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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌幹細胞の本態を学術的に探求するとともに、消化器癌幹細胞標的治療
の開発を目指した。そのため、以下の検討を行った。１）腸管においてDclk1を軸とした複数の幹細胞マーカー
を利用して、癌幹細胞のトランスクリプトームを解析した。２）胃癌、膵癌、胆嚢癌モデルで、Dclk1および新
規の癌幹細胞特異的因子の意義を検討した。３）癌モデルマウス、癌スフェロイド３次元培養系を用いて、癌幹
細胞に発現するキナーゼ、細胞膜表面蛋白などの消化器癌治療標的としての可能性を検証した。これら１）～
３）の検討により、癌幹細胞標的療法へ向けた基盤整備を行うことができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored the nature of cancer stem cells, and sought the 
possibility of anti-cancer stem cell-targeting therapies. For that purpose, we performed the 
experiments as follows. 1) In the intestine, transcriptome of cancer stem cells was analyzed based 
on the expression of various stem cell markers, especially Dclk1. 2) The roles of Dclk1 and novel 
cancer stem cell-specific markers were investigated in mouse gastric, pancreatic, and gall bladder 
cancer models. 3) Therapeutic potentials of kinases and cell surface proteins in cancer stem cells 
were examined in mouse cancer models and cancer spheroids. Based on these experiments, basis for the
 development of anti-cancer stem cell therapies was established.

研究分野：消化器内科学

キーワード： 癌　幹細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年の幹細胞研究の進捗により、正常組織
幹細胞と同様に、癌組織にも癌幹細胞の存在
が想定されている。「癌幹細胞を標的とする
癌治療法」が注目を集める一方、研究開始当
初には、解決すべき課題が多く残されていた。
そのひとつに、既報の癌幹細胞マーカーの多
くは正常組織幹細胞にも発現している点が
あげられていた。例えば、Lgr5は大腸癌幹細
胞のマーカーとされるが、同時に代表的な正
常大腸組織幹細胞マーカーでもある（Nature, 
457, 608-, 2009）。このようなマーカーを用
いて治療を行うと、癌は退縮しても正常組織
に大きな副作用が予想された。したがって、
正常組織幹細胞に発現せず、癌幹細胞特異的
に発現するマーカーが必要とされていた。世
界中の研究者らが、そのようなマーカーを特
定すべく研究を行い、例えば胃癌における
CD44バリアントなど（Cancer Cell, 19, 387-, 
2011）、少しずつ研究成果が挙がりつつあっ
たものの、実用化への道のりは遠かった。 
 そこで申請者らは癌幹細胞に特異的なマ
ーカーを検討し、大腸癌幹細胞の特異的マー
カーとして Dclk1を見いだした（Nat Genet, 
45, 98-, 2013）。申請者らが独自に作製した
Dclk1-CreERT2 ノ ッ ク イ ン マ ウ ス を
ApcMin マウスと交配してリニエージ・トレ
ーシングを行ったところ、ApcMin マウスの
腸腫瘍ではDclk1陽性細胞から腫瘍細胞が供
給され、腫瘍全体が Dclk1陽性細胞の子孫細
胞で占められた。一方、正常腸組織では Dclk1
は一部の分化した細胞にのみ発現していた。
Dclk1陽性細胞のみをジフテリアトキシンで
排除すると、腫瘍全体が劇的に退縮した。こ
のように、Dclk1陽性細胞の選択的排除は、
正常腸管を傷害せずに腫瘍のみを退縮させ
る、理想的な癌治療につながる可能性が考え
られた。 
 Dclk1陽性細胞は、ヒト胃癌、膵癌、胆嚢
癌でも、またそれらのモデルマウスでも癌組
織中に存在している。そのため、Dclk1陽性
細胞を標的とする「細胞標的療法」は、多く
の消化器癌に応用できる可能性があると考
えられた。しかし、Dclk1陽性細胞を含めた
癌幹細胞の維持機構や治療の具体的方策に
ついては、研究開始当初は十分にわかってい
なかった。本申請に先立って、申請者らは
ApcMinマウスのDclk1陽性腫瘍幹細胞特異
的に発現する因子を cDNA マイクロアレイ
で絞り込み、複数のキナーゼや酵素（Fdps、
Pib5pa、Ptpn6など）、細胞膜表面蛋白（Lrmp、
Tmem160、Tm4sf4など）を同定した。本研
究では、これらの知見を発展させて、Dclk1
を軸にすえて様々な幹細胞マーカーを複合
的に利用したオミックス解析を展開し、癌幹
細胞の特質に迫ることを考えた。さらに、新
規の癌幹細胞特異的因子を同定し、癌幹細胞
標的治療実現へ向けた具体的な治療シーズ
を得たいと考えた。 
 

２．研究の目的 
本研究では、開始当初に以下の目的を設定し
た。 
（１）腸管における新規の癌幹細胞特異的因
子の網羅的同定： 
Dclk1 をはじめ、Lgr5、Sox9 など複数の幹
細胞マーカーも併用して、マウス腸腫瘍幹細
胞のゲノム、エピゲノム、代謝に関する解析
を追加し、新規の癌幹細胞特異的因子を同定
する。これら包括的な解析によって、大腸癌
幹細胞維持機構の本態に迫るとともに、新た
な大腸癌幹細胞治療のシーズ獲得を目指す。 
（２）胃、膵臓、胆嚢など多臓器での癌幹細
胞特異的因子の検証： 
 胃癌、膵癌、胆嚢癌モデルマウスでリニエ
ージ・トレーシングを行い、癌幹細胞マーカ
ーとしての Dclk1 の臓器特異性を検証する。
そのうえで、上記(1)で得られた新規因子の発
現、意義を多臓器で検討し、臓器横断的な癌
幹細胞特異的因子の検証と獲得を目指す。 
（３）消化器癌を横断する癌幹細胞標的治療
の開発： 
 本研究開始までに得た治療シーズに加え
て、本研究で新しく同定する治療標的候補に
ついて、１）癌スフェロイド３次元培養系を
用いて、Dclk1陽性癌幹細胞特異的に発現す
るキナーゼ、酵素類の阻害実験を行い、核酸
医薬・小分子化合物開発を視野に入れた検討
を行う。２）Dclk1陽性癌幹細胞特異的な細
胞膜表面蛋白を標的とする治療法の効果を
検証し、新規抗体医薬開発へ向けた知見を得
る。 
 これらの研究を通じて、癌幹細胞の本態を
学術的に探求するとともに、新規かつ普遍的
な癌幹細胞標的治療開発へ向けた前臨床的
研究を展開する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の様な研究展開を予定した。 
（１）腸管における新規の癌幹細胞特異的因
子の網羅的同定： 
Dclk1を軸とした複数の幹細胞マーカーを利
用して、癌幹細胞のゲノム、エピゲノム、代
謝に関する解析を行う。 
（２）胃、膵臓、胆嚢など多臓器での癌幹細
胞特異的因子の検証： 
胃癌、膵癌、胆嚢癌モデルで、１）リニエー
ジ・トレーシングにより Dclk1の意義を検証
し、２）新規の癌幹細胞特異的因子の意義を
検討する。 
（３）消化器癌を横断する癌幹細胞標的治療
の開発： 
癌モデルマウス、癌スフェロイド３次元培養
系を用いて、１）キナーゼや酵素、２）細胞
膜表面蛋白など、新規癌幹細胞特異的因子の
治療標的としての可能性を検討する。 
これら（１）〜（３）を同時並行的に展開し、
癌幹細胞標的療法の具体的戦略を探ること
とした。 
 



４．研究成果 
本研究の研究成果を年度別、方法別に記載す
る。 
平成 26年度： 
（１）腸管における新規の癌幹細胞特異的因
子の網羅的同定：  
Dclk1の他、Lgr5など代表的な幹細胞マーカ
ーGFPマウスと ApcMinマウスとを交配し、
Dclk1および他の幹細胞マーカーが高発現し
ている腫瘍および正常組織幹細胞分画を
FACSによって収集した。そのうえで、cDNA
マイクロアレイ解析を行い、Dclk1陽性癌幹
細胞特異的な因子を絞り込んだ。それらの因
子については、免疫染色でも Dclk1との共陽
性を確認したことから、新たな大腸癌幹細胞
特異的マーカーとしての可能性が示唆され
た。 
（２）胃、膵臓、胆嚢など多臓器での癌幹細
胞特異的因子の検証： 
胃癌（K19-Wnt1/C2mE マウス）、膵癌
（Ptf1a-Cre; KrasG12D マウス）、胆嚢癌
（BK5.ErbB2 トランスジェニックマウス）
など各種消化器癌のモデルマウスと、
Dclk1-CreERT2 ノックインマウスとを交配
し、リニエージ・トレーシングによって Dclk1
が癌幹細胞マーカーであるかを検証した。そ
の結果、Dclk1は膵においても腫瘍特異的幹
細胞マーカーであることが示された。また、
DClk1 は胃においても腫瘍幹細胞の一部を
マークすることが示され、Dclk1のより普遍
的な意義が示された。 
（３）消化器癌を横断する癌幹細胞標的治療
の開発： 
Dclk1陽性癌幹細胞に特異的に発現するキナ
ーゼや酵素類について、癌スフェロイド３次
元培養系を用いて、阻害剤等による阻害実験
を行った。その結果、Dclk1陽性細胞に特異
的に発現するキナーゼ類を 2種類同定し、そ
れらの阻害によって、癌スフェロイドの成長
が阻害されることを見いだした。 
平成 27年度： 
（１）腸管における新規の癌幹細胞特異的因
子の網羅的同定： 
癌は TCA 回路以外に、グルタミノリシスや
低酸素環境に適応できる特異な代謝系を持
つ。さらに幹細胞にも特有の代謝系が想定さ
れ、それらが癌幹細胞の治療抵抗性を含めた
特異な性質に寄与している。平成 27年度は、
腸管においてDclk1および他の幹細胞マーカ
ーを用いて癌幹細胞分画をFACSによって収
集した。cDNAマイクロアレイにより、Dclk1
陽性細胞特異的に発現する因子を解析し、脂
質代謝、酸化ストレスを制御する因子等が高
発現していることを見いだした。引き続いて、
薬剤耐性や抗酸化ストレスなどの関連を検
討した。 
（２）胃、膵臓、胆嚢など多臓器での癌幹細
胞特異的因子の検証： 
平成 26 年度に作製した各臓器の癌モデルマ
ウスと iDTRマウスとの交配を進めた。さら

に、平成 26 年度に同定した腸管における癌
幹細胞特異的な因子が、胃、膵臓、胆嚢など
様々な消化器癌モデルマウスでどのような
局在を示すかを免疫染色等で検討し、Dclk1
陽性細胞に発現する諸因子は、消化器臓器横
断的に癌細胞に発現していることを見いだ
した。 
（３）消化器癌を横断する癌幹細胞標的治療
の開発： 
平成 26 年度に引き続き、癌幹細胞に特異的
に発現するキナーゼや酵素類の意義を確認
した。その結果、複数のキナーゼ、および低
分子量 Gタンパク質の阻害によって、ヒト大
腸癌細胞株、および ApcMinマウス腸腫瘍の
増殖抑制が生じることを見いだした。また、
本研究を進める過程で得られた新たな癌幹
細胞特異的な膜表面蛋白候補を絞り込むこ
とにも成功した。 
平成 28年度： 
（１）腸管における新規の癌幹細胞特異的因
子の網羅的同定： 
Dclk1および他の幹細胞マーカーを用いて癌
幹細胞分画を FACSによって収集し、これま
でに同定した脂質代謝、酸化ストレスを制御
する因子の意義を検討した。これにより、抗
酸化ストレスのほか、薬剤耐性のメカニズム
など、癌幹細胞特有の代謝機構にも手掛かり
を得ることができた。 
（２）胃、膵臓、胆嚢など多臓器での癌幹細
胞特異的因子の検証： 
各臓器の癌モデルマウスと iDTRマウスとの
交配を完了し、解析を行った。ジフテリアト
キシンによるDclk1陽性細胞の選択的排除が、
腫瘍退縮をもたらすことを膵臓腫瘍モデル
で検証した。さらに、ヒト胃癌、膵癌、胆嚢
癌などの臨床検体でも、同様にそれら因子の
発現を確認し、マウスとヒトとの整合性を検
証したところ、とくに膵臓において、マウス
とヒトの間で同様のDclk1発現パターンを認
めることができた。 
（３）消化器癌を横断する癌幹細胞標的治療
の開発： 
ヒト大腸癌細胞株、および ApcMinマウス腸
腫瘍の増殖抑制を確認しえた複数のキナー
ゼ、および低分子量 G タンパク質に関して、
活性を阻害する小分子化合物のスクリーニ
ングに取り組むことを企図した。さらに、消
化器癌モデルマウスも用いて、「癌幹細胞特
異的マーカー」を標的とする抗体医薬の可能
性をより広く探ることも目的とした。その結
果、低分子量 Gタンパク質の活性を阻害する
小分子化合物の効果をマウス生体内で検証
し、有意ではないものの、腸腫瘍の減少傾向
を認めた。さらに抗体医薬の標的候補として、
マウスとヒトの間で同様の発現パターンを
認める因子を同定し、それらの阻害により、
一部の腫瘍が退縮する可能性を示すことが
できた。 
 以上、癌幹細胞特異的マーカーDclk1を手
掛かりとしたこれらの研究によって、癌幹細



胞の本態に迫るとともに、具体的な癌分子標
的治療のシーズ発掘および検証を行うこと
ができた。これらの検討により、消化器臓器
における癌幹細胞の本態に迫り、臓器横断的
な「正常組織幹細胞を傷害しない、癌幹細胞
標的治療」の実現を目指す基盤を整備し得た
ものと考える。 
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