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研究成果の概要（和文）：がんは一つのがん細胞に由来する細胞集団ではなく、幹細胞に由来する多様性のある細胞集
団である。がん根治療法はこれらの細胞すべてを標的とする必要がある。この挑戦的萌芽研究では、悪性黒色腫の幹細
胞を含む遺伝子変異の多様性を持ったがん細胞を包括的、網羅的な解析方法を確立することを目的とした。第一段階と
して皮膚由来細胞を次世代シークエンサーで解析し、個人差・再現性などの種々の解析結果の意義を検討している。

研究成果の概要（英文）：Cancer is not a group composed of tumor cells derived from a single malignant cell
, but a group of the cells possessing accumulated genetic diversities derived from a cancer stem cell. To 
eradicate cancer, all malignant cells forming cancer must become therapeutic targets.  The purpose of this
 proposed pilot feasibility study was ultimately to establish a reliable method to analyze genetic diversi
ties of malignant melanoma using next-generation sequencing. The first step was to evaluate individual dif
ferences and reproducibility of the method from the results of skin-derived cells. 
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１．研究開始当初の背景 
がんは正常細胞の染色体(遺伝子)に変異が

入ることで発生したがん細胞が増殖して形

成されると考えられてきた。すなわち、がん

は均一ながん細胞の集団(クローン)と見なさ

れ、それを標的に多くのがん治療の戦略が立

てられてきた。   

しかし、近年、がん細胞の中にはがんの発

生や再発の原因となる“がん幹細胞”という

親玉が存在しているという説が提唱されて

いる。この“がん幹細胞仮説”は、がん組織

のがん細胞の中に少数存在するがんの幹細

胞ががん細胞を供給する親玉であり、自己複

製能を持ち、がん組織中の大多数のがん細胞

は、その幹細胞から分化・増殖した多様性に

富む細胞であるという考え方である（Cancer 

Res 66:9339, 2006, 米国がん学会での議論

に基づいた総説)。 

この仮説が正しいとすれば、これまでのが

ん治療（化学療法、放射線治療、分子標的薬、

抗体治療、免疫療法など）は、がん組織のす

べてのがん細胞を標的としていない可能性

が高い。すなわち、それらの治療法は、理論

的に根治的ではなく、また再発や転移の可能

性を残すものである。 

 

２．研究の目的 

本萌芽研究の申請当初の目的は、がん組織

の“がん幹細胞”を含むメラノーマ細胞をま

ず細胞集団レベルで、次に単一細胞レベルで、

①遺伝子発現プロファイル ②miRNA プロ

ファイル ③遺伝子の欠損・重複、コピー数 

④ エピジェネティクスなどを網羅的に検討

する。クローン細胞集団解析と単一細胞解析

の結果の統計学的信頼性を評価する実験系

を確立することであった。まず、皮膚由来の

細胞を用いたサンプルで次世代シークエン

サーを用いた種々の遺伝子解析を試み、様々

な解析方法で個人差・再現性などを検討する。 
 
 

３．研究の方法 
末端黒子型メラノーマ患者の原発巣でお

もに表皮に病変がある Tis, T1 の外科的

切除標本、著明な 垂直方向の浸潤をきたし

た T3, T4 の切除標本、肉眼的リンパ節転

移や多臓器転移(皮膚を含む)の切除腫瘍巣

から調整した single cell suspension から、

幹細胞培地とメラノーマ細胞培地で腫瘍細

胞 を培養する。同時に単一細胞から増幅 

cDNA を調整する。それぞれの培地で増殖

した細胞を limiting dilution 法でクロー

ン化する。 

以上は当初の計画であったが、まず、その

サンプルの比較の再現性に次世代シークエ

ンサーによる解析が重要となり、その検討の

ため生命倫理審査承認後、正常者とある疾患

患者の表皮由来細胞の従来の網羅的遺伝子

解析と次世代シークエンサーを用いた比較

検討解析を施行する。 
 
４．研究成果 

がんは一つのがん細胞に由来する細胞集

団ではなく、いわゆる“がん幹細胞”から分

化・増殖し、その過程で遺伝子変異の蓄積を

獲得した多様性のあるヘテロな細胞集団で

あるという“がん幹細胞仮説”が提唱されて

いる。皮膚科領域で最も悪性度の高い悪性黒

色腫のがん幹細胞に関しては存在しないと

いう報告や、がん細胞の約３０％を占めると

いう報告がありコンセンサスは得られてい

ない。理論的には「がん根治療法」はがん幹

細胞を含むこのヘテロな細胞集団すべてを

ターゲットとする必要がある。この挑戦的萌

芽研究では、このように混乱しているメラノ

ーマ幹細胞を含む遺伝子変異の多様性を持

ったがん細胞を包括的、網羅的な解析をする

ことを目的とした。 

当機関の生命倫理審査に“悪性黒色腫のが

ん細胞の多様性”として申請し受理された。

同時に別の皮膚細胞由来の遺伝子を解析す

るための生命倫理を通し、正常皮膚由来細胞



を含めある疾患の遺伝子の解析を開始した

が、従来の網羅的解析から、次世代シークエ

ンサーが出現したため、方法の変更と結果の

検討を行っている。次世代シークエンサーで

は、遺伝子配列の解読を RNA sequence で可

能なので、変更点を生命倫理審査委員会に提

出し受理された。 

我々は、実験系を確立する目的で別もプロ

ジェクトで提出された生命倫理審査と同意

を得た皮膚由来の細胞を用いたサンプルで

次世代シークエンサーを用いた種々の遺伝

子解析を試み、様々な解析方法で個人差・再

現性などを現在検討している。その間、ベム

ラフェニブは欧米の悪性黒色腫の半数以上

で変異が認められる BRAF 変異をターゲット

とした分子標的薬で高い効果が報告された

(Chapman, P.B.et al., N.Engl.J.Med. 

364:2507, 2011)。 

しかし、日本人では足や爪部など四肢末端

部の悪性黒色腫（末端黒子型）が多く、その

BRAF 変異を伴わないことが多く、この分子標

的治療の適応にならない症例が多いと予想

されている。日本人に多い末端黒子型の特異

的分子標的薬のターゲットの探索は、非常に

重要な課題であるので、ここ数年で非常に進

歩を遂げた次世代シークエンサーを用いた

よりターゲットを絞った研究を進める予定

であり、平成 26 年度厚生労働科学研究委託

費（革新的がん医療実用化研究事業）研究計

画書（新規申請用）に “ゲノム・遺伝子解

析による日本人特有の悪性黒色腫の分子標

的となる体細胞変異の同定”を平成 26 年 2

月 13 日に応募した。   
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