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研究成果の概要（和文）：高効率幹細胞可視化システムを構築し（Clin Cancer Res, in press）、膵癌幹細胞が高肝
転移能を示すことを明らかにして、転移規定遺伝子としてDCLK1を同定した。ノックダウンにより肝転移が完全に抑制
され、臨床検体の転移巣における特異的発現を検出した。クロマチン変動による発現機序を解明し、治療標的を明らか
にした（PloS One 2016）。また膵神経内分泌腫瘍幹細胞からCD73を同定し、阻害剤の効果と臨床的意義を明らかにし
た（Int J Oncol 2016）。さらに同システム導入TGマウス解析によって膵発癌予防の新規標的を同定し（投稿中）臨床
応用へ展開できる結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：A real-time visualization system for cancer stem cells (CSCs) was established 
(Clin Cancer Res, in press). We found that human pancreatic CSCs were highly metastatic and dominantly 
localized at the invading margins in liver metastasis. Microarray and siRNA screening assays showed that 
DCLK1 was predominantly expressed with histone modification in pancreatic CSCs with invasive and 
metastatic potential. Overexpression of DCLK1 led to amoeboid morphology which promotes the migration of 
pancreatic cancer cells. Knockdown of DCLK1 profoundly suppressed in vivo liver metastasis of pancreatic 
CSCs. Clinically, the specific expression of DCLK1 was detected in the metastatic tumors in patients with 
pancreatic cancer. Our studies identified DCLK1, that is essential for the metastatic properties of CSCs, 
as a promising epigenetic and therapeutic target in human pancreatic cancer (PLoS One 2016). In addition, 
we revealed transgenic mice with this system are useful for cancer prevention strategies.
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１．研究開始当初の背景 
申請者は基盤研究（A）平成 22-24 年度（研
究代表者）により、難治性癌の中にプロテア
ソーム活性に依存しない癌幹細胞が内在す
ることを明らかにして、この特性を可視化す
ることにより癌幹細胞の動態をリアルタイ
ムに捉えることに世界で初めて成功した。癌
幹細胞の非対称性分裂を機能面から可視化
した例は今までになく、さらに生体内におけ
る極めて高い造腫瘍性を検出している
(Adikrisna, Tanaka et al. Gastroenterology 2012, 
Muramatsu, Tanaka et al. Hepatology 2013)。
本成果を基盤として「がん」の転移メカニズ
ムの本態を解析する。 
 
２．研究の目的 
本研究は 幹細胞可視化システムによる難治
性癌の分子的基盤解析と、その臨床応用を目
指した先端的治療開発の二点を特徴とする。 
(1)可視化システムによる消化器癌幹細胞の
分子的基盤解析 
ヒト消化器癌細胞に幹細胞可視化システム
を導入し、浸潤能解析、生体内転移解析を行
う。可視化癌幹細胞と、非対称性分裂によっ
て生まれた非癌幹細胞を対比し、網羅的遺伝
子解析を行ない、siRNA スクリーニングによ
って浸潤および転移規定遺伝子を同定する。 
(2)難治性癌細胞に対する先端的治療の開発 
ヒト消化器癌幹細胞の転移能制御を検証す
るとともに、発現メカニズムを解析する。マ
ウスモデルを用いた前臨床試験によって治
療効果および癌予防効果を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)可視化システムによる消化器癌幹細胞の
分子的基盤解析 
ヒト膵癌細胞から幹細胞可視化システムを
導入し可視化癌幹細胞をソーティングする。
細胞培養による浸潤能解析に加え、脾注入に
よる門脈を介した肝転移モデルを用いた解
析を施行する。さらに DNA マイクロアレイを
用いた網羅的遺伝子発現解析によって、複数
の細胞株で共通して高発現する遺伝子候補
群を抽出し siRNAスクリーニングによって浸
潤能を特異的に抑制する候補遺伝子を同定
する。さらに shRNA の恒常的導入膵癌幹細胞
を作成する。またヒト膵神経内分泌腫瘍細胞
から癌幹細胞を同定し、網羅的遺伝子発現解
析によって、その規定遺伝子を同定する。 
(2)難治性癌細胞に対する先端的治療の開発 
ヒト膵癌細胞の転移規定遺伝子 shRNA によ
る転移能制御を検証するとともに、エピゲノ
ム制御（DNA メチル化、ヒストン修飾）に
よる発現メカニズムを解析する。またヒト膵
神経内分泌腫瘍細胞の癌幹細胞に対する特
異的阻害剤を同定し、マウス腫瘍モデルを用
いた前臨床試験によって治療効果を検証す
る。さらに可視化システム・トランスジェニ
ックマウスを用いて、膵発癌モデルによる検
証を進める。 

４．研究成果 
本研究ではユビキチン非依存性プロテアソーム
標的蛍光標識 ZsGreen-degronODC (Gdeg)を  
導入した高効率レトロウイルスベクターを構築
している（Munakata, Uemura, Tanaka et al. Clin 
Cancer Res, in press）。 
ヒト膵癌細胞株に癌幹細胞可視化システム
Gdeg レトロウイルスを導入し、膵癌幹細胞の
スフェア形成能、高浸潤能、造腫瘍性を確認
した。肝転移モデルを用いた解析では、非癌
幹細胞は全く転移しなかったのに比べて、癌
幹細胞は高い肝転移能を示すこと、転移巣に
おいて肝組織への浸潤像を認めることを可
視化によって明らかにした（図示）。網羅的
遺伝子発現解析および siRNA スクリーニン
グを施行し、膵癌幹細胞浸潤能を特異的に抑
制する候補遺伝子を抽出した結果、セリンス
レオニンキナーゼ doublecortin-like kinase 1 
(DCLK1)を同定した。DCLK1 発現ベクターの
導入によって、膵癌細胞がアメーバ様運動能
を示して浸潤能を獲得すること、逆に shRNA
を用いた恒常的 DCLK1 ノックダウンによっ
て、膵癌幹細胞の浸潤能、肝転移能が完全に
抑制されることを見出した。さらに膵癌臨床
症例を用いて検証した結果、全例において転
移巣における DCLK1 発現亢進を検出した。
DCLK1 プロモーターの解析によって、クロ
マチン動態変化（bivalent→open）を伴うエピ
ゲノム制御による発現メカニズムの存在が
明らかとなった。癌浸潤および転移は、膵癌
患者の予後を決定する因子であり、DCLK1
が重要な治療標的となることが示された（Ito, 
Tanaka et al. PloS One 2016）。 

またヒト膵神経内分泌腫瘍(PNET)から癌幹
細胞分画を抽出し、スフェア形成能や造腫瘍
性が高いことを証明した。PNET 癌幹細胞の
高発現分子として CD73 を同定し、CD73 阻
害剤によってスフェア形成能、造腫瘍性が抑
制されることを証明した。臨床検体の解析で
も PNET における CD73 高発現を確認し、周
囲組織への浸潤と有意な相関を認めており、
治療標的としての意義が示唆された（Katsuta, 
Tanaka et al. Int J Oncol 2016）。 
さらに癌幹細胞可視化システムを導入した
トランスジェニックマウスの解析によって、
膵発癌予防の新規標的が同定され（投稿中）
今後の展開が期待できる結果が得られた。 
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