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研究成果の概要（和文）：がんの治療抵抗性はがんを構成する一部の細胞により担われると考えられるため、が
ん組織の多様性を理解する事はがんの治療抵抗性を克服する上で重要な問題である。そこで、インビトロで培養
した大腸がん幹細胞のマウス移植にによりがん組織を再構成し、形成した腫瘍のシングルセル発現解析により、
がん組織の多様性解明を試みた。移植腫瘍の担がんマウスの抗がん剤治療前後において、シングルセル解析を行
うことにより、Lgr5幹細胞マーカー陽性の治療抵抗性と相関する細胞群を同定した。さらに同様のシングルセル
解析を大腸炎症発がんモデルで行い、発がんに伴い発生する造腫瘍性を有する幹細胞集団を同定した。

研究成果の概要（英文）：It is likely that cancer chemoresistance is attributed to a subset of 
chemoresistant cells in cancer tissues. Therefore, it will be important to understand cancer 
heterogeneity to overcome cancer chemorisitance and cure refractory cancer. We aimed to elucidate 
cancer heterogeneity by examining mouse xenograft tumors derived from in-vitro cultivated human 
colon cancer stem cells. By performing single-cell gene expression analyses of the tumors, we 
demonstrated that a subset of  Lgr5-positive stem-like cells are associated with chemoresitance. We 
also performed single-cell analyses in a mouse model of colon carcinogenesis and identified a stem 
cell group that is responsible for tumorigenicity of colon tumors.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： 癌

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
研究代表者らのグループでは、近年ヒト難治
固形がん（大腸がん、卵巣がん）の手術検体
より、無血清培地を用いたスフェロイド培養
法により、がん幹細胞の特質を有する細胞の
樹立に成功している。申請者らが樹立したヒ
トがん幹細胞は、免疫不全マウスに皮下移植
する事により、原発がんと区別できない病理
像を呈する腫瘍を、再現性よく再構成する事
ができる。このようにして樹立した担がんマ
ウスの各種抗がん剤処理を行った所、移植腫
瘍の抗がん剤感受性は大きく異なり、スフェ
ロイドが由来した原発腫瘍の抗がん剤感受
性を反映している事が示唆されている。従っ
て、抗がん剤に抵抗性を示す移植腫瘍に特有
な遺伝子発現プロファイルの解析を行なえ
ば、抗がん剤抵抗性を担う遺伝子群を明らか
にする事ができるはずであると考えられる。 
 しかしながら、腫瘍の抗がん剤抵抗性の解
析を行う上で、組織多様性の問題が大きく立
ちはだかると危惧される。つまり、実際の腫
瘍組織はがん細胞株と違い、多様な細胞から
成り立っており、抗がん剤に対する抵抗性も
各構成細胞により違いがある。とりわけ最近
の研究により、がん組織中で幹細胞性を有し
た細胞が、がんの造腫瘍性の根源であり、し
かも高い治療抵抗性を示す事が提唱されて
いるが、そのような治療抵抗性「がん幹細胞」
は多くの場合、腫瘍組織の一部を構成するに
すぎない。従って、腫瘍全体を発現解析に用
いた場合、治療抵抗性細胞の発現プロフィー
ルは明らかにする事は困難を伴うと予想さ
れる。そこで、移植腫瘍組織の細胞多様性を
明らかにし、腫瘍組織中の抗がん剤抵抗性細
胞の特質を抽出する方法論が必要である。 
 最近、ヘテロな細胞集団を個々の細胞に分
離し、単一細胞レベルでの多遺伝子発現解析
を行なう試みが、米国の研究者を中心として、
さかんになりつつある。その理由は、先述し
た「がん幹細胞」の場合と同様に、多くの生
物学的現象においては、組織を構成する細胞
中でわずかな割合を占める細胞が重要な役
割を果たしているからである（例えば、免疫
系で特異的な機能を果たす細胞群、発生段階
における幹細胞、発がん過程や iPS細胞の発
生における形質転換など）。従来の生化学的
な解析方法、すなわち細胞集団をプールして
解析する方法では、真に解析したい細胞の振
る舞いは、他の細胞の平均値の中に埋没して
しまい、捉えることができない。このような
問題を解決する為の既存の方法論として、免
疫組織学的な手法又はフローサイトメトリ
ーによる解析があるが、その場合可能なのは
せいぜい数個の関連因子の半定量的な解析
であり、細胞の生物学的特性を詳細に解析す
るのは困難であった。そこで、そのような集
団中のごく微量に存在する細胞群の特性を
解析するために、各細胞の多遺伝子発現解析
を行なう手法の開発が必須である。 
 このような背景のもと、、発生学や免疫学

においてシングルセル発現解析を用いた研
究が続々報告されており、この分野は急速な
発展をとげつつある。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、研究代表者らが樹立した難治が
ん移植腫瘍の解析にシングルセル遺伝子解
析法を応用し、難治がんの組織多様性を明ら
かにし、それを元に細胞の抗がん剤治療抵抗
性を与える遺伝子群を解明する事を目的と
したものである。このような方法により、治
療標的となりうる分子の検索を行なう事を
通じて、抗がん剤抵抗性細胞の撲滅に向けた
研究の礎となる事を期待する。さらに、シン
グルセル発現解析法を用いて、難治固形がん
の組織多様性を明らかにし、抗がん剤治療抵
抗性細胞の特性解明をめざす。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス移植腫瘍由来の細胞のフローサ
イトメトリーによる単離を行う。国立がん研
究センター中央病院の大腸外科、婦人腫瘍科、
及び病理科の協力により、ヒト大腸がん、漿
液性卵巣がん症例より、がん部組織を摘出し、
これらの組織より、スフェロイド形成法によ
るがん幹細胞の in vitro 培養法を確立して
いるが（Ohata et al, Cancer Res, 2012）、こ
れらの方法を用い、抗がん剤に感受性、及び
抵抗性を示すそれぞれの症例より、がん幹細
胞の培養系を確立する。このようにして樹立
したヒト難治がん幹細胞を免疫不全マウス
（NOG マウス）に皮下移植を行なうと、原発
がんと区別できない病理像を呈する移植腫
瘍を形成する。移植に使用するがん幹細胞に
は、レンチウイルスベクターを用いて、マウ
ス由来の細胞をヒトがん細胞から区別する
目的で GFP 遺伝子が、抗がん座の効果判定を
目的として luciferase 遺伝子が、あらかじ
め導入してある。それぞれのマウス移植腫瘍
を摘出し、酵素処理等により、単一細胞に分
離した後、GFP 陽性の各腫瘍細胞は、フロー
サイトメトリーにより、細胞ごとに 96 well 
plate に 回 収 す る (FacsAria 、 Becton 
Dickinson)。 
（２）移植腫瘍細胞のシングルセル遺伝子発
現解析を行う。上述の方法論により単離され
た各細胞において、幹細胞及び分化細胞
（enterocyte、goblet cells 等）に特異的発
現を示す遺伝子群を中心とした、48 遺伝子の
定量 PCR を行う（Biomark HD、Fludigm）。数
百個の単離細胞より、RT—qPCR を行い、それ
ぞれの単離細胞の発現プロファイルの Heat 
map を作製する。作製した Heat map の統計解
析、及び主成分解析により、解析した細胞の
クラスタリングを行う。抗がん剤に抵抗性、
感受性腫瘍のクラスタリングを比較する事
により、抵抗性腫瘍に特有な細胞群を同定で
きれば、抗がん剤抵抗性の根源である細胞群
である可能性は高いと期待された。 
（３）担がんマウスの抗がん剤投与による生

 



存腫瘍細胞の特性解析を行う。上述の抗がん
剤抵抗性腫瘍担がんマウスに対し、
Irinotecan、oxaliplatin、5-FU（大腸がん）、
又は Paclitaxel, Cisplatin（卵巣がん）の
腹腔内投与による抗がん剤治療を行う。動物
実験、とりわけ担がんマウスの抗がん剤治療
に関しては、連携研究者である当研究所の中
釜研究所長の助言のもと行う。治療効果の判
定を目的として、luciferin 腹腔内注入後の
腫瘍内 luciferase 活性定量により、腫瘍の
縮小度は非侵襲的に定量化される。治療抵抗
性症例由来の移植腫瘍は、抵抗性細胞が残存
する事が予想されるが、このような抵抗性腫
瘍の治療前後において、シングルセル遺伝子
発現解析を行い、治療抵抗性細胞が治療前の
どのクラスターに相当するか明らかにする。
とりわけ、治療抵抗性細胞群が、感受性腫瘍
に存在しない細胞群であれば、これらの細胞
が、治療抵抗性を担う細胞である可能性がよ
り高いと考えられる。 
（４）抗がん剤抵抗性細胞に特徴的な遺伝子
群の同定を行う。そのために、まず抗がん剤
抵抗性と関連する遺伝子群の探索を行う。ま
ず、抗がん剤投与前の多様な細胞群と抗がん
剤抵抗性細胞の発現パターンを比較して、抵
抗性細胞の遺伝子発現 signature を解明す
る。解析法としては、各細胞の遺伝子発現デ
ータを標準化し、主成分分析、系統樹分析を
行って、各細胞の分類および多様度の評価を
行う。抗がん剤による淘汰の前後で遺伝子発
現量を比べ、統計的有意に変化のあった遺伝
子を同定する。さらに、これらの抗がん剤抵
抗性遺伝子が、感受性腫瘍の各細胞群では上
昇が見られない事を検証する。このような方
法論により、 抗がん剤耐性に重要な遺伝子
として、抗がん剤による淘汰の前後で発現変
化のあった遺伝子および遺伝子パスウェイ
を明らかにする。 
（５）抗がん剤抵抗性遺伝子のノックダウン
による機能的解析を行う。上述の実験結果に
基づき、抗がん剤抵抗性に対する治療標的と
なりうる分子の検索を行なう。抗がん剤耐性
に重要と考えられる遺伝子のshRNAをレンチ
ウイルスベクターを用いて、抗がん剤抵抗性
腫瘍由来のがん幹細胞に導入する。これらの
候補遺伝子を抑制したがん幹細胞を免疫不
全マウスに移植し、担がんマウスの抗がん剤
治療により、抗がん剤に対する感受性が亢進
しているか検討する。shRNA による遺伝子抑
制実験を各候補遺伝子に対し行い、抗がん剤
に対する抵抗性を与える遺伝子を同定する。
同定遺伝子産物の機能抑制に働く化合物が
マウスに投与可能な場合は、これらの薬剤処
理と抗がん剤の併用により、難治がん抑制の
相乗効果が得られるか、検討する。これらの
実験により、治療抵抗性難治がんの新たな治
療戦略の礎とする。 
 
４．研究成果 
（１）In vitro 培養がん幹細胞のマウス移植

腫瘍を対象とし、シングルセル遺伝子発現解
析を行う事により、腫瘍を構成する細胞群に
細分した。Irinotecan 治療抵抗性腫瘍にのみ
存在する細胞、及び抗がん剤投与後に残存す
る細胞を解析する事により、治療抵抗性と相
関する Lgr5 陽性の細胞群を同定し、そのよ
うな細胞群に特徴的な遺伝子発現プロファ
イルを明らかにした。 
（２）上述した解析に合わせて、最近我々が
他グループの共同研究でその効能を示した
TNIK 阻害剤（Masuda et al, Nature Comm, 
2016）に関しても同様なシングルセル解析が
進行中である。 
（３）ApcMin マウスを用いた炎症大腸発がん
モデルにおいてシングルセル解析を行い、発
がんに伴い発生する幹細胞集団を同定した。
さらにこれらの細胞集団が造腫瘍性を有す
る事、これらの細胞において、一群の Wnt タ
ーゲット遺伝子の選択的な発現上昇が起こ
っている事、これらの遺伝子の中で、Tcf1 の
long isoformががん幹細胞としての特異性を
決定する事を示した（Shiokawa et al, Cell 
Reports, 2017）。 
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