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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞を中心に据えたがん研究、がん治療薬開発が日々展開されている。本研究ではマ
ウスiPS細胞よりがん幹細胞モデル細胞を種々作成し、これを効果的に殺傷する薬剤スクリーニング系を構築した。ま
た、薬剤をがん幹細胞に効果的に送達するシステム（ドラッグデリバリーシステム）の構築を目的として、がん幹細胞
に高発現する遺伝子の探索と、マウス正常組織での発現解析を行い、組織別の標的候補を見出した。

研究成果の概要（英文）：In the study of cancer and development of new anticancer drug, cancer stem cells 
(CSCs) are now considered to be important targets. In this study, we developed a drug screening system 
using various mouse iPS-derived cancer stem model cells (miPS-CSCs). In addition, we analyzed the gene 
expression profiles of miPS-CSCs, which focus on cell surface protein to use targeted drug delivery 
system. Comparison with normal tissue distribution, we nominated several candidate genes for tissue 
specific targeting.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 がん幹細胞の発見以来、この細胞はがん研
究の中心を担うようになってきていた。しか
しながら、その研究や、大規模な薬剤スクリ
ーニングを行うには、がん幹細胞の希少性が
大きな障害となっていた。これを克服するた
めには、試験官内で培養維持可能な、且つバ
ラエティーに富んだがん幹細胞モデル細胞
の樹立が必要であった。当研究室ではマウス
人工多能性幹細胞（iPS 細胞）を種々のがん
細胞株培養上清中で培養することにより、
miPS 細胞に、がん幹細胞様の性質を獲得さ
せうることを見出し、がん幹細胞モデル細胞
（miPS-CSCs）として、提唱してきた。本細
胞を用いることで、がん幹細胞の成り立ちと
ともに、大規模な薬剤スクリーニング系の構
築が可能となることが期待された 
 
２．研究の目的 
 本研究ではがん細胞が分泌する因子によ
り誘導された miPS 細胞由来がん幹細胞モデ
ル細胞を利用し、その特徴の解析を行う。こ
れらを免疫不全マウスに移植して形成され
る腫瘍形態をもとに、種々のがん幹細胞モデ
ル細胞の樹立、及び遺伝子発現、分化能を評
価し、薬剤標的分子候補の選出を行う。また、
低分子化合物ライブラリーを利用し、がん幹
細胞に対する障害活性を有する分子のスク
リーリング系を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)がん幹細胞モデル細胞の樹立 
 当研究室でこれまでに樹立してきたがん
幹細胞モデル細胞に加え、本研究では新たに、
がん細胞（マウスルイス肺がん細胞）が分泌
するエクソソームのiPS細胞がん幹細胞化へ
の貢献を検証した。がん細胞由来のエクソソ
ームは培養上清から超遠心分離により回収
し、miPS 細胞の培養系へ添加し４週間培養を
行った。この時、未分化維持に必要なLIFは、
エクソソーム添加３日前から培養系からノ
除いており、iPS 細胞は分化を始めている状
態のものを用いた。エクソソーム処理期間中
は LIF を添加していない。４週間の培養後、
エクソソーム非添加の条件で細胞を増殖さ
せ、免疫不全マウス皮下に移植し、造腫瘍能
を確認後、腫瘍より初代培養を行い、細胞株
を樹立した。 
 
(2)がん幹細胞モデル細胞が形成するニッチ
に関する解析 
 本研究室で作成した miPS-LLCcm 細胞（マ
ウスルイス肺がん細胞の培養上清でがん幹
細胞化）のがん幹細胞の自己複製制御機構に
ついて、スフェロイド形成能を指標として解
析を行った。ここでは、がん幹細胞より分化
してくるがん細胞や、血管内皮細胞からの分
泌因子に着目し、miPS-LLCcm 細胞の培養上清
をスフェロイド形成培地に添加し、がん幹細
胞のスフェロイド形成数を測定した。また、

がん幹細胞集団を濃縮し培養した培養上清
も同様にスフェロイド形成能に与える影響
を検討した。また、がん幹細胞の自己複製に
関与している Notch、Wnt、Hedghog シグナル
関与を、それぞれの阻害剤を用いて検証した。
一方で、miPS-LLCcm の血管内皮細胞分可能に
ついては、マトリゲル上での管腔様構造の形
成(tube formation)により評価した。 
 
(3)がん幹細胞モデル細胞を用いた薬剤スク
リーニング 
 種々のがん幹細胞モデル細胞を用いて、が
ん幹細胞の生育を阻害する化合物のスクリ
ーニングを行った。化合物ライブラリーは文
部科学省新学術領域研究「がん研究分野の特
性等を踏まえた支援活動」化学療法基盤支援
活動による標準阻害剤キットを用いた。細胞
の生存率は MTT アッセイにより求めた。一次
スクリーニングで効果が確認された化合物
には、より詳細に阻害効果を検証し、IC50 値
を算出した。また、細胞死がアポトーシスに
よるものか否かを、DNA ラダーの検出により
評価した。 
 
(4)標的化薬剤(DDS)に向けた細胞表面蛋白
質遺伝子発現の解析。 
 当研究室で作成している細胞表面蛋白質
遺伝子に特化したDNAマイクロアレイデータ
より、miPS 細胞と miPS-CSC 細胞で発現量が
変化している遺伝子を抽出した。ここの細胞
における遺伝子の発現をRT-qPCRで確認する
とともに、正常マウスの種々の組織における
発現量を検証した。 
 
４．研究成果 
(1)がん幹細胞モデル細胞の樹立 
 当研究室でこれまでに作成した種々の
miPS-CSC 細胞を免疫不全マウスに移植し、腫
瘍を形成させた後、初代培養を経て造腫瘍性
細胞を濃縮した。一方で、肺がんエクソソー
ム処理を行って作成した細胞の形成する腫
瘍を解析したところ、ビメンチン陽性で、脂
肪細胞に富んでいる等、脂肪肉腫様の腫瘍で
あった。二次腫瘍の形成や、分化能、自己複
製能の評価をとおして、本細胞は、脂肪肉腫
を形成するがん幹細胞と結論した（図１）。 



 
なお、これまでに報告してきた miPS-CSC は
癌腫を形成する。本研究において癌腫、肉腫
のがん幹細胞を試験管内で得ることができ、
本細胞群は、がん幹細胞ライブラリーとして
薬剤スクリーニング等、有用な材料となる。
しかし、miPS 細胞からがん幹細胞への形質転
換機構については未だ不明であり、この機構
の解明が今後必須の課題である。 
 
(2)がん幹細胞モデル細胞が形成するニッチ
に関する解析 
 miPS-CSC の 代 表 的 な 細 胞 と し て
miPS-LLCcm のがん幹細胞維持機構について 
、がん幹細胞と分化がん細胞との依存性に着
目して解析を行った。本細胞の培養上清中は
Notch、Wnt、Hedghog シグナルを活性化し、
がん幹細胞の自己複製を促進していること
が明らかになった。ここで、Notch シグナル
にさらに解析を進めると、この活性化は、分
化がん細胞、特にがん幹細胞から得られる血
管内皮細胞様細胞が存在するときの培養上
清にのみ見られた。しかし、典型的な Notch
リガンドは膜タンパク質であり、さらにその
発現はがん幹細胞にも確認されることから、
本細胞系でのNotch活性化には新規の機構が
存在すると推測された。 
 一方で、がん幹細胞の分化、及び分化の方
向も、周囲のがん細胞集団からの因子により
制御されていると考えられた。これらのこと
より、がん幹細胞は分化したがん細胞を生み
だしつつ、自身を養う環境・がん幹細胞ニッ
チを形成していると結論した（図２）。この
ことはニッチの変化ががん幹細胞の性質の
変化をもたらすことを示唆するものである。 

 
がん幹細胞のニッチについては世界的に精
力的な研究が進められており、その重要性が 
認知されてきている。がん幹細胞を対象とし
た薬剤スクリーニングを行う場合、ニッチを
考慮したスクリーニング系の構築が必要で
あると考えられた。 
 
(3)がん幹細胞モデル細胞を用いた薬剤スク
リーニング 
 本研究に使用しているmiPS細胞、miPS-CSC
細胞はNanog promoter制御下でGFP遺伝子、

Puromycin 耐性遺伝子を発現する。したがっ
て、GFP 陽性幹細胞集団の濃縮が可能であり、
これを用いてがん幹細胞に対する薬剤のス
クリーニング系を構築した。このとき前述
（２）の結果をもとに、がん幹細胞ニッチを
模倣すべく各々の培養上清をスクリーニン
グ系に添加した。既知の阻害剤（1M）192 種
類に対する一次スクリーニングから、
daurobicin、Bafilomycin A1を得た。その後、
両薬剤の miPS-CSC 細胞に対する IC50 値を求
めたところ、両薬剤ともに数 nM か十数 nM で
作用し、効果的に miPS-CSC 細胞に障害を与
えた（表）。 

 
両薬剤の誘導する細胞死はDNAラダーの検出
から、アポトーシスが関与していることが見
出 さ れ た 。 Daunorbicin は そ の 類 自 体
doxorubicin とともに、抗がん剤として知ら
れており、DNA 障害からアポトーシスを誘導
するが、V-ATPase 阻害剤である Bafilomycin 
A1 がいかにしてアポトーシスを誘導するか
は明らかではない。この機構の解析は、がん
幹細胞の生存機構を明らかとするとともに、
新規がん幹細胞標的分子の開発に貢献する
ものと思われる。 
 
(4)標的化薬剤(DDS)に向けた細胞表面蛋白
質遺伝子発現の解析。 
 がん幹細胞を標的とするDDSの開発に向け
て、がん幹細胞表面蛋白質の遺伝子の発現解
析を、DNA マイクロアレイを用いて行った。



miPS 細胞と比較してそのシグナルが増加し
ている遺伝子を数種選出し、リアルタイム
PCR により発現量を求めた。一例を図３に示
す。 
 がん幹細胞マーカーや標的分子の同程で
は、がん細胞とがん幹細胞との比較がよくな
されているが、治療を想定した場合、正常組
織、正常細胞との比較は必須と思われる。本
研究で得られた候補遺伝子の正常組織での
発現を検証したところ、幾つかの遺伝子に関
しては有為な発現が確認された（表）。 

 
 一般に DDS では、腫瘍に特徴的な欠陥構造
を利用した EPR 効果により、正常組織への薬
剤送達は最小限にとどまることが期待され
るが、腫瘍が形成された組織でより発現量が
少ない遺伝子を利用することは、副作用をよ
り低減させ、がん患者の QOL の向上に貢献で
きるものと思われる。 
 
 本研究では、miPS 細胞より種々のがん幹細
胞モデル細胞を作成し、この細胞を利用した
がん幹細胞標的薬剤のスクリーニング系の
構築、及び DDS 化を想定した標的遺伝子発現
解析を行った。今後、各 miPS-CSC の性質の
より詳細な解明とともに、ヒトがん幹細胞と
の相違点、類似点の解析、薬剤スクリーニン
グの規模の拡大、候補薬剤 DDS 化が課題であ
る。 
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