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研究成果の概要（和文）：プロテアソーム非依存性の蛍光標識によってヒト癌幹細胞を可視化し、特異的阻害剤の同定
により抗癌剤との併用効果を証明し(Gastroenterology 2012)、転移ニッチ形成における特異的マクロファージ集簇の
意義を解明した(Hepatology 2013)。さらに同システムのトランスジェニックマウスの作成により発癌メカニズムの解
明を進めている。
また癌幹細胞の細胞周期静止期にある生物学的特徴を明らかにするため、生体イメージングによる癌幹細胞可視化を行
い、G0G1期とG2M期を分けて可視化した。特にG0G1期は治療抵抗性、G2M期は転移浸潤と深く関係することを見出し、革
新的医療の基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：Based on the proteasome-independent potentials, human cancer stem cells (CSCs) 
were visualized and isolated to identify the specific inhibitor combined with conventional anti-cancer 
drugs. CSCs facilitated metastatic activities with niche formation by recruitment of macrophages in vivo. 
Additionally, we synthesized the transgenic mice with monitoring of the proteasome activity to reveal in 
vivo mechanisms of stemness and carcinogenesis of various malignancies including pancreatic cancer.
To characterize the biological significance of the cell cycle phases in CSCs, we used the visualizing 
system by ‘fluorescence ubiquitin-based cell cycle indicator’ (Fucci). This system allowed the G2M 
phase as green whereas G1 phase as red colors. We were able to identify therapy-resistant CSCs in G1 
phase, although cell mobility and invasion linked with G2M phase. Several genes were characterized and 
focused on the novel therapeutic targets.
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１．研究開始当初の背景 
固形癌における癌幹細胞の動態や局在には
不明な部分が多く、生体内での幹細胞性の維
持機構やニッチ微小環境の研究に大きな妨
げとなっている。田中は ヒトの難治性癌の
研究により癌幹細胞がプロテアソーム活性
に非依存性であることを見出している。さら
に森・石井は ヒト癌組織から癌幹細胞を特
異的抗原発現パターンにより純化し、細胞周
期の特徴を同定している。以上の成果を踏ま
え、癌幹細胞の可視化によって制御メカニズ
ムとニッチ微小環境を解明し、癌幹細胞と転
移制御に基づいた研究基盤を構築すること
が本研究の課題である。 
 
２．研究の目的 
癌幹細胞の生物学的特徴と生体内動態を解
析するため、田中はプロテアソーム活性の可
視化、森・石井は細胞周期の可視化に基づき、
消化器癌幹細胞の分子的機序と生体内動態
を解明し、創薬展開を図ることが目的である。
生体イメージングにより新規治療標的を探
索し、試験管内及び動物個体の解析によって
生物学的意義を明らかにする。さらに消化器
癌の臨床検体を用いた検証を加え、先端的治
療開発へと展開する。 
 
３．研究の方法 
田中は非ユビキチン化プロテアソーム標的
配列 ODC -Degron モチーフと蛍光蛋白
ZsGreen の融合遺伝子をレトロウイルスベク
ターに搭載し(Degron システム)、ヒト消化器
癌に内在する幹細胞分画の可視化によって、
幹細胞性、薬剤感受性、転移ニッチを解析し
た。さらに Degron-ZsGreen を導入したトラ
ンスジェニックマウス（Degron マウス）を作
成し、発癌メカニズムの解析を進めた。 
森・石井は細胞周期を２色の蛍光プローブ
（G1 期-赤、S/G2/M 期-緑）でリアルタイムに可
視化する Fucci (Fluorescent Ubiquitination- 
based Cell Cycle Indicator)をヒト大腸癌細胞株
に遺伝子導入し、マウス皮下に移植して二光子
顕微鏡を用いて、癌細胞の挙動を時空間的に
撮影した。cDNA マイクロアレイを行い細胞周
期と可動性に関連ある分子を探索し、大腸癌
切除標本を用いて臨床病理学的解析を行っ
た。遺伝子機能を解析し、低分子化合物や核
酸医薬を用いて研究を進めた。 
 
４．研究成果 
田中は Degronシステムによる(1)膵癌幹細胞、
(2)肝癌幹細胞の可視化に基づいた解析を行
い、さらに(3)Degron マウスの作成によって
発癌メカニズムの解明を進めた。 
(1)ヒト膵癌幹細胞の可視化解析 

ヒト膵癌の臨床検体および培養
細胞の癌幹細胞をDegronシステ
ムにより可視化した結果、非対
称性分裂やスフェア形成プロセ
スに加え、抗癌剤耐性をリアル 

タイムに視覚化することに成功した。細胞イ
メージングを用いて特異的阻害剤をスクリ
ーニングし (特願 2012-227496；左図)、抗癌
剤との併用効果を可視化して in vitro 及び
in vivo の根治的治療を証明した(Adikrisna, 
Tanaka et al. Gastroenterology 2012)。 
さらに可視化膵癌幹細胞が極めて高度の肝
転移能を呈し、転移腫瘍内での特異的局在を
見出し、その転移促進分子の同定とヒストン
修飾による制御メカニズムを解析中である。 
(2)ヒト肝癌幹細胞の可視化解析 
ヒト肝細胞癌から Degron システムによって
可視化癌幹細胞を抽出し、低酸素親和性が高
いこと、活性酸素種濃度が低いことを明らか
にした。肝癌
幹細胞は高い
腹腔転移能を
示し、転移ニ
ッチ形成にお
ける特異的マ
クロファージ
集簇を見出した。さらに癌幹細胞の遺伝子シ
グネチャーが術後再発の有意な予測因子と
なることを明らかにした(Muramatsu, Tanaka 
et al. Hepatology 2013)。 
また難治性肝細胞癌の特異的バイオマーカ
ーとして幹細胞分子EpCAMを同定し(Murakata, 
Tanaka et al. Ann Surg 2011)、EpCAM 阻害剤が
肝癌幹細胞を特異的に抑制すること、抗癌剤
との併用療法が極めて有効なことを証明した
(Ogawa, Tanaka et al. Ann Surg Oncol 2014; 
米国特許出願)。 

(3)Degron マウスによる膵発癌解析 
Degron マウスを用いて解析した結果、膵の
acinar to ductal metaplasia (ADM)によっ
て一過性に幹細胞性が変化し、KRAS シグナル
が一時的に亢進することを見出した。次に膵
特 異 的 KRAS 変 異 マ ウ ス Pdx-1-Cre ：
LSL-KrasG12D と掛け合わせて解析を進めた。
KRAS変異マウスではADMによる幹細胞性変化
が持続した結果、膵癌前駆病変を生じること
を明らかにした。以上により膵発癌における
幹細胞性変化と KRAS シグナルの重要性を明
確にし、その持続性が発癌を惹起するという
新規メカニズムを解明した（投稿中）。 

(4)細胞周期可視化による癌幹細胞解析 
森・石井は、Fucci を用いた生体イメージン
グによる癌幹細胞可視化を行った。 
①S/G2/M 期 Fucci のシステムを用いて DNA
合成期にある細胞を緑色で可視化した。網羅
的遺伝子発現解析により、RhoGEF タンパク
RhoGAP11A を同定した。この機能は細胞内骨
格の改変から細胞の動きをリンクする蛋白
質であった。RhoGAP11A は消化器癌で重要な
役割を果たし、大腸癌のステージ進行にとも
ない発現が変化した。核酸医薬品を用いて治
療介入実験を行った。難治性消化器癌の根絶
に向けて新たな技術を構築した。 
②G1期 Fucciのシステムを用いて細胞周期
静止期にある細胞を赤色に可視化して、遺伝



子を網羅的発現解析で研究した。その結果、
サイクリンタンパク質のユビキチン化に関
わる新たなタンパク質を同定した。この機能
により細胞周期静止期にある癌幹細胞の生
物学的挙動が決定され、悪性形質と密接な関
係があった。標的遺伝子を POC に据えた新た
な創薬展開のための基盤を構築した。Fucci
システムを用いて新たな細胞応答機構とし
てインターフェロン応答の下流を明らかに
することができ、難治性消化器癌の癌幹細胞
の根絶に向けた新たな技術を構築した。 
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