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研究成果の概要（和文）：膵腫瘍から幹細胞分画を抽出し、その特異的高発現分子としてCD73を同定した。CD73
阻害剤APCPは癌幹細胞の自己複製能、浸潤能、造腫瘍性を有意に抑制した。膵腫瘍の臨床検体ではCD73高発現は
腫瘍浸潤と有意な相関を認めた。
さらにヒト膵腫瘍細胞の幹細胞性・造腫瘍性は、癌抑制遺伝子Xの欠失により獲得されることをゲノム編集法で
明らかにした。癌抑制遺伝子Xが制御する遺伝子Yを同定し、臨床検体ではX低発現かつY高発現症例で有意に高い
再発率を認めた。
CD73には免疫チェックポイント阻害分子PD-1を発現誘導する機能が報告されている。CD73およびYに対する標的
治療の有効性を示唆する画期的な成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Identification and purification of cancer stem cells (CSCs) lead to the 
discovery of novel therapeutic molecules of pancreatic neuroendocrine tumor (pNET). In this study, 
we identified CD73 overexpressed in pNET CSCs. The CD73-inhibitor APCP significantly attenuated in 
vitro sphere formation and cell motility, as well as in vivo tumorigenicity of pNET CSCs. 
Immunohistochemical analysis of clinical samples demonstrated CD73 expression was significantly 
correlated with the tumor invasion. 
In addition, our genome editing studies revealed that pNET can acquire CSC potentials with 
tumorigenicity by knockout of tumor suppressor gene X.  We identified "Y" as one of the direct 
targets of tumor suppressor X. In clinical samples, significantly frequent recurrence was recognized
 in pNETs with low X and high Y expression. 
Recently, CD73 was reported as a potential inducer of PD-1 immune checkpoint factor. As a result of 
our studies, CD73 and Y might be promising therapeutic targets for pNET.

研究分野：分子腫瘍医学、消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 

膵癌、肝癌、胆道癌、スキルス胃癌、食道癌

などの難治性消化器癌は、切除不能例は勿論 

切除可能な症例でも予後不良であり、新たな

治療戦略の開発は喫緊の課題である。癌難治

性 の 原 因 の １ つ は 、 そ の 多 様 性

(heterogeneity)にある。正常組織の多様性は

自己複製能と多分化能 (非対称性分裂) を持

つ幹細胞が担っているが、近年、癌にも幹細

胞性を示す細胞群が内在し、癌の多様性と難

治性の根源となることが報告されている。現

在、様々な幹細胞マーカーを用いて、癌幹細

胞を単離する試みがなされ、新しい治療法の

開発が強く期待されている。申請者は難治性

消化器癌の臨床解析から、幹細胞性を可視化

するシステムを構築した[基盤研究（A）平成

22-24年度(研究代表者)、新学術領域研究（研

究領域提案型）平成22-26年度(研究代表者)]。

本研究ではこれらの成果に基づき、癌幹細胞

と宿主の相互作用・ニッチ環境を解析して、

特異的治療開発を推進する。 

 

２．研究の目的 

本研究は幹細胞システムによる難治性癌の生

体内微小環境の分子的基盤解析と、臨床応用

を目指した特異的治療開発の二点を特徴とす

る。激しい国際競争の中、本邦における独創

的な研究戦略としてのインパクトは高く、難

治性消化器癌を克服する臨床開発へと直結す

る研究課題である。 

本研究は、幹細胞システムによる難治性癌の

生体内ニッチ制御分子の基礎解析と、その臨

床応用を目指した特異的治療開発という二

つの視点を特徴とする。 

 

３．研究の方法 

膵腫瘍の臨床検体および培養細胞を用いて

２つの幹細胞システムを基盤として難治性

規定分子群を同定し、生体内ニッチ制御メカ

ニズムおよび治療標的分子を解明する。 

４．研究成果 

膵腫瘍臨床検体およびヒト膵腫瘍細胞を解

析した結果、約 1%の癌幹細胞分画を検出した。

ヒト膵腫瘍細胞から癌幹細胞分画を抽出し

て、高い自己複製能と浸潤能を持つことを確

認した。マウス生体内では顕著な造腫瘍性お

よび転移能を示し、その特異的高発現分子と

して細胞外アデノシン産生酵素 CD73 を同定

した。CD73 は制御性 T細胞に高発現している

ことが知られており、アデノシンレセプター

A2AAR を介して宿主免疫を抑制し生体内ニッ

チを制御するメカニズムが示唆された。また

CD73 阻害剤 adenosine 5′-(α,β-methylene) 

diphosphate (APCP)は癌幹細胞の自己複製能、

浸潤能を強力に阻害すること、APCP を投与し

たマウスモデルでは癌幹細胞の造腫瘍性が

抑制されることを証明した。膵腫瘍の臨床検

体を解析した結果、CD73 高発現を確認し、周

囲組織への腫瘍浸潤と有意な相関を認める

ことを明らかにしており、新たな治療標的と

して有望であることが示唆された(Katsuta, 

Tanaka et al. Int J Oncol 2016)。 

CD73 は免疫チェックポイント分子 PD-1 を発

現亢進させる機能が報告されており、現在 

幹細胞性トランスジェニックマウスを用い

て免疫システムにおける新たな解析を展開

している。 



膵腫瘍特異的な癌抑制遺伝子Xがコードする

蛋白は特異的ヒストン・シャペロン分子であ

り、ヒストン H3 と複合体を形成して Lys9 メ

チル化を促すことが知られているが

(H3K9me3)、幹細胞性制御における意義は不

明である。本研究ではゲノム編集法

(CRISPR/Cas9 システム)によって、癌抑制遺

伝子Xをノックアウト(KO)したヒト膵腫瘍細

胞を新たに作成して解析した。X-KO ヒト膵腫

瘍細胞はスフェア形成能など幹細胞性を獲

得し、NOD-SCID マウスにおいて高い造腫瘍性

を呈することが明らかになった。 

H3K9me3 経路は遺伝子発現を抑制することが

知られている。マイクロアレイ解析によって

遺伝子発現抑制群を抽出し、X 蛋白に対する

免疫沈降法 (chromatin immunoprecipitation; 

ChIP)を用いて直接転写制御される 13 標的遺

伝子を同定した。さらに H3K9me3 に対する

ChIP 解析によって 5 遺伝子を抽出し、siRNA

解析によって X-KO 膵腫瘍細胞のスフェア形

成能を制御する 1遺伝子を同定した。この遺

伝子Yは間葉性幹細胞や癌細胞で高発現する

こと、酸化ストレスや抗癌剤への抵抗性を促

進することが報告されている。マウス膵腫瘍

細胞でも X-KD による Y発現亢進を確認した。

膵腫瘍臨床検体を用いた解析では、X 蛋白低

発現症例は有意に Ki67 指数が高く、その 33%

に遺伝子変異を検出した。さらに X低発現か

つY高発現症例では有意に再発率が高いこと

が証明された(p=0.018)。 

本研究によって、癌抑制遺伝子 Xがエピゲノ

ム修飾により幹細胞性遺伝子Yを直接制御す

る新規癌化メカニズムが明らかとなり、臨床

診断に有用なバイオマーカーとなる可能性

が示唆された。幹細胞性遺伝子 Yは腫瘍特異

的に発現しており、治療標的としても臨床応

用への展開が期待できる画期的な成果が得

られた。 
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