
帝京大学・先端総合研究機構・研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６４３

若手研究

2022～2020

抗がん剤抵抗性細胞群のシングルセル解析による休止型大腸がん幹細胞の同定

Identification of slow-cycling colon cancer stem cells by single cell gene 
expression analysis of chemoresistant cells

８０８０３９４９研究者番号：

神田　裕介（Kanda, Yusuke）

研究期間：

２０Ｋ１６２３０

年 月 日現在  ５   ５   ９

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：少数の休止型がん細胞群が抗がん剤抵抗性を持つ事が近年明らかになってきたが、大
腸がんでは不明である。そこで、休止型大腸がん幹細胞の存在を解明する目的で、誘導型H2B-EGFPを導入した大
腸がん患者由来オルガノイド培養系を確立した。H2B-EGFP発現細胞は抗がん剤抵抗性を示した。シングルセル解
析からH2B-EGFP発現細胞は、特徴的な遺伝子発現を示した。遺伝子をKOするための実験系も確立した。次に、移
植腫瘍内に休止型がん細胞が存在するかについて検討した。オルガノイドを移植後、H2B-EGFPを一定期間発現さ
せた後、抗がん剤を投与した。その結果、H2B-EGFP陽性がん細胞が残存する事を見出した。

研究成果の概要（英文）：Recently, a small group of slow-cycling cancer cells has been reported to be
 resistant to anticancer drugs, but the presence of the population in colon cancer is unknown. To 
prove the existence of slow-cycling cancer stem cells in colon cancer, we introduced induced 
H2B-EGFP into organoids established from colon cancer patients. We found that H2B-EGFP-positive 
cells are chemoresistant and that signature genes  of H2B-EGFP-positive cells. In vitro system for 
gene KO was established. Next, we examined the presence of dormant cancer cells in the xenograft 
tumor. Colon cancer organoids were transplanted into immunodeficient mice, and H2B-EGFP expression 
was induced for a certain period, followed by administration of Irinotecan. As a result, we found 
that H2B-EGFP-positive cancer cells remained.

研究分野： がん

キーワード： 抗がん剤抵抗性　大腸がん

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
休止型がん幹細胞は、抗がん剤抵抗性の要因であると考えられている。本研究で得られた成果は、ヒト大腸がん
組織内に休止型がん幹細胞を見出したものであり、今後、休止型大腸がん幹細胞を標的とした治療法の開発が期
待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

従来の抗がん剤治療は、がん細胞はクローナルな集団であるという前提に基づき、最大許容

量の多剤併用療法を行い、可能な限り腫瘍体積を減らす事を目指してきた。近年では、分子生

物学の進歩により、がん細胞の増殖や生存を司る遺伝子が次々と発見され、それぞれに対する

分子標的薬も登場し、標準治療として用いられている。分子標的薬により腫瘍は劇的に縮小し

一定の延命が得られているが、ほとんどの症例は獲得耐性により再発し、根治に至らない事が

深刻な問題となっている。実際に、集学的治療の発展にも関わらず、本邦での大腸がん患者の

死亡数は増加し続けている。 

近年、がん細胞は不均一な集団であり、がん細胞全体の僅か数％程度の細胞が治療抵抗性を

持つ事が明らかになってきた。この難治性を規定する少数の細胞群は、細胞周期を休止した幹

細胞性を持つ事が慢性骨髄性白血病で報告された。イマチニブ投与により、末梢血から白血病

細胞が消失し見かけ上寛解するが、休止型がん幹細胞までは殺傷できず、半数以上の患者が投

薬中止と共に再発する。一方、休止型がん幹細胞と抗がん剤抵抗性との関係性が報告されてい

る固形がんは一部に限られており、大腸がんを含む殆どの固形がんでは、休止型がん幹細胞の

存在は不明である。 

そこで、大腸がんにおける休止型がん幹細胞の存在と治療抵抗性への役割を解明する研究

に着手した。実験には、所属研究室で大腸がん手術検体から樹立され、がん幹細胞と分化した

がん細胞を安定的に維持できるオルガノイド培養系を使用した。休止型細胞の同定にはヒス

トン 2B(H2B)-GFP 融合タンパクを用いた。H2B-EGFP を一過的に発現させた細胞は、分裂毎に

EGFP が希釈され蛍光強度が低下するため、分裂回数の少ない細胞を EGFP ラベル保持細胞とし

て標識できる。そこで、Doxycycline により発現誘導可能な H2B-EGFP をレンチウイルスによ

り導入し、一過性に発現させた H2B-EGFP を長期間維持する細胞を同定する事で、休止型細胞

と増殖細胞を区別する実験系を考案、構築した。  

この誘導型 H2B-EGFP 導入大腸がんオルガノイドに Irinotecan 等の抗がん剤を添加すると休

止型細胞の割合が増加した。さらに、休止型細胞は、がん幹細胞マーカーの LGR5 を発現する

等のがん幹細胞としての特性を持ち、抗がん剤処理後の再増殖活性が高い事が観察された。 

 

２．研究の目的 

単一細胞レベルの発現解析を行い、休止型がん幹細胞に特徴的な発現プロファイルを明ら

かにする。次に、休止型がん幹細胞に抗がん剤抵抗性を与える遺伝子を決定する。以上により、

大腸がんの抗がん剤抵抗性を改善させる治療法開発の新たな観点として、休止型がん幹細胞

が標的となる事を提示する。 

 

３．研究の方法 

（１）休止型がん幹細胞に特異的に発現する遺伝子群の特定  

① 3×105 個の大腸がんオルガノイドを 6 穴プレートに播種後、Doxycycline を添加する事で

一過的な H2B-EGFP 発現を誘導した。 

 

② 抗がん剤 (Irinotecan)を添加し 7日間培養した。EGFP 高発現群と低発現群の単一細胞をフ

ローサイトメトリーにより 1条件につき 96 個回収した。 

 

③ 幹細胞と増殖細胞に特異的な遺伝子および薬剤標的となる遺伝子を主とした96種類の遺伝

子のシングルセル qPCR (Biomark HD, Fluidigm)を行った。得られた単一細胞毎の発現デー

タから統計解析ソフトウェア R を用いてクラスタリング解析と主成分分析等の統計解析を

実施した。休止型がん幹細胞(LGR5 陽性、EGFP 陽性)の発現プロファイルを取得し、増殖細

胞と休止型細胞の比較から特異的な遺伝子群を特定した。また、抗がん剤処理後に残存した



休止型がん幹細胞が非添加のものと同一であるか否かを発現プロファイルの比較により解

析した。 

 

（２）遺伝子ノックアウトの実験系の構築 

大腸がんオルガノイドでの遺伝子ノックアウトを効率的に行う手法を確立した。具体的

には Cas9 タンパクと該当する候補遺伝子の sgRNA を、電気パルスを用いたエレクトロポレ

ーション法で導入できる方法を確立した。 

 

（３）PDX モデルの作製 

大腸がんオルガノイドの PDX 腫瘍内に休止型がん幹細胞が存在するか否かを検討した。

誘導型 H2B-EGFP 導入ヒト大腸がんオルガノイド 1×104 個を免疫不全 NOG マウス皮下に移

植した。移植日から DOX を 7 日間飲水投与した後に、抗がん剤の Irinotecan または PBS を

週 2 回腹腔内投与した。計 4 回の腹腔内投与が終了後、皮下腫瘍を摘出し固定した。固定

後は組織切片を作製し、免疫染色を実施した。 

 

４．研究成果 

（１）休止型がん幹細胞の同定 

誘導型 H2B-EGFP ヒト大腸がんオルガノイドへ DOX を添加し一過性に H2B-EGFP を発現さ

せた。DOX 除去し、Irinotecan を 7日間処理した。この誘導型 H2B-EGFP ヒト大腸がんオル

ガノイドからフローサイトメトリーを用いて EGFP 高発現細胞群と低発現細胞群に分け、そ

れぞれ単一細胞を取得した。シングルセル qPCR 解析を行った結果、H2B-EGFP を高発現する

細胞群は、大腸のがん幹細胞マーカーの LGR5 および休止型がん幹細胞で発現すると報告さ

れている遺伝子群を発現していたため、本系において休止型がん幹細胞を同定した。 

 

（２）遺伝子ノックアウトの実験系の構築 

休止型がん幹細胞に特徴的な遺伝子群の中で、どの遺伝子が抗がん剤抵抗性を担ってい

るのかを決定するために、遺伝子ノックアウトの手法を確立した。候補遺伝子の sgRNA と

Cas9 タンパクを混合し、同時にエレクトロポレーションを行うと効率良く目的遺伝子をノ

ックアウトする事ができた。 

 

（３）PDX モデルの組織標本の免疫染色 

今後、遺伝子をノックアウトした大腸がんオルガノイドを NOG マウスに移植するにあた

り、事前にヒト大腸がんオルガノイドの移植腫瘍内に休止型がん細胞が存在するか否かに

ついて検討した。誘導型 H2B-EGFP 導入大腸がんオルガノイドを移植後、休止型細胞をマー

キングするために DOX を一定期間飲水投与した。その後に Irinotecan または PBS の腹腔内

投与を行った。 

得られた移植腫瘍内に休止型細胞が存在するか否かを調べるために、H2B-EGFP 発現がん

細胞を認識する抗 GFP 抗体による免疫組織化学染色を実施した。その結果、PBS を投与した

がん組織では、H2B-EGFP 陽性がん細胞が散見される程度であったが、Irinotecan を投与し

た組織では、多数の H2B-EGFP 陽性がん細胞が認められた。 

 

今後は、確立された遺伝子ノックアウト手法を用いて、抗がん剤抵抗遺伝子のノックアウトを行

う。さらに、PDX モデルで休止型がん細胞の存在を確認できたので、当モデルを用いて、in vivo

での抗がん剤抵抗性に関わる候補遺伝子の絞り込みを行う。 
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