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研究成果の概要（和文）：乳がん臨床検体よりの初代培養細胞を用いて、次世代シークエンサーを用いたエクソーム解
析とRNAシークエンス解析を行った。その結果、既知のがん遺伝子、がん抑制遺伝子の変異を確認、さらにがん幹細胞
様細胞の新規分子標的候補が複数得られた。詳細な機能解析により、がん幹細胞を根治する新規分子標的をさらに絞り
込んだ。

研究成果の概要（英文）：We performed exome sequence and RNA sequence by using primary cultured cells 
derived from tumor tissues of breast cancer patients. We analyzed luminal type A, luminal type B and 
triple negative type breast cancer tissues. We found several novel molecular targets in breast cancer 
stem-like cells. Functional analysis of these molecules, we identified promising molecular targets of 
breast cancer stem-like cells.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
 現代の日本人の死因の第一位は癌であり、
癌の克服は差し迫った課題である。特に、乳
癌は近年欧米のみならず日本でも罹患数が
ふえ、女性の癌としてその克服が大きな問題
である。ここ数年、次世代シーケンサーの発
達とともに、ヒト癌組織を用いた網羅的解析
から、癌の真の分子標的足り得る遺伝子に起
こったドライバー変異を探索する研究が、世
界的に行われている(Nat.Rev.Cancer, 12, 
p572, 2012)。しかし、乳がんのドライバー
変異については、際立った成果が得られてい
ないのが現状である。その大きな問題点とし
て、ヒト乳がん組織は間質が多いこと、また
癌組織そのものが不均一であることの二点
が考えられる。 
 ここ数年、「癌幹細胞」が癌根絶の真の治
療標的として、世界的なトピックスとなって
いる(Nat. Cell Biol., 15, p338, 2013; 
Lancet Oncol., 13, e43, 2012)。癌組織は、
癌幹細胞とそこから分裂分化した癌細胞か
らなるという考え方で、乳癌などの固形癌に
おいても、そのような考え方が浸透しつつあ
り、それが癌組織の不均一性の少なくとも一
部を説明していると考えられつつある。癌幹
細胞とそこから分裂した前駆細胞のみの集
団を純化し、その細胞集団のみを用いて解析
すれば、ドライバー変異を見いだしやすいと
考えられる。その方法として、癌細胞の「ス
フェア培養系」が提唱され、世界的に試みら
れている。しかし、特に乳癌において、癌患
者の手術検体そのものを用いた初代スフェ
ア培養は、技術的に難しいとされている 
(Eur. J. Cancer, 48, p2104, 2012)。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、「初代乳癌細胞のスフェア培養」
の系を立ち上げた(PNAS,109, p6584, 2012)。
本研究では、これを用いて、革新的ながん根
治療法につながる分子標的を見いだすこと
を大きな目的とする。次世代シーケンサーを
用いた解析に加えて、先端的バイオインフォ
マティクスも駆使して、ドライバー変異や、
癌幹細胞のアキレス腱やハブとなる鍵分子
を同定する。それら分子の中には、がん根治
療法につながる分子標的候補たりえるもの
が多数あると期待されるので、その評価を
様々な手法によって行う。本培養系を用いた
ドライバー変異診断システムの構築を目指
す。 
 
３．研究の方法 
 乳癌臨床検体の初代スフェア培養を行
い、次世代シーケンサーを用いた解析を行
う。得られた候補のドライバー変異遺伝子、
ハブ遺伝子、アキレス腱遺伝子をコードす
る分子の機能解析を詳細に行う。癌根治の
分子標的候補として、評価、創薬を目指す。 
 

1) 乳癌臨床検体初代スフェア培養の次世
代シーケンサーを用いた解析 

  手術日に博士課程大学院生３名もしく
は中田が、病院から２時間以内の研究室
（東京大学医科学研究所・分子療法分野
もしくは金沢がん研）へ新鮮臨床検体を
氷冷状態で運搬する。東大病院、公立昭
和病院、南町田病院からは、医科研へ搬
送、金大病院からは金沢がん研へ搬送す
る。 
 検体を、酵素などで処理してシングル
セルにし、ビーズ処理により、血球や間
質細胞を取り除き、スフェア培養を行う。
当日シングルセルにするのが困難な場合
は、一旦接着培養させたのちに、数日以
内にスフェア培養に持ち込む。残った組
織は−８０度で凍結保存し、後日、免疫不
全マウスに移植するなどの実験を行う。
十分にスフェアが形成されたところで、
細胞を回収し、RNA、DNA を抽出し、次世
代シーケンサー解析を行う。 
 得られたデータのバイオインフォマテ
ィ ク ス 解 析 は 、 Gene Set Enrichment 
Analysis (GSEA)や Meta-GP などの解析を
追加、駆使して解析する。 
 
2) 乳癌臨床検体初代培養の解析 
 臨床検体は、スフェア培養もしくは接着
培養により、増えることが確認できれば、
数代継代して、シングルセルのストックを
たくさん作る。また、免疫不全マウスの乳
腺皮下部に移植し、xenograft 腫瘍を作ら
せる。 
 
3) 得られた候補のドライバー変異、ハブ

遺伝子、アキレス腱遺伝子の機能解析 
 得られた遺伝子をコードする分子の
cDNA を用いた過剰発現、siRNA や shRNA を
用いたノックダウンを、乳癌細胞株ならび
に、2 で収集した臨床検体乳癌細胞を用い
て 行 う 。 ス フ ェ ア 培 養 、 細 胞 増 殖 、
xenograft 等を用いた実験等、詳細に行う。
癌幹細胞の実験において、臨床検体由来の
癌細胞を用いることは、きわめて重要であ
る。種々の分子生物学、細胞生物学的解析
に加えて、臨床検体のパラフィン切片など
を用いた免疫染色なども用い、癌や正常組
織での発現、予後や病期との関連はじめ、
種々の解析を行う。 
 
４．研究成果 
 ルミナルタイプ A2 例、ルミナルタイプ B6
例、トリプルネガティブタイプ3例について、
解析を行った。核酸を抽出したあと次世代シ
ークエンス解析に供した。 
 現在のところ、ルミナルタイプ A1 例、ル
ミナルタイプ B1 例、トリプルネガティブタ
イプ１例について、エクソームシークエンス
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と RNA シークエンス後、バイオインフォマテ
ィクス解析まですべての解析が一通り終了
している。 
 この３検体については、スフィア培養と接
着培養両方の条件で、解析を行っている。そ
の結果、以下のことがわかった。 
 
(1)RNA シークエンスの結果。 
 GSEA により、スフィア培養と接着培 
養の RNA レベルの違いを解析した。スフィア
培養細胞中で発現している遺伝子群と、接着
培養細胞中に発現している遺伝子群を比較
した。 
ス フ ィ ア 培 養 細 胞 に は 、
Epithelial-mesenchymal transition (EMT)
に関わる遺伝子群や、Oncogene に関わる遺伝
子群がより濃縮していた。これは、スフィア
培養するとがん幹細胞様の細胞がより濃縮
されるというこれまでの結果と一致した。 
 個々の遺伝子発現をみると、スフィア培養
細胞では、Ras, PI3K のような既知のがん遺
伝子の発現が高く、一方、p53, PTEN のよう
ながん抑制遺伝子の発現は低かった。 
 がん幹細胞様の細胞は、接着培養のがん細
胞より、よりがん遺伝子の機能を必要とし、
がん抑制遺伝子の機能は必要としていない
ことが示唆された。   
 
(2)エクソームシークエンスの結果。 
 エクソームシークエンスより、変異のある
遺伝子を解析した。スフィア培養細胞のみで
確認される遺伝子、接着細胞のみで確認され
る遺伝子、両方の培養条件でも確認される遺
伝子が存在し、それぞれ数十ずつあり、分類
された。融合遺伝子も数十同定されたが、ド
ライバー変異の候補は得られなかった。 
 変異が同定された数十の遺伝子について、
prognoscan を用いて多くのがん患者の予後
との関連を調べた。Oncomine を用いて、がん
組織と正常組織の発現レベルについて解析
した。 
 
(3)がん幹細胞の新規分子標的候補の機能解
析 
 スフィア培養のほうで変異が同定された
遺伝子のうち、いくつかを癌幹細胞の分子標
的候補として、機能解析を行っている。候補
としては、prognoscan で予後の悪い患者に多
く発現する分子や、がん組織にはよく発現す
る一方で正常組織の発現が少ない分子であ
る。また、機能的にもがんとの関連が推測さ
れるものの優先順位をあげた。 
 具体的には、市販の抗体を用いて様々な細
胞株や、臨床検体由来の初代培養細胞のライ
セートのウエスタンブロットを行って、発現
を解析した。また、Taqman probe を用いて、
qRT-PCR にて、mRNA の発現量も調べた。 

 shRNA や siRNA を用いてノックダウンを行
い、細胞増殖、スフィア形成、細胞運動、足
場非依存性増殖に対する影響を調べた。正常
細胞としては、HEK293 細胞、MCF10A 細胞を
用いて、ノックダウンにより細胞増殖に大き
な影響がないことを確認した。 
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（日本文 計 6件） 
1.「乳癌の癌幹細胞」 
富永香菜、後藤典子 Surgery Frontier、vol. 
22. P61, 2015. 
 
2.「乳がん幹細胞とニッチの増殖因子シグナル」 
後藤典子 p712 
「がん幹細胞研究の歴史および治療への展望」 
後藤典子、佐谷秀行 p676 
実験医学、vol. 33(5), 2015. 
 
3.「カラー図説：がん幹細胞研究とシステム
生物学」 
後藤典子 がん幹細胞 日本臨床 vol. 
73(5), 2015. 
 
4.「EGF 受容体」「FGF 受容体」「HER2」 
後藤典子 サイトカイン、増殖因子キーワー
ド事典 羊土社 2015 年 3月 
 
5.「がん幹細胞の研究と治療への応用」座談会 
後藤典子 がん分子標的治療 vol. 12(3), 
2014. 
 
6.「がんにおける遺伝子発現ネットワーク解析」 
後藤典子 医学のあゆみ vol. 249(10), 
p1113, 2014. 
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