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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞はがん組織中の特殊な微小環境(癌幹細胞ニッチ)で創出・生存し、がんの
再発を引き起こすと考えられているが、詳細は不明である。本研究では、近年研究代表者らが開発したハイドロ
ゲルによるがん幹細胞へのリプログラミング技術を基盤として、ハイドロゲルに癌幹細胞ニッチの環境を付加す
ることで、がん組織におけるがん幹細胞の誕生・生存機序を解析した。膠芽腫細胞は、血管内皮細胞との直接接
触によりリプログラミングを促進した。また、アストロサイトに接着して優位に増殖し、アストロサイト由来の
分泌蛋白が幹細胞性を増加させた。さらにドラッグスクリーニングにより、膠芽腫幹細胞に対して効果が認めら
れる薬剤を同定した。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells are thought to be created and survive in a special 
microenvironment (cancer stem cell niche) in cancer tissues and cause cancer recurrence; however, 
the details are unknown. In this research, based on the hydrogel-based cancer stem cell 
reprogramming technique that we have recently developed, we created cancer stem cell niches 
utilizing the hydrogel in order to mimic cancer stem cell reprogramming in cancer tissues, and 
analyzed the creation and survival mechanisms of cancer stem cells. Glioblastoma cells promoted 
reprogramming through direct interaction with vascular endothelial cells. In addition, they adhered 
to astrocytes and proliferated dominantly, and secreted proteins derived from astrocytes increased 
stemness of glioblastoma cells. Furthermore, through drug screening, we identified several drugs 
that is effective against glioblastoma stem cells.

研究分野： 実験病理学、がん生物学

キーワード： がん幹細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト膠芽腫細胞では低栄養環境および血管内皮細胞との直接接触がリプログラミングを促進した。膠芽腫では特
徴的な微小血管増生や糸球体様血管束が認められ、その周囲ではpalisading necrosis(低酸素、低栄養環境)が
認められることから、癌幹細胞が生成・生存しやすい環境が整っていることが示唆された。また、アストロサイ
ト由来の分泌蛋白が幹細胞性を増加させたことから、脳に存在する支持細胞が至適な環境下で腫瘍の幹細胞性を
誘導し、がん幹細胞の生存に有利に機能していることが示唆された。膠芽腫幹細胞に対して効果が認められた薬
剤は、高悪性度の膠芽腫に対して生命予後を改善できる可能性があると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 1980 年以降 40 年に渡り、我が国の死亡原因の第一位はがんである。年間 130 万人が死亡する
中で、がんによる死亡者は 37 万人を超える。がんの根治の障害となっているのはがんの再発で
あり、がん治療に耐性を示すがん幹細胞が生き残ることが原因である。がんの根絶には、がん組
織におけるがん幹細胞の誕生・生存機構の解明が必須であるが、がん幹細胞が微量なことに加え
て、従来のポリスチレン培養ディッシュ上でのがん細胞単独培養法は生体内のがん組織環境と
大きく乖離しており、真の解明に至っていない。  

2012 年に京都大学 iPS 研究所の山中伸弥博士が、成熟分化した細胞を多能性幹細胞へと初期
化できることを発見した功績によりノーベル生理学・医学賞を受賞したのは記憶に新しい。山中
教授の研究グループは、4 種類の遺伝子を皮膚の線維芽細胞に導入することにより、様々な体細
胞に分化可能な多能性とほぼ無限の増殖能力を有する「人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の作製に
成功した（Cell 126, 663-676, 2006; Cell 131, 861-872, 2007）。iPS 細胞の作製は、一度分化した体
の細胞を未分化の状態に戻すという「細胞核の初期化（リプログラミング）」に関する画期的な
発見である（Nature 465, 704-712, 2010）。一方、がん組織においても 1998 年に白血病においてが
ん幹細胞の存在が明らかになり、正常の造血幹細胞が突然変異を受けることによりがん幹細胞
となる内因性モデルが提唱された。がん幹細胞は自己複製能と多分化能を持ち、治療抵抗性を示
して再発の原因となる（Nature 414, 105-111, 2001）。一方、がん細胞とがん微小環境との相互作
用によって不均一な性質を有するがん幹細胞が生成される外因性モデルも存在するが（Science 
324, 1670-1673, 2009）、その詳細は不明な点が多く、がんの再発を回避しがんの根治を目指す上
で解明すべき喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは近年、シート状の高強度ダブルネットワークハイドロゲル（DN ゲル）上にがん細
胞を播種すると、24 時間以内に迅速にがん幹細胞が誘導されるリプログラミング（初期化）現
象を見出した（Nature Biomed. Eng.,5, 914-925, 2021）。これは遺伝子導入を介さずに、高機能ハ
イドロゲルのみでがん細胞のリプログラミング（分化したがん細胞を未分化ながん幹細胞へ戻
す現象）を制御可能とした画期的な新発見である（特許日本 JP2017-028833; 国際
PCT/JP2018/005884; 米国 US16/487,247）。当該技術を基盤として、本研究ではこれまで未開の領
域であったがん組織におけるがん幹細胞の誕生・生存機序の解明を目指す。ハイドロゲルの条件
を最適化することにより生体内のがん組織を再現し、がん組織を構成する多種細胞間の時空間
的相互作用、およびがん幹細胞が誕生・生存・形質転換（不均一性の獲得）する動的分子機構を
解明する。これらの知見を統合し、最終的にはがん幹細胞を根絶し得る治療標的分子を同定し、
がん制圧に向けた基盤の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）合成高分子ポーラスゲルを用いた3次元がん組織モデルの最適化 
生体内がん組織を再現するため、各がん組織の硬さ（弾性率）を有しつつ柔軟性に富み、且つ

臓器特有の配向構造を有する合成高分子ポーラスゲルを創出する。さらに、各がん組織特有の細
胞外基質を吸着させて、がん細胞との親和性が高い 3 次元がん組織モデルを構築する。 
研究分担者の野々山は、近年、高強度ダブルネットワークゲルの作製技術と多孔質ゲルを得る

凍結重合法を組み合わせて高強度多孔質（ポーラス）ゲルの作製に成功した（Chem. Mater., 32, 
8576-8586, 2020）。ポーラスゲルは高強度を保つため、最初にアニオン性高分子 NaAMPS を重合
し、続いて中性高分子 Aam で重合する。この実績に基づき、本研究では下記を実施する。 
① 生命予後の不良な膵臓がん、脳腫瘍、肉腫に焦点を当て、各がん組織の硬さ（弾性率）を模

倣し、さらに各組織独自の細胞外基質を吸着させ、各がん細胞に親和性の高いポーラスゲ
ルを創出する。これを 3 次元がん組織モデルとする。 

② 高度な配向構造を持つ肝臓や脳を模倣するために、一方向からの凍結によって氷の成長方
向を制御するフリーズキャスティング法を用いた凍結重合法により、配向した細孔構造を
有するポーラスゲルの創製を行う。 

 
（２）3 次元がん組織モデルにおける多種細胞間の時空間的相互作用の解明 
上記（1）で構築した 3 次元がん組織モデルを用いて、がん組織を構成する多種細胞間でネッ

トワークを形成させ、がんの進展に伴う時空間的相互作用の動態を解析する。 
① 遺伝子導入により異なる波長の蛍光蛋白質で標識したがん細胞、血管内皮細胞、アストロ

サイト、線維芽細胞、および免疫細胞を 3 次元がん組織モデルで共培養し、蛍光多重バイ
オイメージングを用いて、がんの進展に伴って変化する異種細胞間相互作用の動態を時空
間的に解明する。がん細胞は tdTomato（励起 554 nm, 蛍光 581 nm）の遺伝子導入により蛍
光標識し、遺伝子導入が困難な細胞については PKH26（励起 551 nm, 蛍光 567 nm）で標識
する。 



② 異種細胞間や細胞基質間の相互作用により発生する mechanical force に応答するメカノセン
サーを同定するため、幹細胞性、低酸素、治療抵抗性との関連性が報告されているカルシウ
ムチャネル Piezo や TRP について（Cell Calcium, 2019）、shRNA ノックダウン手法と Fluo4
（励起 495 nm, 蛍光 518 nm）Ca2+プローブを用いたカルシウムイメージングにより解明す
る。 

③ がん組織内における各細胞内の活性化シグナルを解析するには、共培養後に蛍光ラベルを
目印に FACS で各細胞を sorting（分取）後に、マイクロアレイ解析で網羅的に解析し、Real-
time PCR や Western blotting によって定量的解析を行う。 

④ がん組織内に分泌された蛋白質については、共培養後のポーラスゲルから細胞を除去後に
ゲルから蛋白質を抽出し、TOF-MS によって同定する。蛋白質がどの細胞から分泌されたか
を調べるために、各細胞において目的蛋白質をノックダウン後に再度共培養して同定する。 

 
（３）3 次元がん組織モデルでのがん幹細胞の誕生・生存維持・形質転換（不均一性獲得）過程
の時空間的解明 
生体内においてがん幹細胞はがん微小環境との相互作用によって誕生し、血管近傍や免疫細胞
との接触領域、低酸素環境に存在し、各環境（ニッシェ）によって異なる性質を有する（不均一
性）と考えられているが（J Clin Invest 2017:127;415-426）、その時空間的な動態は不明である。本
研究では、がん細胞に Sox2 プロモーター下でドライブされる GFP（緑色蛍光蛋白質）遺伝子を
導入し、3 次元がん組織モデルの中で培養し、間質細胞との相互作用によりがん細胞からがん幹
細胞にリプログラミングする動態を時空間情報と共に解析する。さらに、3 次元がん組織モデル
に力学負荷（メカノストレス）と培地循環を加えることで三次元動的細胞培養法を構築し、より
生体内のがん組織に近い環境下でのがん幹細胞の誕生機序に迫る。 
 
（４）3 次元がん組織モデルにおけるがん幹細胞標的治療薬の同定 
① 研究代表者らが所属する北大院医腫瘍病理学教室が診断し保管する臨床検体（がん組織）

を用いて、上記で明らかとなったがん幹細胞の誕生・生存に重要な分子について免疫組織
化学染色によって発現を確認する。 

② 北大薬学研究院創薬科学研究教育センターが保有する薬剤ライブラリーMCE383（383 化合
物）を入手済みであり、これらを活用してドラッグスクリーニングを行う。がん幹細胞の誕
生・生存機構を標的とした次世代型のがん個別化医療の基盤技術を構築する。 

 
４．研究成果 
（１）合成高分子ポーラスゲルを用いた 3 次元がん組織モデルの最適化 
組織への浸潤能力が高く、高頻度に再発を引き起こす肉腫の生体内環境を模倣するために、高

強度 DN ゲルの作製技術と多孔質ゲルを得る凍結重合法を組み合わせて、高強度多孔質（ポーラ
ス）ゲルを作製した。ポーラスゲルは、1st モノマーにアニオン性高分子 NaAMPS を用い、2nd
モノマーに中性高分子 AAm を用いた。筋組織を模倣するため、細胞外基質としてフィブロネク
チンを吸着後、GFP でラベルした筋芽細胞を播種し、細胞の接着や長期生存を検討した。AAm
の濃度を変化させることでポーラスサイズを調整し、さらに細胞の播種方法を改善することに
より、ポーラスゲルの深部まで細胞が伸展・増殖可能となるよう 3 次元組織モデルを最適化し
た。このポーラスゲルをマウス後脚の筋肉内に埋植すると、1 週間以内に宿主細胞がゲル内に侵
入して組織を復元し、組織適合性があることを確認した。一方、氷の成長方向を制御するフリー
ズキャスティング法を用いた凍結重合法により、筋組織を模倣した高度な配向構造を有するポ
ーラスゲルの創製に成功した。 
上記のように、生体内がん組織を再現するため、組織の硬さ（弾性率）を有しつつ柔軟性に富

み、且つ臓器特有の配向構造を有する合成高分子ポーラスゲルの創出に成功した。さらに、組織
特有の細胞外基質を吸着させて、がん細胞との親和性が高い 3 次元組織モデルを構築した。当該
高強度ポーラスゲルを用いた 3 次元がん組織モデルの創出は、本研究の目的実現のために必須
のものである。 
 
（２）3 次元がん組織モデルにおける多種細胞間の時空間的相互作用の解明 
上記（１）で述べた 3 次元がん組織モデルを用いて、がん組織を構成する多種細胞間でネットワ
ークを形成させ、がんの進展に伴う時空間的相互作用の動態を解析する。  
① 各種がん細胞を tdTomato 安定遺伝子導入により蛍光標識した。間質細胞として血管内皮細

胞HUVEC、脳組織の支持細胞としてアストロサイトを PKH26（励起 551 nm, 蛍光 567 nm）、
あるいは PKH67 で蛍光ラベルした。これらの標識細胞を最適化ゲルで培養し、異種細胞間
相互作用や生存・増殖に与える影響を検討した。蛍光多重バイオイメージングにより、膠芽
腫細胞は血管内皮細胞との共培養により重層・凝集傾向が認められ、アストロサイトとの
共培養では、アストロサイトの周囲に膠芽腫細胞が接着し、増殖する形態が認められた。 

② 異種細胞間や細胞基質間の相互作用により発生する mechanical force に応答するメカノセン
サーを同定するため、幹細胞性、低酸素、治療抵抗性との関連性が報告されているカルシウ
ムチャネルの影響を、Fluo4（励起 495 nm, 蛍光 518 nm）Ca2+プローブを用いたカルシウム
イメージングにより解明した。がん細胞において、最適化ゲル特異的にカルシウムのオシ



レーションが観測された。 
③ がん組織内における各細胞内の活性化シグナルを解析するために、共培養した細胞から

Real-time PCR により定量的 mRNA 発現解析を実施した。膠芽腫細胞は血管内皮細胞との共
培養により、細胞の重層・凝集傾向が認められ、単独培養に比べて幹細胞マーカーの発現量
が増加した。アストロサイトとの共培養では、アストロサイトに接着して膠芽腫細胞が増
殖する様子が確認され、幹細胞マーカーのさらなる発現上昇が認められた。 

 
（３）3 次元がん組織モデルでのがん幹細胞の誕生・生存維持・形質転換（不均一性獲得）過程
の時空間的解明 
ハイドロゲルに癌幹細胞ニッチの環境を付加することで、癌幹細胞が生成・生存する効率につい
て解析した。ヒト膠芽腫細胞は、低酸素模倣環境下では幹細胞マーカーの発現量が変化しなかっ
た一方、低栄養模倣環境下では細胞が凝集し幹細胞マーカーの発現量が上昇したことから、低酸
素下よりも低栄養環境によってリプログラミングが促進される可能性が示唆された。また、膠芽
腫細胞は血管内皮細胞由来分泌蛋白影響下では細胞形態、幹細胞マーカー発現 量共に変化が見
られなかったが、血管内皮細胞との共培養では細胞に重層・凝集傾向が認められ幹細胞マーカー
発現量も増加したことから、膠芽腫の peri-vascular（傍血管）niche では、血管内皮細胞との直接
接触がリプログラミングを促進している可能性が示唆された。 
 
（４）3 次元がん組織モデルにおけるがん幹細胞標的治療薬の同定 
最適化したハイドロゲル上でがん細胞を培養し、がん幹細胞化した後に北大薬学研究院創薬

科学研究教育センターが保有する薬剤ライブラリーMCE383（383 化合物）、さらには Cambridge 
Cancer Compound Library (L2300、Selleck 社)を用いてドラッグスクリーニングを実施した。複数
種類のヒト膠芽腫細胞に対して、共通して細胞の生存率を低下させる化合物を３種類同定する
ことに成功した。 

 
上記の知見を統合し、ヒト膠芽腫細胞では特に、低栄養環境および血管内皮細胞との直接接触

がリプログラミングを促進する可能性が示唆された。膠芽腫では特徴的な微小血管増生や糸球
体様血管束が認められ、その周囲では palisading necrosis（低酸素、低栄養環境）が認められるこ
とから、癌幹細胞が生成・生存しやすい環境が整っていることが示唆される。今後さらに、in vivo
生体内においてがん幹細胞を根絶し得る治療標的薬剤の効果を検討し、がん制圧に向けた治療
方針の基盤を構築する。 
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オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Tamura Tomokazu、Irie Takashi、Deguchi Sayaka、Yajima Hisano、Tsuda Masumi、(他34名) 15

 １．著者名

10.1038/s41598-023-50138-9

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Structure-changeable luminescent Eu(III) complex as a human cancer grade probing system for
brain tumor diagnosis

Scientific Reports -

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Wang Mengfei、Kono Masaya、Yamaguchi Yusaku、Islam Jahidul、Shoji Sunao、Kitagawa Yuichi、
Fushimi Koji、Watanabe Sora、Matsuba Go、Yamamoto Akihisa、Tanaka Motomu、Tsuda Masumi、Tanaka
Shinya、Hasegawa Yasuchika

14



〔学会発表〕　計10件（うち招待講演　3件／うち国際学会　2件）

2022年

2022年

2022年

2022年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第81回日本癌学会学術総会（招待講演）

第111回日本病理学会総会

第26回日本がん分子標的治療学会学術集会

第81回日本癌学会学術総会
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 ３．学会等名
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津田真寿美、王磊、田中伸哉

Masumi Tsuda, Michio Tani, Jun Suzuka, Lei Wang, Akinobu Taketomi, Shinya Tanaka

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

Analysis of cancer stem cells at invasive front niche

RNA制御分子CNOT4およびEXOSC3を介したMYD88の発現亢進は大腸癌の発生母地となる

肺癌における新規作用機序チロシンキナーゼ阻害剤の解析

Identification of novel LCSCs marker CMKLR1 via reprogramming by Double-Network hydrogel

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

Masumi Tsuda, Shinya Tanaka
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2021年
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 ２．発表標題

 ２．発表標題
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Understanding of novel biological phenomena in cancer and immunology research（招待講演）（国際学会）

12th AACR-JCA Joint Conference: Breakthroughs in Cancer Research: Translating Knowledge into Practice（国際学会）

第25回日本がん分子標的治療学会学術集会

第80回日本癌学会学術総会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Masumi Tsuda

Masumi Tsuda, Jun Suzuka, Yoshitaka Oda, Lei Wang, Yusuke Saito, Jian Ping Gong, Shinya Tanaka

津田真寿美、鈴鹿淳、王磊、田中伸哉

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

津田真寿美, 王磊, 平野聡, 浅香正博, 田中伸哉

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Research development and medical application of cancer stem cells using high-functioning hydrogel

Analysis of cancer stem cells with invasive capacity by Hydrogel-Activated Reprogramming (HARP) phenomenon using PNaSS
hydrogel

高分子ハイドロゲルによるリプログラミングを利用した癌幹細胞標的治療薬の同定

大腸正常粘膜においてRNA制御分子CNOT4およびEXOSC3を介したMYD88の発現亢進は大腸癌の発生に関与する
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分
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北海道大学細胞培養器、細胞培養キット、および細胞培養方法

 産業財産権の種類、番号

第113回日本病理学会総会（招待講演）

 ２．発表標題

 ３．学会等名

第112回日本病理学会総会

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

津田真寿美、王磊、小田義崇、谷川聖、種井善一、田中伸哉
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 １．発表者名
津田真寿美

 ３．学会等名

 ２．発表標題
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