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研究成果の概要（和文）：がんの難治性メカニズムとして『Sphere形成』に着目し、“Sphere Biology”研究を
推進し、その発生機序の解明が嘱望されていた消化器がん/卵巣がんの最も進行した病態かつ極めて予後不良で
ある腹膜播種の全容を解明するに至った（Kasagi Y, et al. Cancer Res, 2016）。
　また、固形腫瘍の薬剤耐性メカニズムとしてがん幹細胞株によるNicheとの相互作用に着目し、イリノテカン
のストレスにより多様な役割分担を獲得して相互作用することで耐性を獲得するメカニズム“Self niche仮説”
の、全容解明に向けたデータを集積するとともに、臨床検体での裏付けを行なった。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that "Sphere formation" is associated with cancer 
malignancy. Therefore, we conducted a study on "Sphere Biology" to clarify the whole picture of 
peritoneal dissemination (the most advanced pathological condition and extremely poor prognosis) of 
gastrointestinal cancer and ovarian cancer (Kasagi Y, et al. Cancer Res, 2016).
Next, we studied the interaction of cancer stem cell lines with Niche as a drug resistance mechanism
 of solid tumors. We have found that tumor cells acquire various roles by receiving the stress of 
irinotecan, and acquire drug resistance by interacting with them. This result will be an important 
step toward elucidation of the whole "Self niche hypothesis". In addition, we confirmed the above 
phenomenon in clinical samples. Furthermore, based on the role of miRNA expressed inside sphere, we 
obtained the data to understand the true state of malignant transformation from the viewpoint of 
metastasis and invasion ability.

研究分野：消化器外科、癌化学療法、癌の分子診断、癌分子標的治療

キーワード： 癌　外科　細胞・組織　薬剤反応性　トランスレーショナルリサーチ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
固形腫瘍に関するバイオロジーには不明な点が多いが故に進行例の治療は困難を極めるが、本研究によって特に
腹膜播種はその全容が解明されたことで多くの治療ターゲット創出に繋がるとともに、腹腔内ではわずかな時間
で腫瘍細胞がクラスター化し、ダイナミックな発現変化が起こることが明らかになったことは極めて重要な発見
である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  
がん幹細胞仮説とニッチ 
がん細胞は部位に依存しない無制限増殖能、浸潤能、転移能をもつ細胞であるが、臨床で
遭遇するがんを形成する全てのがん細胞がこれらの性質を持っているとは限らず、がん細胞の一
部が自己複製能や多分化能という幹細胞と同様の性質を持ち、がん組織中で自己複製を繰り
返しつつ、分化してがん細胞集団となっていると考えられている。この考えは「がん幹細胞仮説」
とも呼ばれる。 
このがん幹細胞は化学療法や放射線などの治療へ抵抗性を示すために残存しやすく、再発・
転移の原因となる可能性がある。従って、がん幹細胞を標的とした治療法を確立することで再発、
転移のリスクが少ない新しいがん治療が構築できるものと期待されている。 
 
Sphere形成とがん幹細胞 
がん幹細胞の研究手法は再生医療の研究と相まって飛躍的に進んでいる。がん幹細胞研究
の代表的な in vitro 評価系である “sphere formation assay” により、sphere 形成はがん幹
細胞を濃縮すると考えられているがその詳細な分子生物学的機序については不明である。研究
代表者らは、「Sphere Biology」という概念を立ち上げ、その独特な低栄養・低酸素環境に起因
すると考えられる変化こそが腹膜播種などに見られる悪性化の一因であることを突き止めてきた。 
 
２．研究の目的 
（1）. Sphere形成の分子生物学的機序の解明 
①. 網羅的手法によるsphere形成に必須な分子の同定 
②. 化合物ライブラリーによるSphere形成阻害物質の網羅的探索 
 
（2）. Sphere形成による変化とがん幹細胞の関係の解明 
①. 下流シグナル伝達についての解析 
②. ジェネティック、エピジェネティックな変化についての解析 
③. 遺伝子発現の変化についての解析 
④. 上記 mRNA, miRNA の機能解析 
⑤. 上記 mRNA、miRNA 恒常的発現細胞株の造腫瘍能についての検討 
⑥. 皮下腫瘍モデルに対するデコイの投与 
 
（3） 候補標的分子の臨床検体における発現解析 
 
（4）. Sphere形成を阻害する革新的治療法の開発 
①. 遺伝子治療用センダイウイルス(SeV)ベクターの作成 
②. Sphere 形成阻害剤による創薬 
 
本研究における「Sphere Biology」という新しい概念の分子生物学的観点からの理解により、
がん幹細胞研究分野や再生医療分野へ直接的、間接的に成果を還元できるという点で特徴が
ある。本研究において、Sphere 形成とがん幹細胞の関係やがん幹細胞のニッチを同定し、これ
らの分子生物学的特性を解析することによって、がん幹細胞を狙い撃ちすることができる治療標
的分子を同定する事が可能となる。さらに、既存の治療法と組み合わせることで、がん治療のブ
レークスルーになりうる可能性がある。 
治療標的分子が同定されることで、センダイウイルスを用いた遺伝子治療戦略を計画することが可能
となる。我々がこれまで培ってきたセンダイウイルス組換え技術は、国際的に我々が知財を独占しており、
知財確保の観点からも優位性を保ちつつ開発が可能である。また、低分子化合物により Sphere 形成
の阻害、或いは Sphere の崩壊という新たな視点から新たな作用機序の創薬を行うことも期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）. Sphere 形成の分子生物学的機序解明 
sphere formation assay で知られているように、Sphere 形成能はがん幹細胞様の形質をもつ細胞であ
ると考えられている。我々は既に、複数の分子が著しく sphere 形成を促進することを同定しており、そ
れら分子の絞り込みを行っている。ただし、これら以外にも候補となる分子が多数存在している可能性
は十分に考えられる。本検討では、これら分子の絞り込みを網羅的に行うため各種癌細胞株に対して
sphere 形成後に経時的に網羅的解析を行い、sphere 形成に寄与している分子を同定する。 
また(文科省「化合物ライブラリーを活用した創薬等最先端研究・教育基盤の整備事業」との共同研
究)として、我々は 384-well plate を用いて、均一なサイズの sphere を作成する系の構築を終了した。こ
の系を用いてハイスループットな実験を施行する事が可能であり、左図のように 384-well plate に均一
サイズに作成された Sphere に対して、既知薬または機能既知化合物についての化合物ライブラリーを
用いて投与する。これらの化合物の中で、Sphere 形成阻害または Sphere 崩壊作用をもつものを IN 
CELL アナライザーを用いてピックアップする。候補化合物について用量反応性の確認と、2D 培養系
との比較を行う。 
 



（2）. Sphere 形成による変化とがん幹細胞の関係の解明 
①.下流シグナル伝達についての解析 1.にて同定された候補分子について、シグナル伝達経路と発現
遺伝子変化、形態学的変化について解析を行う。 
②. ジェネティック、エピジェネティックな変化についての解析：Sphere 形成後のジェネティック、エピジ
ェネティックな変化についてはこれまで全く検討されていない。既に sphere についてのハイスループッ
ト検出系の構築は終了している。次世代 シークエンスによって遺伝子変異やメチレーションの変化に
ついても解析を行う。 
③.遺伝子発現の変化についての解析：これまで sphere 形成によって変化する mRNA, miRNA 発現
プロファイルをマイクロアレイにて既に解析している。mRNA については最大で 10 倍程度変動する遺
伝子を 5 つ同定する事ができた。また、miRNA についてはほとんどの miRNA が 2 倍以内の変化に収
まっているが、その中で約 8 倍程度の発現変化が認められるような興味深い miRNA を 3 つ同定する
事ができた。これらの中に Sphere 形成促進やがん幹細胞性に関与するものが存在する可能性がある。 
 
（3）. 候補標的分子の臨床検体における発現解析 
当科を含め、研究分担者の施設において主要臓器の悪性腫瘍について切除や生検を行っている。 
全ての臨床検体においてパラフィン包埋標本、凍結標本が系統的に保存されており、免疫組織学的解
析、遺伝子解析が可能である。さらに、これらの症例は予後を含めた臨床病理学的因子の情報も紐付
けされており、上記基礎検討において同定された分子と臨床病理学的因子の関係について解析が可
能であるというアドバンテージがある。各分担研究者間(施設間)で得られた臨床検体について同様の実
験を行い、比較検討するための定期ミーティングを開き討論、共同解析を行うことによって、標的分子の
妥当性と臨床的意義についてバリデーションを行う。 
 
（4）. Sphere 形成を阻害する革新的治療法の開発 
新たな阻害剤となりうる低分子化合物が見つかった場合には、産学官で連携を行い、研究を推進す
る。（1）-②の化合物ライブラリーにおいて同定された候補化合物について、官能基の付加や光学異性
体の合成などにより、類似薬の創成を行う事によって、新たな作用機序の抗悪性腫瘍薬を創成出来る
可能性がある。 
がん幹細胞の治療標的となる遺伝子に相補的な核酸(siRNA や miRNA デコイ)を発現するセンダイ
ウイルスベクターを作成する。当科ではこれまで組換え型センダイウイルスベクターを用いた重症虚血
肢に対する遺伝子治療の臨床試験を施行中であり、遺伝子組換えセンダイウイルスについてのノウハウ
を保有している。臨床応用を想定した場合に、安全性の見地からウイルスの二次感染が問題となる。
SeVにおいてはF遺伝子を欠失させたもの(F-deleted rSeV)を用いることによって二次感染ができなくな
るため、このベクターの 3’領域に組み込むことを想定している。作成したウイルスを in vitro において
力価試験、遺伝子発現試験を行った後に、上記の皮下腫瘍マウスモデルに対して、 同様にウイルス投
与試験を行う。コントロールとしてデコイ遺伝子を搭載していない F-deleted rSeV を用いる。 
 
４．研究成果 
（1）. Sphere形成の分子生物学的機序の解明 
初めて明かされた Sphere 形成に起因する腹膜播種の
全貌 
がんの難治性に関わるメカニズムとして『Sphere形成』に
着目し、“Sphere Biology”研究を推進することで、その
発生機序の解明が嘱望されていた消化器がん並びに
卵巣がんの最も進行した病態かつ極めて予後不良であ
る腹膜播種の全容を解明するに至った（Kasagi Y, et al. 
Cancer Res, 76:347-357, 2016）。 
その全貌は図に示す通り驚くべきもので、腹腔内に播
種された腫瘍細胞は腹腔内に存在する plasma 
fibronectin 及び Type IV collagen を用いて速やかに（6
時間程度以内に）凝集し、sphere を形成しつつそのプロ
セスで多様な腹腔内タンパクを利用し、さらにがん細胞
内のシグナル系が変化して転移に都合の良いがん微
小環境を形成するというものであった。このようにして形
成された腹膜播種結節は、その背景に sphere 形成とそ
れに起因する微小環境との相互作用が存在すること
で、各種化学療法剤に対する抵抗性が極めて高いた
め、現行の治療法は生命予後の改善に繋がっていないことが明らかとなった。 
 
（2）. Sphere形成による変化とがん幹細胞の関係の解明 
がん幹細胞株による Niche との相互作用：薬剤耐性メカニズム 
免疫不全マウスを用いて in vivo で濃縮・クローニングされた大腸がん幹細胞株（Kobayashi S, et al. 
Stem Cells. 2012）を用い、抗がん剤の一つであるイリノテカンに耐性を獲得するメカニズムの解明を進
めた。平面培養された大腸がん幹細胞株はイリノテカンに暴露されると速やかに Sphere 様のクラスター

Kasagi Y, Harada Y, et al. Cancer Res. 2016.



を自発的に形成し、高い耐性を獲得することが分かった。このクラスター中にはSP/non-SPそれぞれの
細胞が存在する他、複数のタンパク発現を指標とした解析からヘテロな集団であることが明らかとなっ
た。中でも CK20 や Type17 collagen は特徴的な発現様式を呈し、立体的構造の中に複雑な相互作用
が存在していることが示唆される。解析対象としたがん幹細胞は single cell cloning によって得られた単
一クローンでありながら、イリノテカンのストレスを受けることで多様な役割分担を獲得し、それらが相互
作用することで耐性を獲得するメカニズム“Self niche 仮説”の、全容解明に向けた重要な足がかりを得
た。 
 
（3）. 候補標的分子の臨床検体における発現解析 
Sphere 内部で発現する miRNA の役割：悪
性化メカニズム 
直径が 200μm を超える Sphere 内部は低
酸素状態に陥ることが知られていることか
ら、HRE の下流に GFP を結合させたコン
ストラクトを HCT116 細胞に導入し、single 
cell cloning を行ったのち、Sphere を形成さ
せ、内部（低酸素領域）を GFP で標識した
状態で sorting を行った。即ち、Sphere の
外郭を成す細胞と、中心部で種々のストレ
スに晒されている細胞とを分取した。それ
らを用いて発現アレイ解析を行ったところ、Sphere内部でのみ特異的に発現するmiR3148を特定した。
そこで、miR3148 を強制発現する HCT116 細胞の作成を行った。驚くべきことにこの細胞は、マウス皮
下に移植すると親株と比べて圧倒的に増殖速度が速いにも関わらず、in vitro で培養した際には親株
と明確な差異（形態、増殖速度、sphere 形成様態、低 pH/血清飢餓/低酸素等ストレスへの耐性）が観
察されないことが判明した。さらに、当該 miRNA が EMT 関連分子群に大きな影響を与えていることが
判明しつつあり、転移・浸潤能の観点から悪性化の本態を捉えることが可能になることが期待される。 
 
（4）. Sphere形成を阻害する革新的治療法の開発 
Sphere をターゲットにした化合物スクリーニング技術の創出 
そこで、Sphere をターゲットとした薬物スクリーニングのためのシステム構築を開始、従来技術と比較し
て以下の特徴を持つ系を確立した： 
1. Scaffold タイプで成し得なかった均質性 
2.サイズ調整でがんの進行度を反映可能 
3.ハンギングドロップ法では不可能な試薬の途中添加が可能 
4. 非破壊的に sphere 全体の viability を検出可能 
5. 高精度（CV 値 10%未満、Z-factor 0.8 以上） 
※: Z-factor 0.5 以上が東大創薬機構のスクリーニング基準 
尚、本技術は 2016 年 2 月 29 日付で特許出願を行った（特願 2016-37519：規則的に配置された同一
サイズのスフェロイド群及びその利用、PCT/JP2017/007029）。 
 
Sphere 形成抑制/破壊が可能な化合物
の取得 
東大創薬機構より既知化合物ライブラリ
の提供を受け、sphere 形成阻害/破壊を
指標としたテストスクリーニングを実施した
結果、およそ 3000 化合物から MEK に対
する阻害剤 PD0325901 などを取得した。
パクリタキセル（臨床で腹膜播種治療用
に投薬され得る）をはじめとした種々の抗
癌剤に高い抵抗性を示すマウス腹膜播
種モデルに対して、PD0325901 は体重に
影響を及ぼす事無く播種結節の大幅な
縮小および貯留腹水量の減少を示し、顕
著な生存期間の延長作用を示した。ま
た、Hit 化合物の一つである Triptolide はミネソタ大学での検証から、腹水貯留を来す膵がんモデル、
並びにヒト Xenograft モデルで著効することが明らかとなり、当該スクリーニングの有用性の証左ともな
った。 
図：A. GFP は腫瘍を示す、PD0325901 は顕著に播種結節を抑制 B. PD0325901 は腹水貯留量を顕著に抑制 C. PD0325901

は優位に生存期間を延長 
 
臨床検体における評価で明らかになった治療抵抗性と small cluster formation 
ネオアジュバント療法を実施し手術を施し大腸癌の 23 症例について病理標本を解析したところ、豊富
な fibrosis の中に直径 100um 以下でおおよそ 20 個の腫瘍細胞で構成される細胞塊（small cluster）が

**

*

**P<0.01
*P<0.05

: PD0325901 25mg/kg
: Paclitaxel 10mg/kg
: Non-treated

n=10
n=10
n=20



見いだされ、その一部が LGR5 強陽性であった。我々は、small cluster が薬剤耐性を獲得した細胞群と
想定し、その存在と予後との関連を解析している。23 例中の病理学的に薬剤に反応した 14 症例で
small cluster が存在した症例 9 例は 2 年以内に再発した。しかし 3 年以上再発がない 6 症例は、small 
cluster 周辺に免疫細胞が存在し免疫細胞の腫瘍内への浸潤を認めた症例、もしくは、small cluster が
存在しない症例であった。LGR5 を高発現する small cluster を有する症例は 12 例中 4 例であり、そのう
ち 3 例が 2 年以内に再発した。これらの解析結果より、薬剤処置後に残存する small cluster は再発・予
後に深く関与していることが想定されたので、xenograft モデルを用いてイリノテカン処置後の腫瘍組織
を現在解析している。 
 
 
臨床検体における癌幹細胞の検討 
大腸癌術前治療後の臨床検体の検討： 

図：PLR123 を用いたオルガノイドモデル 

まず、術前治療後に切除を行なった大腸癌の病理的な観察を行なった。その結果、術前化学療法が
有効であった症例でかつ、通常の臨床評価のなかでは根治切除と評価された病理標本の中に、大腸
癌の癌幹細胞（CSC）マーカーの 1 つとされている LGR5 陽性の small cluster が存在することを発見し
た。それらの small cluster は上皮性を維持し、一部は CSC 様 phenotype を示し、薬剤耐性機構として
ROS シグナリングが関与していることを示した。さらに、我々は、LGR5 陽性細胞を含み大腸癌の固有構
造をよく再現する PDX株細胞（PLR123）を Scid マウスに移植し、薬剤投与後にマトリゲルにて再増殖を
させ、オルガノイドモデルとしてこの現象を再現した（論文準備中）。 
 
胃癌術後治療検体の検討： 
CD44 も CSC マーカーとして報告されている.その splicing variant である CD44v9 はシスチン輸送体
を安定化させ酸化ストレス耐性、ROS 産生に働き,癌の増殖進展に関与すると考えられている。臨床検
体を用いた検討において、胃癌pStageII/III の術後補助化学療法施行例ではCD44v9発現が高いと有
意に予後が不良であるにも関わらず、術後無治療例では発現と予後に相関は認めないという結果を得
た。さらに、CD44v9 高発現胃癌細胞株である MKN45,NUGC4 を用いて siRNA 処理により CD44v9 発
現を knockdown したところ、5-FU に対する感受性が上昇することを確認した。（論文準備中）。 
 
大腸癌発癌過程における腸内細菌叢の関与の検討 
大部分の大腸癌は traditional pathway（APC 変異に起因する WNT シグナルの制御破綻）と
serrated pathway (BRAF または KRAS 変異)により発生する。Traditional pathway における初
期段階の Lgr5+の腸管幹細胞の WNT シグナルの制御機構の破綻は、traditional pathway で生じ
た大腸癌だけでなく、serrated pathway で生じた大腸癌においても、その cancer-initiating 
stem cells (CISCs)や sphere 形成の重要な分子機序と考えられる。近年、食事性の脂肪酸は腸
管幹細胞の自己複製及び CISCs の誘導を助長することが示され、実際、高脂肪食と肥満は大腸癌
を含む種々の癌の重大な危険因子であることが示唆されている。また、tauro--muricholic acid 
(T-MCA)や deoxycholic acid (DCA)は、胆汁酸(BA)の制御因子である Farnesoid X Receptor 
(FXR)の antagonist として働く結果、FXR シグナルが低下し、腸管幹細胞 Lgr5+細胞の DNA ダメ
ージと増殖を助長し、発癌と癌進展に寄与していることが報告されている (Ting fu et al. Cell 
176;1098-1112, 2019)。 
臨床検体を用いて、cancer-initiating stem cells (CISCs)や Sphere 形成を阻害する薬剤の標的候補
として、腸内細菌叢と FXR シグナル制御因子を挙げ、病的肥満が惹起する腸内細菌叢変化と FXR シ
グナルを正に制御する胆汁酸代謝との相関を明らかにした。 
その結果、個々の細菌による胆汁酸代謝への影響は一律ではなく、WNT シグナルの増強をきたす
胆汁酸組成変化を誘導する特定の細菌群の存在が示唆される。従って、胆汁酸組成の改変を誘導す
るプロバイオティクスや FXRの agonist は CISCs や sphere 形成抑制の有望な治療薬候補であると考え
られる。 
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病理病期I期非小細胞肺癌における術前prognostic nutritional indexの意義

病理病期I期非小細胞肺癌術後再発における術前prognostic　nutritional indexの意義

腹腔鏡下切除におけるトラブルシューティング

肝切後にマイクロサージェリーの技法を導入するAutoirrigation BipolarとEndo Quick Suture有用性の検討

 ２．発表標題

 ２．発表標題



2015年

2015年

2015年

2015年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第28回日本内視鏡外科学会総会

第56回日本脈管学会

第56回日本脈管学会

 ３．学会等名

松本  拓也、吉屋　圭史、吉賀　亮輔、青柳　幸彦、 松田　大介、松原　 　裕、井上健太郎、中野　　 覚、 江頭　健輔、米満　吉和、
前原　喜彦

松本 　拓也、古山　　正、吉屋　圭史、吉賀　亮輔、 青柳　幸彦、松田　大介、松原　　裕、井上健太郎、 前原　喜彦

池田　哲夫、山下　洋市、播本　憲史、武石　一樹、 伊藤　心二、池上　　徹、吉住　朋晴、赤星朋比古、 調　　　　憲、前原　　喜彦

池田　哲夫、播本　憲史、伊藤　心二、岡部　弘尚、 池上　徹、吉住　朋晴、内山　秀昭、調　　　憲、 前原　喜彦

第70回日本消化器外科学会総会

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

末梢動脈疾患に対する革新的な血管新生療法の開発の現況と展望

大動脈腸骨大腿動脈領域における外科的血行再建術

腹腔鏡下肝切除術の安全性向上と適応拡大への工夫
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高エネルギー外傷患者におけるサルコペニアの意義についての検討

肝予備能不良症例に対する腹腔鏡下肝切除の適応と成績 「肝硬変合併肝細胞癌に対する腹腔鏡下肝切除の意義」
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