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研究成果の概要（和文）：近年、がん研究において「がん幹細胞」という細胞が注目されている。「がん幹細胞」自体
は非常に数が少なく、ほとんど増殖しないが、その子孫である「がん細胞」は急速に増殖し、最終的に生命を脅かす。
従来開発されてきた抗がん剤や放射線療法は急速に増殖する細胞を殺すため、がん幹細胞にはほとんど効果がなく、治
療後に残存したがん幹細胞が再発や転移を引き起こす。つまり、がんを完全に治療するためには、このがん幹細胞を撲
滅する方法の開発が必要となる。本研究では、乳がん幹細胞の静止期維持機構の解明を目指し、乳がんマウスモデルの
作製、ならびに静止期維持に関わっていると推測された分子を有していない乳がん細胞の樹立を行った。

研究成果の概要（英文）：In addition to the properties of self-renewal and multipotency, cancer stem cells 
share the characteristics of their distinct cell cycle status with somatic stem cells. Cancer stem cells 
(CSCs) are maintained in a quiescent state (G0 phase) with this characteristic conferring resistance to 
anticancer therapies that target dividing cells. Elucidation of the mechanisms of CSC quiescence might 
therefore be expected to provide further insight into CSC behaviors and lead to the elimination of 
cancer. In this project, with the aim of deciphering the mechanism of maintenance of quiescence in breast 
cancer stem cells, we generated mouse models of this cancer and several breast cancer cell lines 
deficient in putative G0 maintenance factor.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
近年、がん治療後の再発や転移の原因とし

て、「がん幹細胞」が注目を集めている。こ
れまでに少なくとも一部のがんにおいて、が
ん組織を構成している細胞にヒエラルキー
が存在し、多くのがん細胞はこのヒエラルキ
ーの根幹にある少数のがん幹細胞から生じ
ることが報告されている。その後の研究によ
り、このがん幹細胞は増殖期から脱出して静
止期（G0期）に留まっていることが明らかと
なった。これまでのがん治療の戦略は、増殖
期にあるがん細胞の細胞周期の進行を抑制
することであったために、この従来の治療で
は静止期に維持されているがん幹細胞を撲
滅することはできない。この残存したがん幹
細胞から、原発巣において再びがん細胞が
生じるのが「再発」であり、がん幹細胞が
他の部位へ移動しがん細胞を生じるのが
「転移」である。したがって、がん幹細胞の
静止期維持メカニズムを解明し、その機構を
打破する手法の創出はがんの根治につなが
ると期待されるが、その分子機構は明らかに
なっていなかった。 
 
２．研究の目的 
がんの中でも乳がんは近年、死亡率、罹患

率ともに著しく増加しており、現在、女性で
最も罹患率が高いがんである。生涯で罹患す
る確率は、日本では 25-30人に 1人であるが、
欧米諸国ではさらに高く、8-10人に 1人と言
われている。最近になり、抗エストロゲン薬
などの内分泌療法や、抗ヒト上皮成長因子受
容体 2抗体などの分子標的療法が行われるよ
うになってきているが、依然として多くの症
例において治療後の再発や転移がみられ、こ
れらのメカニズムの解明が急務である。 
この治療後の再発や転移の原因として、乳

がんにおいても以前からがん幹細胞（乳がん
幹細胞）の存在が想定されていたが、2003年
になり、乳がん組織中の CD44+CD24–細胞が
乳がん幹細胞として同定され [Al-Hajj et al. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2003)]、乳がん組織
にもがん幹細胞を根幹としたヒエラルキー
が存在することが明らかとなった。この乳が
ん幹細胞の生物学的特徴を研究することに
より、新たな乳がん治療が可能になると期待
されるが、その詳細な解析はこれまで行われ
ていない。そこで、本研究では乳がん幹細胞
の静止期維持機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 乳がんマウスモデルの確立 
乳がん幹細胞の静止期維持機構を解明す

るため、まず乳がんマウスモデルの作製を試
みた。具体的にはマウス由来、およびヒト由
来の様々な乳がん細胞株をマウスの fat pad
に移植し、乳がん発症能の有無や、転移をき
たすかどうかを検証した。 
	
 
	
 

(2) 静止期維持因子を欠損した乳がん細胞の
樹立 
次に、CRISPR/Cas システムを用いて、静

止期の維持に関わっていると推測された分
子を欠損した乳がん細胞株の樹立を試みた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1) 乳がんマウスモデルの確立 
現在、乳がんの研究に用いられている細胞

株は複数存在するが、その中でもまず、ヒト
の髄様がんに類似した乳がんを自然発症し
た B6 マウスから作製された E0771 細胞に着
目した。フローサイトメトリーを用いて、前
述の乳がん幹細胞マーカー（CD24、CD44）
の発現を調べたところ、この細胞株は乳がん
幹細胞分画を多く含んでいることが分かっ
た（図 1）。 
 

図 1	
 E0771 細胞における乳がん幹細胞マー
カーの発現 
E0771 細 胞 に は 乳 が ん 幹 細 胞 分 画
（CD44+CD24–、赤枠）が多く含まれている。 
 
そこで、蛍光色素（tdTomato）を導入した

E0771細胞を B6マウスの fat padに移植し、
この細胞から実際に乳がんが発症するかど
うかを検証した。すると、移植した部位に
tdTomato陽性の腫瘍の形成が確認された（図
2左）。しかし、乳がんの主な転移臓器の一つ
である骨では E0771細胞は検出されなかった
（図 2右）。 
 

図 2	
 tdTomato+E0771 細胞を移植したマウス
の原発巣ならびに骨の切片像 
原発巣では tdTomato+細胞が認められたが、
骨では検出されなかった。 
 
次に、乳がんの転移モデルの作製を試みた。

転移の際、がん細胞は上皮細胞の性質を喪失
して間葉系細胞の機能を獲得する（上皮間葉
転換、epithelial-mesenchymal transition; EMT）
ことが知られている。そこで、様々な乳がん



細胞株において上皮細胞ならびに間葉系細
胞のマーカー遺伝子の発現を調べたところ、
ヒト乳がん由来の MDA-MB-231細胞が EMT
を起こしていることが明らかになった（図 3）。 
 

図 3	
 MDA-MB-231細胞における上皮細胞な
らびに間葉系細胞のマーカー遺伝子の発現 
MDA-MB-231細胞では、上皮マーカーである
E-カドヘリン、EpCAM の発現がみられず、
間葉マーカーである N-カドヘリン、ビメンチ
ンが発現している。MCF-7細胞（乳がん由来）
と U2OS細胞（骨肉腫由来）はそれぞれ上皮
細胞、間葉系細胞のコントロールとして使用
した。 
 
こ の MDA-MB-231 細 胞 に 蛍 光 色 素

（mVenus）を導入し、免疫不全マウス
（NOD-SCIDマウス）の fat padに異種移植し
たところ、移植部位に mVenus 陽性の腫瘍が
形成された（図 4左、中）のみならず、骨内
膜領域に転移が認められた。 
 

図 4	
 mVenus+MDA-MB-231 細胞を移植した
マウスの原発巣ならびに転移巣の切片像 
Fat padおよび骨において、mVenus+細胞が検
出された。 
 
(2) 静止期維持因子を欠損した乳がん細胞の
樹立 
乳がん幹細胞の静止期維持因子の分子候

補として、細胞周期のアクセル分子 c-Mycの
ユビキチンリガーゼである「Fbxw7」に着目
した。この Fbxw7は、われわれが白血病にお
けるがん幹細胞（白血病幹細胞）の静止期維
持因子として同定した分子である[Takeishi et 
al., Cancer Cell (2013); Takeishi & Nakayama, 
Br. J. Cancer (2014)]。白血病マウスモデルに
おいて Fbxw7を欠損させると、白血病幹細胞
が静止期から細胞周期へと誘導され、抗がん
剤に感受性を示すようになる（図 5）。 
これまでのがん幹細胞研究により、各種組

織から作製した iPS細胞が同じ性質を持つよ
うに、様々ながんにおけるがん幹細胞は、種
や臓器の枠組みを超えた共通の細胞生物学
的特性を数多く有することが明らかとなっ
ている。そこで、Fbxw7は乳がん幹細胞にお
いても静止期維持因子として機能している
のではないかと考えた。 
 

図 5	
 白血病幹細胞の静止期維持機構 
ユビキチンリガーゼFbxw7は c-Mycを分解す
ることにより、白血病幹細胞を静止期に維持
している。Fbxw7を欠損した白血病幹細胞は
静止期から細胞周期へと追い出され、抗がん
剤に感受性を示す。 
 
この仮説を検証するため、CRISPR/Cas シ

ステムを用いて、Fbxw7欠損 E0771細胞の樹
立を試みた。そして、イムノブロットアッセ
イにより、E0771細胞の 2種類のラインにお
いて Fbxw7 が欠損していることを確認した
（図 6）。	
 
	
 

図 6	
 E0771細胞における Fbxw7の発現 
野生型のHEK293T細胞（lane 1）と比較して、
Fbxw7を過剰発現させた HEK293T細胞（lane 
2）において濃くなっているバンドが見られ
る（矢印）。この高さのバンドは野生型の
E0771細胞（lane 3）でも見られるが、Fbxw7
をノックアウトした 2種類のラインでは消失
している（lane 4, 5）。 



現在、この Fbxw7欠損 E0771細胞の移植実
験、ならびに Fbxw7欠損 MDA-MB-231細胞
の作製を行っている。 
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