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研究成果の概要（和文）：がん組織は非常に不均一であるため、細胞群を1細胞に分離して解析することが重要
である。本研究では乳がん臨床検体からがん幹細胞を高密度に濃縮できる申請者独自の手法と、転写産物を正確
に網羅的に解析する最新の技術を用いて、がん幹細胞から分化がん細胞へ至るヒエラルキーの解明を目指した。
その結果、分化がん細胞集団に比較し、がん幹細胞集団は、遺伝子発現パターンのばたつきが大きく、がん幹細
胞から前駆細胞へ至って遺伝子発現が大きくかわるヒエラルキーの存在が示唆された。その中から、鍵分子候補
を同定し、qPCRで発現確認し、がん幹細胞の維持とヒエラルキーの形成に重要な役割を果たすことが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Cancer tissues are composed of very heterogenous cell populations, including
 cancer stem cells, progenitor cancer cells and differentiated cancer cells. It is thus important to
 clarify the characteristics of each cell type at single cell levels. The aim of this study to 
clarify the molecular mechanisms how cancer stem cells are maintained in the caner stem cell niche 
by analyzing transcriptome at single cell levels. We have clarified the semaphorin-neuropilin (NP) 
signal plays critical roles for breast cancer stem cells. We sorted NP-positive and control 
NP-negative cell population derived from breast cancer patient samples and analyzed transcriptome at
 single cell levels by using the cutting-edge technologies. We found that NP-positive cell 
population show strong variance in mRNA expression patterns than NP-negative cell population. These 
findings suggest that NP-positive cells are composed of more heterogenous cell populations with 
clear hierarchy than NP-negative cells. 

研究分野：分子病態学
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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がんであり、
がんの克服は差し迫った課題である。特に、
乳がんは、欧米のみならず日本でも罹患数が
ふえており、大きな問題になっている。近年、
「がん幹細胞」ががん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)。従来、がん組織は、増殖能力の異常
に亢進したがん細胞が、モノクローナルに増
殖した結果でき上がった病的な組織である
と信じられていた。一方、近年の幹細胞生物
学の発展により、乳腺を始めとする正常組織
は、ごく少数の組織幹細胞を頂点としたヒエ
ラルキーを持った細胞集団から構成される
ことが明らかになってきた。その中では、組
織幹細胞が自己複製しつつ分化し、その娘細
胞である前駆細胞やさらに分化した娘細胞
が増殖と分化を繰り返している。「がん幹細
胞説」の考え方に従えば、がん組織も、この
正常組織のもつ性質を継承しており、ヒエラ
ルキーの頂点にある親玉がん幹細胞と、そこ
から派生するがん前駆細胞、さらに分化した
がん細胞少数のがん幹細胞を頂点としたヒ
エラルキーを持った細胞集団が、がん組織を
形作っていることになる。 
 世界中でこのがん幹細胞説の検証が行われ、
今では、がん幹細胞はがんの本態として信じ
られつつある。がん幹細胞こそが、がん根絶
の治療標的であるため、世界中でがん幹細胞
の同定を目的とし、様々な表面マーカーの探
索を始めとする研究が行われてきた。しかし、
報告されている表面マーカーのどれを使っ
ても、がん幹細胞は濃縮するにとどまり、純
化できたという報告はない。しかも、ごく最
近、分化したがん細胞が、先祖帰りしてがん
幹細胞化したり、その逆もおこるということ
もわかってきて、がん組織を構成するがん細
胞の強い「可塑性」もわかってきた(Nature, 501, 
p328, 2013)。このように、がん組織は非常に不
均一な細胞集団であり、がんの進展とともに
個々のがん細胞の性質も大きく変化しうる。 
 このがん組織の高度な不均一性の分子機構
を解くには、１細胞という最小単位で解析す
ることが重要である。ここ数年で、１細胞に
分離した細胞中の転写産物を網羅的に測定
するための技術開発が進んでいる。分担研究
者の岡本は、いち早くこの技術の導入を図り、
がん組織の解析に役立てている。海外共同研
究者の Nilsson は、組織切片上で、網羅的に
転写産物を測定する技術(in situ RNAシーケ
ンス)を世界に先駆けて開発し、報告している
（Nat Methods, 10, p857, 2013）。このような背景
のもと、技術基盤が整備されつつある。しか
し、論文としての報告は、まだ世界的にも見
当たらない。 
２．研究の目的 
乳がん臨床検体からがん幹細胞を高密度に
濃縮できる独創的な手法を用いて、細胞群を
１細胞に分離し、1 細胞内に発現する転写産

物を網羅的に定量測定する。また、同じ症例
由来の乳がん PDX のがん組織切片上、１細胞
にできるだけ近い最小単位内に発現する転
写産物を、in situ RNA シーケンス法を用い
て、網羅的に定量測定する。 
 新規バイオインフォマティクスを用いた統
合解析により、ヒエラルキーの頂点にある親
玉がん幹細胞とがん前駆細胞、さらに分化し
たがん細胞へと派生する細胞系譜を、がん組
織切片内の位置情報とともに明らかにし、が
ん組織の不均一性の本態を分子レベルで解
明する。さらに、がん幹細胞維持と不均一性
の鍵となる分子を同定する。 
 これら鍵分子について、がん幹細胞の真の
マーカーとなりうるか検討するとともに、詳
細な機能解析を行って、がん根治の分子標的
となりうるか等の評価を様々な角度から行
う。 
３．研究の方法 
1. 乳がん臨床検体由来スフィア培養細胞を
用いた、がん幹細胞高密度濃縮分画の網
羅的遺伝子発現解析 
乳がんの中でも、トリプルネガティブタイ
プ（エストロゲン受容体陰性、プロゲステロ
ン受容体陰性、HER2陰性）は、手術後の再発
率が高く、抗がん剤治療に対する反応性も鈍
く、予後が悪い(Ann Oncol, 24, p2206, 2013)。再
発を抑え、抗がん剤の治療効果を改善するに
は、ヒエラルキーのトップにいるがん幹細胞
を死滅させられる分子標的を同定する必要
がある。 
 スフィア培養と PDX 両方がそろっている検
体を 3 例用いる（既に収集ずみ）。スフィア
培養させたのち IGF1R 及び CD24CD44 でソー
ティングを行い、IGFR1highCD24lowCD44high(がん
幹細胞高密度濃縮群)、IGRR1low CD24highCD44low

に分離する。それぞれの細胞群から RNAを取
り出し、１細胞の微量 RNAシーケンスを行う。
得られた遺伝子発現情報を用いて、がん幹細
胞高密度濃縮群の細胞内で活性化している
パスウエイもしくはコントロール群の細胞
内でより活性化しているパスウエイを明ら
かにする。 
2. 乳がんの PDX 由来がん組織切片を用いた、
最小単位 in situ RNA シーケンスによる
48個の鍵分子候補の遺伝子発現の定量測
定と、そのデータを基盤にした統合解析 
海外共同研究者：Nilsson、ストックホル
ム大学 
がん組織凍結切片の連続切片を用いて、In 

situ RNAシーケンスを行う(Nat Methods, 10, p857, 
2013)。この論文の責任著者である Nilssonも海
外共同研究者として、本プロジェクトに積極
的に参画し、最小単位として、1 細胞の解像
度を得る事を目指し、本手法の改善を試みる。
遺伝子発現情報と、いくつかの蛋白発現、病
理形態の情報も組み合わせて、解析する。す
べてのデータを統合させ、組織切片上で、ヒ
エラルキーの頂点のがん幹細胞から、がん前



駆細胞、そしてより下層のがん細胞へと分化
していく過程の細胞系譜を視覚化する。 
3. 乳がん臨床検体スフィア培養ならびに
PDX 可能な細胞の収集臨床検体の供与： 
研究協力者：多田敬一郎[東京大学医学部
附属病院・乳腺内分泌外科・准教授] 
            井口雅史[金沢大学附属病
院・乳腺外科・助教] 
手術日に病院から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
もしくは金沢大学・がん進展制御研究所）
へ新鮮臨床検体を氷冷状態で運搬する。
東大病院からは、医科研へ搬送、金大病
院からは金沢がん研へ搬送し、一旦接着
培養させたのち、スフィア培養を行う。
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して PDX を作製す
る。すでに、トリプルネガティブタイプ
含め、他のサブタイプの乳がんのカタロ
グ化が進んでいる。検体の収集、保管に
ついて、東條との連携のもとに行う。 鍵
分子の機能評価のため、収集を続ける。
ルミナルタイプ A、ルミナルタイプ B、
HER2 陽性、トリプルネガティブタイプ
各々３0 検体ずつを目指す。  
４．研究成果 
（１）申請者が収集している PDX 由来がん
細胞をスフェロイド培養、もしくは分化した
細胞がふえやすい血清を入れた条件で接着
培養 して、ゲノム DNAを抽出し、エクソー
ムシークエンスを行った。その結果、スフェ
ロイド培養細胞と、接着培養した細胞内から、
それぞれに~200 に及ぶ異なる種類の遺伝子
変異が検出された。例えば、スフェロイド培
養細胞内には、薬剤抵抗性に関わる遺伝子に
変異が認められ、接着培養した細胞内には細
胞周期に関わる遺伝子に変異が見られた(後
藤、鈴木、未発表)。このように、PDX 由来
がん細胞集団には、がん患者体内のがん組織
に存在したと考えられる遺伝子変異の
intratumoral heterogeneityが保たれているこ
とが確認された。 
（２）本研究開始後、新たな乳がん幹細胞マ
ーカーとして Neuropilin1 (NP1)を見出した。
NP1は非常にがん幹細胞特異的であり、申請
時に計画していた IGF1R, CD24, CD44の三
つに対する抗体を用いて分画するよりも、簡
便にがん幹細胞を濃縮できることがわかっ
た。 
 NP1は、元々神経軸索反発因子であること
がよく知られている、セマフォリンをリガン
ドとする受容体であり、セマフォリンが NP1
に結合すると、細胞内シグナル伝達分子の
MICAL3 が活性化、CRMP2 と複合体を形成
する。その後、CRMP2は Numbと結合する
ことにより、がん幹細胞の対称性分裂を引き
起こすことが明らかになった（特許出願）。 
（３）（２）を受けて、本研究は NP1抗体を
用いてがん幹細胞を濃縮し、１細胞の解析を

行った。具体的には、トリプルネガティブタ
イプ乳がん臨床検体のうち、スフィア培養と
PDX の両方がそろっている２検体を使用し
た。申請時には、1000細胞までの RNAシー
クエンスを行ったのち、遺伝子数を絞り込ん
でqPCRによる発現レベルの測定をする予定
であった。しかし本研究開始後、１細胞まで
の微量 RNA シークエンスにより、約１万の
遺伝子発現をかなり正確に網羅的に解析す
ることが、技術レベルの格段の進歩により可
能になった。そこで、本研究では qPCRのス
テップを踏む事なく、１細胞の網羅的 RNA
シークエンスを行うこととした。 
（４）乳がん PDX モデル２検体を用いて、
NP 高発現細胞（がん幹細胞濃縮）を分画、
シングルセルに分離して１細胞の微量 RNA
シークエンスを行った。バイオインフォマテ
ィクス解析の結果、NP 高発現細胞群は、コ
ントロール群（分化がん細胞群）と比較して、
遺伝子発現パターンがよりばらつきが大き
いことがわかった（図）。このことは、分化
がん細胞に比較して、がん幹細胞、前駆細胞
と順次ヒエラルキーを構成した細胞が NP高
発現細胞群に含まれていると考えられた（図
1）。この中に、親玉がん幹細胞も含まれてい
ることが示唆される。 
 バイオインフォマティクス解析の結果、NP
高発現細胞群には幹細胞性シグナルの他、神
経軸索シグナルなどが活性化していること
が示唆され、興味深い結果を得た。NP 高発
現細胞群の中で発現レベルにばらつきの多
い分子は、特に NP高発現細胞に発現が高か
った。乳がん細胞株と、乳がん PDX 由来ス
フェロイド細胞を用いて qRT-PCR を行った
結果、いずれもがん細胞株に比較して、乳が
ん PDX 由来スフェロイド細胞内に発現が高
いことがわかった。このことから、これらの
分子はがん幹細胞に強く発現することが示
唆され、親玉がん幹細胞の新規分子標的の有
力候補になることがわかった。 
（図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（５）I本研究室で In situRNAシークエンス
を行う技術を身につけるため、Nilsson 研究
室へ助教を派遣した。選択した遺伝子 65 個
を用い、乳がんの組織切片を用いて、in situ 
RNAシークエンスを行った（図３）。 
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