引き
続き、CD47、THBS1 のノックアウトマウスを用いて、腫瘍幹細胞の動態解析を継続すること
とした。一方、遺伝子改変マウスを用いて Dclk1/IL17陽性腸腫瘍幹細胞で特異的に Brg1をア
ブレーションすると、腸腫瘍幹細胞は自己再生能を失うのみならず、アポトーシスを起こして排
除され、マウス腸腫瘍は有意に退縮した。また、ヒト大腸がん細胞株を用いて BRG1 をノック
ダウンすると、がん細胞の増殖は抑制され、その際の網羅的解析により、アポトーシス関連遺伝
子群が有意に上昇し、幹細胞維持に関わる因子群が低下することも明らかとなった。さらに、
Brg1のアブレーションを継続した間は、腸腫瘍退縮効果が持続することも確認した。この持続
的な腫瘍退縮効果は、ApcMin; Dclk1-CreERT; iDTR マウス、IL17RB-CreERT; CMV-floxed 
dsRed-iCaspase9-EGFP ヒト大腸がんオルガノイドを用いて、継続して DCLK1/IL17RB 陽性
腸腫瘍/がん幹細胞を排除し続けることによって、腸腫瘍/がんが退縮する表現型とも一致してい
た。そのため、BRG1および SWI/SNF複合体によるクロマチン制御が、大腸がんの分化の揺ら
ぎに影響し、がん幹細胞の維持に必要であることが示唆された。 
以上(1)、(2)の研究により、がんに分化の揺らぎと幹細胞性をもたらすメカニズムの一端を明
らかにし、新規大腸がん治療法開発へ向けた基盤的データを獲得することができた。一般に、が
んの不均一性解明のため、オミックス解析によるデータドリブン研究はがん研究において中心
的な役割を果たしている。一方、がんの可塑性や分化の揺らぎのメカニズムを解明するうえで、
がん幹細胞を中心としたがんの階層性研究は有力な手法とされる。また、近年の消化器病学、免
疫学研究で POU2F3により運命決定されるタフト細胞は非常に大きな注目を集めている。研究
代表者らは、本研究に先立ち、DCLK1/IL17RB陽性細胞が大腸がん幹細胞であること、それを
標的とする正常組織を障害しない消化器がん治療の可能性を世界に先駆けて発表した。さらに
Dclk1/IL17RB陽性大腸がん幹細胞が POU2F3を発現し、未分化性とユニークな分化フェノタ
イプを両立していることを明らかにした。本研究で用いた遺伝子改変マウス、大腸がん幹細胞の
選択的障害系は申請者らが独自に樹立したもので、国内外で高いオリジナリティと先行性を有
していた点も本研究推進のメリットであった。そこにデータドリブンな最新の研究手法を加え
て広くがんの分化の揺らぎ克服の可能性に迫ることができた本研究の意義は高いと思われた。 
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