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研究成果の概要（和文）： 

  癌幹細胞は癌の増殖、浸潤、転移、治療抵抗性、再発において重要な役割を担う。従来の平

面培養では、正確に生体内での状態を再現できないため、癌幹細胞分野の研究は困難をきわめ

ている。本研究では、スフェア培養と生体の血液中の癌幹細胞について検討した。膵癌のスフ

ェア細胞では、細胞増殖の低下、細胞遊走の亢進、マウス腫瘍形成能の亢進、nestin, CD44, ABCG2

等の幹細胞マーカーの発現亢進、ephrin遺伝子の発現亢進が見られた。一方、マウス転移モデ

ルから血液中の腫瘍細胞を採取し、解析したところ、EGFRの発現亢進が認められた。今後さら

に、in vitro, in vivo の癌幹細胞に関する検討を進め、癌幹細胞を効率よく検出する方法の

確立を目指す。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  Cancer stem cells play important roles on cell growth, invasion, metastasis, resistance 

to therapy and recurrence. Conventional cell culture methods are limited in their ability 

to mimic in vivo environments exactly. Therefore, it has been difficult to analyze cancer 

stem cells in vitro. In the present study, we compared cancer stem cells in sphere culture 

system and circulating cancer cells in the blood. Pancreatic cancer sphere cells showed 

a decrease of cell growth, and an increase of cell migration, tumor formation in vivo, 

expression of stem cell markers such as nestin, CD44 and ABCG2, and ephrin. Circulating 

cancer cells in mice blood showed an increase of EGFR. Further study is needed to detect 

and analyze cancer stem cells.  
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１．研究開始当初の背景 

癌幹細胞は癌の増殖、浸潤、転移、治療抵

抗性、再発において中心的役割を担っており、

近年癌幹細胞に関する研究が世界的規模で

広く行われている。癌幹細胞は生体内の環境

下では細胞周期の休止期にあるが、周囲の環

境や刺激に応じて癌幹細胞の自己複製や分

化した癌細胞への変化、及び増殖を起こす。

従来の細胞培養法では平面のディッシュ内

で癌細胞のみを培養し、実験に用いることが

多いが、癌幹細胞の制御には周囲環境である

癌幹細胞のニッチが重要な役割を担ってい

る。通常の培養方法での検討では、正確に生

体内での状態を再現できず、統一した見解が

得られないため、癌幹細胞分野の研究は困難

をきわめていると考えられる。 

実際には in vitro ではプラスチックやガ

ラスのディッシュ上で癌細胞のみを培養し、

増殖や浸潤、転移を検討する実験が、簡便で

あるため広く行われている。しかし癌細胞の

平面培養では生体内の状態を再現すること

が難しいため、様々な方法が工夫され、癌細

胞と線維芽細胞や血管内皮細胞との共培養

法や、細胞外基質を利用した 3次元培養法の

有用性が報告されている。平面培養では培養

細胞が単層のシート状に増殖するのに対し、

3 次元培養法では培養細胞が立体的に増殖し、

さらに平面培養に比べ 3次元培養では遺伝子

発現やタンパク質発現パターンが生体内の

結果と類似しているという報告が数多く成

されている。本研究では 3次元培養における

癌幹細胞の動態や生体内での変化について

明らかにする。 

２．研究の目的 

 癌幹細胞を分離し採取しても、通常の培養

環境下では分化してしまい、生体内の環境と

は大きく異なる状態での現象だけしか捉え

る事ができない。本研究では、3 次元培養下

と、生体内環境における癌幹細胞の動態や癌

幹細胞の保持について解明する。従来の培養

法では解明することが困難であった癌幹細

胞の生体内での動態について、簡便、詳細に

究明する方法の確立を目指す。本研究により、

癌幹細胞を標的とした抗癌剤や分子標的治

療薬の研究を in vitro で正確、簡便に行な

うことが可能となり、その影響は広範囲に波

及すると考えられる。 

 

３．研究の方法 

 無血清培地にて細胞を低接着プレートに

播種し、epidermal growth factor (EGF), 

basic fibroblast growth factor (bFGF)を

添加し、培養すると形成されるスフェアには

幹細胞が濃縮されていることが報告されて

いる。癌幹細胞においても、スフェア培養法

が広く用いられている。ヒト膵癌培養細胞株

PANC-1, KLM-1, MIAPaCa-2, PK-45Hを用い、

培養細胞をスフェア培養の条件で培養した。

スフェアを採取し、非スフェア細胞との増殖、

遊走、腫瘍形成能の比較検討を行った。また、

癌幹細胞マーカーの発現の変化について、

PCRおよび蛍光染色法で確認した。 

 次に、マウス転移モデルを用いて、血液中

から腫瘍細胞を採取した。循環血液中腫瘍細

胞は生体内での特殊な癌幹細胞と考えられ

ており、遠隔転移の原因となる。マウスから



採取した循環血液中腫瘍細胞、およびスフェ

ア培養の細胞について、DNA microarrayにて

遺伝子発現変化を比較した。 

 

４．研究成果 

 低接着プレートを用いたスフェア形成法

を用いて、ヒト膵癌培養細胞を培養すると、

スフェアの形成が確認された。スフェア形成

細胞は、非スフェア細胞にくらべて、細胞増

殖の低下、細胞遊走の亢進、マウス腫瘍形成

能の亢進を示した。共焦点顕微鏡にて、スフ

ェア形成細胞では、nestin, CD44, CD133, 

CD24, ESA といった様々な癌幹細胞マーカー

の発現が確認された。PCR にて、スフェア形

成細胞では、非スフェア細胞に比べて、

nestin, CD44, ABCG2 の発現亢進を認めた。

さらに、short hairpin RNA (shRNA) を用い

て nestin の発現を knockdown した膵癌細胞

では、スフェア形成能の低下が観察された。 

 次に、スフェアで見られる細胞内の変化を

網羅的に確認するため、DNA microarrayを用

いて検討を行った。その結果、スフェア細胞

では、ephrin 遺伝子の発現亢進が見られた。

Ephrinは受容体型チロシンキナーゼ（ephrin

受容体）のリガンドとなり、正常の幹細胞に

おいて重要な役割を担うことが報告されて

おり、癌幹細胞と幹細胞との関連が示唆され

る結果と考えられる。 

 次に、生体内での癌幹細胞とスフェア細胞

の特徴を比較検討するため、マウス転移モデ

ルを作成した。循環血液中腫瘍細胞は、遠隔

転移の直接的な原因となる細胞であり、幹細

胞性と上皮間葉転換の両方の機能が関与し

ていることが報告されているため、膵癌のマ

ウス転移モデルから血液中の腫瘍細胞を採

取した。DNA microarrayを用いて遺伝子変化

について網羅的に解析したところ、循環血液

中腫瘍細胞では EGFR発現亢進が認められた。 

今後、さらに in vitro, in vivoの癌幹細

胞の性質や遺伝子変化、及び臨床検体を用い

た検討を進め、癌幹細胞を効率よく検出する

ことが可能な方法の確立を目指す。 
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