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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞マーカーHes1，Dcamkl1を標的とする癌幹細胞治療を検討した。ヒト大腸癌細胞株
にHes1-siRNAを投与し増殖抑制を確認した。次に ApcMinマウスにHes1、Dcamkl1-siRNAベクターを投与し核酸医薬治療
の可能性と、Dckl1抗体を用いた抗体療法の可能性を検討した。マウス正常腸組織、腫瘍からDcamkl1陽性細胞をFACSで
単離し、Dcamkl1細胞特異的発現因子を同定し、腫瘍幹細胞特異的に発現する因子を検討した。それらに対するsiRNAを
大腸癌細胞株へ投与した結果、Hes1, Dcamkl1を標的とする「正常幹細胞を障害しない癌幹細胞治療法」の基礎的知見
を得た。

研究成果の概要（英文）：We examined effects of targeting Hes1 and Dcamkl1, possible cancer stem cell marke
rs, on colonic cancer cells. Hes1-specific siRNAs significantly reduced growth of human colonic cancer cel
ls. In addition, we also examined the effect of Hes1-siRNA to ApcMin mice. Finally, we obtained Dckl1-posi
tive cells from both normal intestine and polyps of ApcMin mice by FACS sorting, and found several transcr
ipts specifically expressed in Dcamkl1-positive tumor cells. The siRNAs or inhibitors specific for the mol
ecules exclusively expressed in Dcamkl1-positive tumor cells inhibited tumor cell growth without affecting
 normal epithelial cells. These data suggested possible anti-cancer strategy targeting cancer stem cells w
ithout affecting normal tissue stem cells.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
近年、癌には「癌幹細胞」が存在し、そこか

ら癌細胞が供給され増殖するモデルが提唱

されている。このため「癌幹細胞」は癌治療

の重要な標的と考えられ、「癌幹細胞マーカ

ー」を見いだして、それを標的とした治療法

を開発しようとする研究が盛んに行われて

いる。しかし現在報告されている「癌幹細胞

マーカー」の大半は、正常幹細胞や、他臓器

の分化した細胞にも発現しているため、「癌

幹細胞マーカー」を標的とした場合、正常幹

細胞や分化した細胞も障害されて、重大な副

作用が生じる可能性が高い。事実、LGR5 は大

腸癌の良い幹細胞マーカーと考えられるが、

同時に代表的な正常腸上皮幹細胞マーカー

でもある。また肝癌の幹細胞マーカーの CD13

は胆管細胞にも発現している。こうした問題

を解決するためには、組織幹細胞には発現し

ていない、「癌幹細胞」に特異的なマーカー

を見いだすことが重要である。そこで研究代

表者らは、様々な検討を行った結果、Hes1 及

び Dcamkl1 が「癌幹細胞」の特異的マーカー

である可能性を見いだした。 

(1) Hes1は腫瘍特異的に細胞分化を決定する： 

Notchとその下流因子Hesは腸細胞の未分

化性を保つ因子であると同時に、腸腫瘍細

胞には Hes1 が高発現し、腫瘍の未分化性

維持に重要な役割を果たしている。これを

利用し、Notch/Hes シグナルを遮断して腫

瘍を分化誘導させる「抗腫瘍治療」が試み

られた。しかし、正常腸上皮も杯細胞に分

化するため下痢などの副作用が出現し、

NOTCH/HES シグナルを標的とした治療は

困難と考えられた。研究代表者らは、腸腫

瘍で Hes1 が高発現していることに着目し、

Hes1 のみを標的とする癌治療の可能性を

探るために、腸管特異的 Hes１ノックアウ

ト（KO）マウスならび Hes１; Hes3; Hes5

トリプル KO マウス、ApcMin; Hes1-KO マ

ウスを作成した。その結果、Hes1 は正常

腸幹細胞の維持には必須ではないが、腸腫

瘍幹細胞の維持には必須の因子であるこ

とが判明した。以上のことから、Hes1 を

標的とすることにより、正常腸管を障害す

ることなく腸腫瘍を選択的に治療出来る

可能性が考えられた。 

(2)Dcamkl1 は腫瘍特異的幹細胞をマークする: 

Dcamkl1 は消化管の幹細胞マーカー候補

と報告されている。研究代表者らは

ApcMinマウス; Dcamkl1-CreERT2ノックイ

ンマウスを作成し、lineage tracing を行

った。その結果、ApcMin マウスの腸腫瘍

では Dcamkl1 陽性細胞から腫瘍細胞が供

給され、腫瘍全体が Dcamkl1 陽性細胞の

progeny で埋め尽くされた。重要なことに、

正常腸組織では Dcamkl1 は一部の分化し

た細胞にのみ発現していた。この結果は、

Dcamkl1 陽性細胞の選択的障害が、正常腸

管を障害せずに、腫瘍のみを退縮させる可

能性を示唆している。以上、研究代表者ら

は、Hes1 と Dcamkl1 が「癌幹細胞特異的

マーカー」であることを示唆する成績を得

た。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、（１）上記の Hes1 と Dcamkl1

の「癌幹細胞特異的マーカー」としての意義

を追求するとともに、これら二つの因子を利

用して、（２）癌幹細胞と正常組織幹細胞と

の遺伝子発現プロファイルを比較して、さら

に新たな癌幹細胞マーカーを同定し、（３）

「癌幹細胞特異的治療法」開発の基盤を確立

することを目的とした。 

 

３. 研究の方法 

(1)Hes1・Dcamkl1 を標的とする「癌幹細胞特

異的治療法」開発への基礎的検討 

① Hes1・Dcamkl1 を標的とした遺伝子改変マ

ウスの作出と解析 

大腸癌の治療を視野に入れた場合、一旦発

育した腸腫瘍が Hes1, Dcamkl1 を標的とす

ることによって退縮するか否かを検証する

ことが重要である。そのためにナフトフラ

ボン投与によってHes1を任意のタイミング

で欠失させることが出来る薬剤誘導性 Hes1

ノックアウト・ApcMin マウスの作成を開始

する。また、Dcamkl1 陽性細胞特異的にジフ

テリア毒素受容体を発現する Dcamkl1 陽性

細胞選択的アブレーション・ApcMin マウス

の作出を開始する。同マウスにジフテリア

毒素を投与すると、一旦腸腫瘍が発育した

マウスにおいて、Dcamkl1 陽性細胞のみを選

択的にアブレーションすることが出来る。 

② Hes1・Dcamkl1 の機能解析 

Hes1, Dcamkl1 が癌幹細胞の幹細胞性維持

にどのように機能しているかは、充分に明



らかになっていない。とくに Dcamkl1 につ

いては、研究代表者らの過去のマウス実験

でも、Dcamkl1 を「マーカー」として用いる

ことを主眼としてきた。そのため、Hes1, 

Dcamkl1 に対するノックダウン、および強制

発現によって、ヒト大腸癌細胞株を用いた

機能解析を予定する。そこで、Hes1, Dcamkl1

に対する siRNA と、両者の cDNA を組み込ん

だ発現ベクターの構築を行う。 

③ Hes1・Dcamkl1 を標的とする新規分子標的

医療の開発 

転写因子であるHes1を標的とした遺伝子治

療としては、Hes1 のノックダウンが現実的

なストラテジーと思われる。したがって、

上記②で構築する Hes1 に対する siRNA は、

治療へも応用できる。一方、Dcamkl1 蛋白に

ついては、血中に分泌されず、その C 末端

を細胞外に露出している点を利用する。す

なわち、既に他の分子で確立している抗体

医薬の方法論を応用し、Dcamkl1 を標的とし

た抗体治療を検討する。細胞表面の Dcamkl1

が一定期間細胞表面にとどまる場合は、補

体依存細胞傷害反応（CDC）や抗体依存性細

胞傷害反応（ADCC）を利用した Dcamkl1 陽

性細胞の排除を期待する。短期間での検証

は困難であるが、ADCC 活性の増強技術は日

進月歩であり、本機序を応用した治療へ向

けての基礎的知見の集積は将来的に有用な

可能性がある。細胞表面の Dcamkl1 が短期

間で細胞内に取り込まれる場合は、抗

Dcamkl1 抗体に殺細胞化合物やラジオアイ

ソトープを標識することで、Dcamkl1 に結合

した抗体が細胞内に取り込まれて Dcamkl1

陽性細胞を特異的に障害する治療戦略が可

能である。 

 

（2）FACS および cDNA アレイによる、新規「癌

幹細胞特異的マーカー」同定の試み 

① 癌幹細胞と正常腸管幹細胞における遺伝

子発現プロファイルの解析 

マウス腸腫瘍・正常腸組織を単細胞に分離し、

それぞれから Dcamkl1 高発現画分を FACS に

より収集する。抽出した cDNA をマイクロア

レイにより網羅的に比較検討し、癌幹細胞特

異的に発現する候補因子を絞り込む。Hes1 と

Dcamkl1 の双方を高発現する癌細胞を対象と

することにより、「癌幹細胞特異的マーカー」

発現細胞を正確に絞り込み、より精度の高い

解析を目指す。 

② ヒト癌治療を視野に入れた「癌幹細胞特

異的マーカー」候補の検証 

上記①で同定した候補因子のうち Notch・Hes

シグナリング関連因子については、ヒト大腸

癌臨床検体において発現および局在を検証

する。これにより、次年度以降の検証へ向け

た基礎的知見を集積する。 

 

４．研究成果 

(1)Hes1・Dcamkl1 を標的とする「癌幹細胞特

異的治療法」開発への基礎的検討 

① Hes1・Dcamkl1 を標的とした遺伝子改変マ

ウスの作出と解析 

ナフトフラボン投与によってHes1を任意の

タイミングで欠失させる薬剤誘導性Hes1ノ

ックアウト・ApcMin マウスを作成した。同

マウスを用いて、成体で Hes1 を欠失させる

と、正常腸管には明らかな変化は認めなか

ったが、腸腫瘍細胞は Cre が発現した箇所

では Hes1 が欠失し、腸腫瘍細胞に粘液の貯

留を認め、細胞増殖が減少していた。した

がって、マウス生体でも Hes1 を標的とする

腫瘍分化誘導療法の有効性が示唆された。

また、Dcamkl1 陽性細胞特異的にジフテリア

毒素受容体を発現する Dcamkl1 陽性細胞選

択的アブレーション・ApcMin マウスを作出

した。同マウスでは、ジフテリア毒素の投

与によって、正常腸管には明らかな傷害を

認めなかったが、腸腫瘍は有意に退縮した。

このことにより、Dcamkl1 陽性腫瘍細胞を標

的とする細胞標的療法の有効性が示唆され

た。 

② Hes1・Dcamkl1 の機能解析 

Hes1, Dcamkl1 の機能を解析するために、そ

れぞれに対する siRNA 等を作成し、その効

果を検討した。まず Hes1 に関しては、Hes1

を他の６つの Hes ホモログと区別する特異

的な siRNA を作成した。同 siRNA をヒト大

腸癌や膵癌の細胞株に投与すると、幹細胞

マーカーの減少と分化マーカーの増加を認

めた。一方 Dcamkl1 の機能解析のために、

Dcamkl1 に対する siRNA を作製し、大腸癌細

胞株を用いたノックダウン実験を行った。

しかし、Dcamkl1 siRNA の投与では、ヒト大

腸癌や膵癌の細胞株には、細胞増殖には著

変を認めず、幹細胞マーカーや分化マーカ

ーには明らかな変化を認めなかった。 そこ



でDcamkl1のcDNAを組み込んだ強制発現ベ

クター等を複数のヒト大腸癌細胞株に対し

トランスフェクションした。しかしやはり

siRNA 投与の場合と同様に、細胞増殖には著

変を認めず、幹細胞マーカーや分化マーカ

ーには明らかな変化を認めなかった。した

がって、Dcamkl1 陽性腫瘍幹細胞の維持には、

Dcamkl1 そのものは主要な役割を果たして

いないことが示唆された。 

③ Hes1・Dcamkl1 を標的とする新規分子標的

医療の開発 

上記②のデータに基づいて、核酸医薬や小

分子化合物を用いた腸腫瘍治療の可能性を

検証するためには、Hes1などに対するsiRNA

を用いた、効率的なドラッグデリバリー・

システムの検討が必要と考え、ゼラチン含

有 siRNA のマウス腸管への投与効率を検討

した。一方、Dcamkl1 については、その機能

を利用した治療法ではなく、別のストラテ

ジーが必要と考えた。そのために、Dcamkl1

が血中に分泌されず、その C 末端を細胞外

に露出している点を利用しようと考えた。

すなわち、既に他の分子で確立している抗

体医薬の方法論を応用し、Dcamkl1 を標的と

した抗体治療を検した。ヒト大腸癌への臨

床応用を視野に入れ、抗 Dcamkl1 抗体の作

出を開始した。マウスを Dcamkl1 タンパク

のＣ末端で免疫し、抗 Dcamkl1 モノクロー

ナル抗体を作製した。これらの抗体を種々

の薬剤で標識して、同抗体を用いた癌幹細

胞へのミサイル抗体療法が可能か否かの検

討を進めた。 

 

（2）FACS および cDNA アレイによる、新規「癌

幹細胞特異的マーカー」同定の試み 

① 癌幹細胞と正常腸管幹細胞における遺伝

子発現プロファイルの解析 

マウス腸腫瘍・正常腸組織を単細胞に分離

し、それぞれから Dcamkl1 高発現画分を

FACS により収集した。それらの Dcamkl1 高

発現画分から抽出したcDNAをマイクロアレ

イにより網羅的に比較検討した。その結果、

癌幹細胞特異的に発現する候補因子を複数

同定することが出来た。それら候補因子の

うち、特異的な阻害物質が知られている因

子に関しては、阻害小分子化合物を投与し

て、幹細胞因子や細胞機能に与える影響の

解析を行った。すると、複数の候補因子に

関して、細胞増殖が有意に抑制され、いく

つかの因子については、細胞増殖の抑制の

みならず、高率にアポトーシスを誘導して、

コロニーが死滅することが示された。 

② ヒト癌治療を視野に入れた「癌幹細胞特

異的マーカー」候補の検証 

上記①で同定した候補因子のうちすでに抗

体が存在するものについては、マウス腸腫

瘍のみならず、ヒト大腸癌臨床検体におい

ても発現および局在を検証した。いくつか

の因子については、ヒト大腸癌の一部で高

発現していることが示された。 

 

 以上の実験により、Hes1, Dcamkl1 を手掛

かりとする、「正常幹細胞を障害しない癌幹

細胞特異的治療法」を開発するための基礎的

知見を得るとともに、将来的な臨床応用を視

野に入れたた実地的展開を果たした。 
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