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研究成果の概要（和文）：本研究は、幹細胞可視化システムによる難治性癌の不均一性分子基盤解析と、その臨
床応用を目指した先進的治療開発 という二つの視点を特徴とする。
幹細胞可視化システムを用いた解析の結果、クロマチン動的変動の不均一性によって癌幹細胞転移能が制御され
ていることを見出し、生体内治療抵抗性が誘導されることを特異的マウスモデルにて明らかにした。ゲノム編集
技術を用いてクロマチン・ヒストン制御異常を解析し、肝癌ARID2変異、膵癌KDM6A変異、膵神経内分泌腫瘍DAXX
変異、胃癌PRMT6異常などの難治性メカニズムを解明し、サブタイプ特異的治療の開発へと展開している。

研究成果の概要（英文）：Heterogeneity is one of the essential hallmarks of malignancies. Our 
stemness-visualization system revealed that epigenetic heterogeneity in chromosomal dynamics and 
histone modifications can regulate in vitro and in vivo intractability of cancers. Using genome 
editing technology, we elucidated the biological role and clinical significance of ARID2 chromatin 
remodeling factor in hepatocellular carcinoma (J Hepatol 2017), DAXX heterochromatin regulator in 
pancreatic tumor (Endocr Relat Cancer 2018), KDM6A histone modifier in pancreatic cancer (Int J 
Cancer 2019), and PRMT6 histone arginine methylase in gastric cancer (Carcinogenesis 2019). 
Identification of molecular subtypes is expected to realize the precise medicine based on the 
subtype-specific molecules and immune microenvironments (EBioMedicine 2019). Development of 
multiplex genome editing system can design the actionable strategy and revolutionize advanced 
therapy targeting tumor heterogeneity in refractory cancers. 

研究分野：消化器外科学、分子腫瘍医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の意義は、癌難治性克服におけるクロマチン・ヒストン制御の重要性を明らかにしたことである。高
効率のゲノム編集技術の開発により、クロマチン・ヒストン異常のサブタイプ機序を解明しただけでなく、サブ
タイプ特異的治療も同定しており、予定以上の成果が得られた。さらに臨床検体の解析により新しい分子免疫サ
ブタイプ分類を提唱し、新たな多重ゲノム編集技術の開発にも着手している。免疫正常モデルを用いたサブタイ
プ・パネルを構築し、どのサブタイプに対して、どのような組み合わせで、どのタイミングが最適であるかを明
確にして、免疫複合治療への応用を進めている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者は手術臨床検体の解析から新規遺伝子群を同定し、分子標的治療の開発によって前臨
床・臨床試験を進めている(Nat Med 1997, Proc Natl Acad Sci USA 1998, J Clin Invest 1996, 
1998, 1999, Gastroenterology 1998, 2002, 2003, 2004, J Clin Oncol 2004, J Natl Cancer 
Inst 2006, J Hepatol 2010, Hepatology 2011, 2013, Genome Res 2015)。新学術領域研究(計
画研究代表者)、基盤研究（A）（研究代表者）により、難治性癌の中にプロテアソーム活性に依
存しない癌幹細胞が内在することを見出し、この特性を可視化することにより癌幹細胞の動態
をリアルタイムに捉えることに世界で初めて成功した。癌幹細胞の非対称性分裂を機能面から
可視化した例は今までになく（特許出願）、がん不均一性と難治性機序を解明する先駆的システ
ムを開発した(Gastroenterology 2012, Hepatology 2013)。さらに本システムのトランスジェ
ニックマウスを作成しており、これらの画期的成果を基盤として本研究課題を推進する。 
 
２．研究の目的 
本研究は、幹細胞可視化システムによる難治性癌の不均一性分子基盤解析と、その臨床応用を
目指した先進的治療開発 という二つの視点を特徴とする。 
(1)癌幹細胞可視化システムによる不均一性メカニズム解析 
消化器癌の可視化癌幹細胞と、非対称性分裂によって生まれた非癌幹細胞を対比し、クロマチ
ン変動による不均一性遺伝子発現機序を解析する。ゲノム編集によりクロマチン制御遺伝子を
改変して不均一性変化を解析し、薬剤スクリーニングにより特異的阻害剤を同定する。さらに
消化器癌の手術検体の解析により、臨床病理学的意義を検証する。 
(2)特異的マウスモデルを用いた先進的治療の開発 
申請者が作成した癌幹細胞可視化マウスを用いて、膵癌、肝癌、スキルス胃癌などの発癌およ
び癌進展課程における癌幹細胞の挙動を解析する。当研究室では世界初のスキルス胃癌マウス
モデルを開発しており、幹細胞性胃癌細胞に対する特異的阻害剤を同定し、前臨床試験によっ
て検証する。研究(1)により同定したクロマチン変動と不均一性遺伝子発現を生体内で検証する。 
 
３．研究の方法 
幹細胞可視化システムの利点は、可視化により癌幹細胞と非癌幹細胞を容易に判別でき、癌幹
細胞に対する薬剤効果を即時的にモニタリングできること、培養細胞のみならず“生体内”に
おける癌幹細胞の局在、維持および逸脱過程が、蛍光イメージングによりリアルタイムに生き
たまま分析できることである。本研究では膵癌、肝癌、スキルス胃癌など難治性癌幹細胞の分
子基盤を解明し、遺伝子改変マウス開発による生体内における治療開発、および臨床検体を用
いた実践的解析という二重検証システムによって、実臨床に直結した戦略的手法を特徴とする。 
 
４．研究成果 
(1)癌幹細胞可視化システムによる不均一性メカニズム解析 
幹細胞可視化システムを用いた解析の結果、クロマチン動的変動の不均一性により癌幹細胞転移
能が制御されていることを見出し(PloS One 2016)、クロマチン・ヒストン制御異常を解明するため
Crisp/Cas9ゲノム編集法による解析を進めた。クロマチン再構築複合体SWI/SNFサブユニットARID2
の変異肝癌は、全例が術後早期再発をきたす最も予後不良なサブタイプとして報告されている。我々
は、ARID2 を欠損したヒト肝癌細胞をゲノム編集にて作製し、高い造腫瘍性を獲得すること、DNA修復
異常を起こすことを明らかにした。肝癌臨床検体の解析により、ARID2 変異症例が高頻度突然変異を
呈することを明らかにした。腫瘍変異負荷は免疫チェックポイント阻害剤の効果と相関性も指摘されて
おり、サブタイプ特異的治療を示す重要な成果が得られた（J Hepatol 2017)。近年、SWI/SNF ファミリ
ーARID1A（卵巣癌）、PBRM1（腎癌）の変異が免疫チェックポイント阻害剤のバイオマーカーとなるとい
う臨床報告が相次いで発表されており、本研究の先駆性が証明されている。ヘテロクロマチン形成を
制御するDAXXは膵神経内分泌腫瘍PNETの特異的変異遺伝子として報告されたが、分子生物学的
意義を解明するためゲノム編集技術を用いて DAXX 欠失ヒト PNET 細胞を作成した。その結果、幹細
胞遺伝子プロモーター領域のヒストン H3.3 メチル化を介した発現制御機序が破綻し、癌幹細胞性・造
腫瘍性を惹起することを見出した。臨床検体を用いた解析では DAXX 欠損と幹細胞因子発現が相関
し、有意に無再発生存率の低下を認めた(Endocr Relat Cancer 2018)。ヒストン修飾因子 KDM6A は予
後不良膵癌に特徴的な変異遺伝子として報告されており、我々はゲノム編集技術を用いてKDM6A欠
失ヒト膵癌細胞を作成し、ヒストンアセチル化酵素p300による癌抑制遺伝子の阻害機序(COMPASS複
合体)が破綻して癌幹細胞性・造腫瘍性を惹起すること、ヒストン脱アセチル化酵素HDAC阻害剤が特
異的に著効することを見出し、サブタイプ特異的治療の可能性を明らかにした(Int J Cancer 2019)。さ
らにレンチウイルスベクターを用いた高効率ゲノム編集技術を新たに開発し、肝癌におけるロイシン欠
乏性 オ ー ト フ ァ ジ ー 因 子 DEPDC5(Sci Rep 2018) 、 胃 癌 に お け る ヒ ス ト ン 修 飾 因 子
PRMT6(Carcinogenesis 2019)など新規遺伝子異常メカニズムを解明し、分子サブタイプ特異的治療の
開発へと展開している。 
 
(2)特異的マウスモデルを用いた先進的治療の開発 
申請者が作成した癌幹細胞可視化マウスを用いて、膵癌の発癌課程において特異的な酵素活性化



が必要であることを見出した(Sci Rep 2016)。当研究室で開発したスキルス胃癌マウスから胃癌幹細胞
を単離して、特異的阻害剤をスクリーニングし、前臨床試験により有意な腫瘍抑制効果を示すことを証
明した(Br J Cancer 2018)。抗血管新生治療の抵抗性機序を解明するため、ヒト肝癌細胞株の移植継
代マウスを用いて、１2 クール治療による長期耐性獲得モデルを開発した。その結果、DNA脱メチル化
およびヒストン H3 活性型修飾を伴うクロマチン動的変動によって癌幹細胞性を獲得し、生体内治療抵
抗性となることを見出し、肝癌臨床検体の検証によって抗血管新生治療の新規バイオマーカーとなる
ことを明らかにした(Mol Cancer Ther 2017)。近年、メタボリック症候群症例に合併する非ウイルス性肝
癌が急増している。我々は遺伝性肥満症マウスを用いた NASH 肝癌モデルと、ヒトメタボリック肝癌症
例のcross-species unsupervised transcriptome解析を行い、共通して高発現する遺伝子群を同定した。
その結果、FABP4 遺伝子がメタボリックサブタイプの癌部特異的に高発現すること、二重蛍光免疫染
色解析によりFABP4は腫瘍内肝星細胞特異的に発現することを明らかとした。FABP4導入によって肝
星細胞内の NFκB 経路が活性化し、炎症性サイトカインの発現上昇に伴い、マクロファージ遊走を惹
起した。別コホート臨床検体の validation 解析により、NASH 肝癌では腫瘍内肝星細胞に有意な
FABP4 高発現を認め、メタボリック因子の重複により段階的に FABP4 が発現することが明らかとなった。
FABP4特異的阻害剤も開発も進んでおり、サブタイプ特異的バイオマーカーのみならず、標的治療や
予防医療への展開が示唆された（Am J Pathol 2018）。また肝癌臨床検体および public database を用
いて genome, transcriptome, methylome を含む統合ゲノム解析を施行した結果、①TP53 変異があり、
幹細胞性、染色体不安定性を呈する予後不良群（MS1）、②CTNNB1 変異があり、DNA メチル化レベ
ルが高い群（MS2）、③肥満や糖尿病などメタボリック症候群と関連が強い群（MS3）の 3 群に分類され
ることを明らかにした。さらに計算論的手法であるCIBERSORTにより免疫細胞成分を解析すると、MS1
では抑制性T細胞(Treg)が集簇すること、MS2では癌免疫が強く抑制されていること、MS3には炎症反
応が強く、免疫チェックポイント経路活性化群が存在することを見出した(EBioMedicine 2019)。 

さらに膵癌、胃癌、大腸癌などの分子免疫サブタイプ解析を進め、新しい免疫チェックポイント経路の
活性化群が存在する可能性を見出している。新たな多重ゲノム編集技術の開発にも着手しており、免
疫正常モデルを用いたサブタイプ解析によって、免疫複合治療応用へと展開している。 
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