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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞は重要な治療標的であり癌幹細胞を支える微小環境（ニッチ）の全容解明も
癌根絶にあたり喫緊の課題であるが、ニッチ構成要素は極めて多岐に渡ることから革新的手法が必要であった。
本研究は主に神経膠芽腫を対象として、生物機能性ポリマーの網羅的な探索により特定した癌幹細胞ニッチ擬態
ポリマー結合分子の同定を端緒に展開した。同定したニッチ要素の一つ鉄代謝に関しては、癌幹細胞が遠隔的に
赤血球分化を亢進させ自身に有利なニッチ環境を構築することを見出した。また癌幹細胞の特殊な細胞死（オー
トスキジス様細胞死）の産物と免疫担当細胞とが相互作用することで腫瘍促進性の細胞ニッチ要素を構築すると
いう新規概念を提示した。

研究成果の概要（英文）：This study has demonstrated the usefulness of synthetic polymer scaffolds as
 a tool for comprehensively elucidating glioma stem cell niche, by revealing iron that regulates 
glioma stem cell maintenance and glioma expansion. This finding provides a new self-expanding 
strategy of glioma stem cells that systemically exploits erythroid lineages to reconstruct 
GSC-friendly niche. In this study, it is also revealed that glioma stem cell-derived necrotic 
particles designated as autoschizis-like products play a key role in developing a glioma stem 
cell-supportive subset of tumor-associated macrophages. This finding thus demonstrates that glioma 
necrosis is not a meaningless death but is a tumor-beneficial event. Taken together, a series of 
these studies will provide new insights into the mechanisms underlying glioma stem cell-driven niche
 development as well as glioma progression and recurrence.

研究分野： 幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌幹細胞は治療抵抗性を有し癌の進展や転移に寄与するため癌根絶において重要な治療標的として認識される。
その微小環境である癌幹細胞ニッチの解明は癌幹細胞性の消失に向かわせる手掛かりになるが、癌幹細胞ニッチ
の構成要素は極めて多岐に渡るため全容解明は困難であった。本研究において、癌幹細胞を維持する働きをもつ
生物機能性ポリマーを用いて鉄代謝という癌幹細胞ニッチ要素を同定したことを端緒にして癌幹細胞が生体の赤
血球分化を利己的に制御してニッチを構築することおよび、癌幹細胞が特殊な細胞死を介して生体の免疫細胞に
作用して利己的なニッチ構築を行うことを示した。これら2つの新規概念は学術的にも社会的にも意義深い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我が国では高齢化の進行に伴い、癌による死亡者数が増加の一途を辿っている。2003 年より世
界的に研究が活発化する癌幹細胞のコンセプトは、癌幹細胞が治療抵抗性を有し癌の進展や再
発、転移に深く関わる責任細胞であるとするもので、様々な癌においてその存在が示唆されてき
た。癌幹細胞の理解が癌根絶に至る可能性があるとの期待から、研究代表者らのグループを含む
多くのグループが癌幹細胞の特性（癌幹細胞性）の解明や治療戦略の開発に取り組んできたが
[引用文献 1, 2]、癌を根絶するレベルには到達しておらず、研究開始当初においては、尚一層
の研究推進が必要な状況にあった。 
 
研究開始当時、癌幹細胞を取り巻く微小環境（ニッチ）は、癌幹細胞性に深く関与することから
癌幹細胞の枯渇をもたらす制癌標的として高い関心を集めており、癌の進展におけるニッチの
重要性を示した研究も広く進められている一方[引用文献 3]、癌幹細胞とニッチの関係には未解
決の点が多い状況であった[引用文献 4]。脳腫瘍を例に取ると、その癌幹細胞ニッチは、サイト
カインや細胞外マトリクス蛋白質などの分子要素や免疫担当細胞や血管構成細胞などの細胞要
素を含む生物学的要素に加え、低酸素・低栄養・低 pH などの化学的要素や、足場の硬度・弾性
などの物理的要素が複雑に絡み合って構成されおり、癌進展に伴う時空間的な環境動態の中で
このようなニッチ要素および、それを受容した後の癌幹細胞の応答は、多岐に渡ると考えられて
いた[引用文献 5]。 
 
国内外の研究で、このようなニッチの分子要素の添加やニッチ構成細胞との共培養など、より生
体に近い環境を培養皿上で再現するために様々な工夫がなされてきたが、物理的な側面も含め
て複合的に機能すると考えられるニッチ要素を全てカバーすることが旧来の方法では実質上困
難であり、新たな視点での取組が求められる。申請者らはこのような背景から新たな着想と手法
でニッチの分子要素同定とその役割に関する未知の問題点を解決する必要があったことを背景
にして、生物機能性ポリマーアレイによる癌幹細胞ニッチの分子要素同定とシグナル経路の解
明を課題とする本研究は開始された。 
 
 
２．研究の目的 
前述の背景下において、研究代表者らは世界的にも早い段階で、神経膠芽腫細胞集団の中に DNA
染色性色素の排出能が高い少数の細胞集団（side population, SP）があり、それが癌幹細胞の
性質を有していることを報告した（引用文献 1）。癌幹細胞の生存維持や自己複製、さらには癌
の進展に寄与するニッチの分子基盤解明に新たな着想で取り組むため、生体材料化学分野の第
一人者でありまたポリマーアレイ技術を用いてヒト ES 細胞を長期に維持する温度感受性ポリマ
ーなど、ユニークな生物機能性バイオアテリアルの作製に成功している、エジンバラ大学 Mark 
Bradley 教授[引用文献 6]に現地で会い、この先駆的な手法を用いれば癌幹細胞ニッチ研究に新
機軸を打ち出せるとの目的意識を共有するに至った。程なく、癌幹細胞ニッチの分子基盤解明に
向けて必要な、癌幹細胞のニッチ機能をミミック（擬態）する合成ポリマーアレイのスクリーニ
ング実験は、Bradley 教授グループとの良好な共同研究関係構築によって、サンプルの授受や癌
幹細胞に対するニッチ機能評価ならびに結果のフィードバックを経た新たなポリマー合成など、
順調に準備が進められ、本研究の確実な推進を確信した。 
 
これを踏まえ本研究は、癌の進展と再発に寄与し癌根絶の障壁となっている癌幹細胞の特性を
支持するニッチ要素の同定を、生物機能性ポリマー合成技術導入という独創的な手法で引き続
き推進すると共に、同定されたニッチ要素および準備研究で既に同定された分子について癌幹
細胞の生存戦略における役割を解明することを目的とした。用いるストラテジーのベースとな
るものは、図に示すように数百
種類の化学合成ポリマーをス
ライドグラスにスポットした
アレイ上に、蛍光蛋白質遺伝子
の導入によりマーキングした
癌幹細胞および非癌幹細胞を
培養して、癌幹細胞に対して生
存維持や増殖をさせる作用つ
まりニッチ機能を持つポリマ
ーを、蛍光イメージングにより
探索する独自の手法である。同
定されたニッチ要素の役割の
解析については、in vitro の培



養系および in vivo のマウス移植モデルを用いることとした。本研究課題はこのように従来の
培養基材を用いた研究とは異なる生物機能性ポリマーアレイの切り口で、癌幹細胞ニッチの理
解という目的を達成するために実験計画が組まれ、その成果が癌幹細胞ニッチの研究領域に新
たな道を拓くことを期待して遂行された。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 癌幹細胞の特性に影響を与える生物機能性ポリマー（合成ポリマー／ハイドロゲル）を探索
するにあたっては、ポリアクリレートおよびポリアクリルアミド系のポリマーにポリウレタン
系のポリマーを合わせた約 400 種類の他、ポリアクリレートおよびポリアクリルアミド系のポ
リマーに直鎖状あるいは環状の arginine–glycine–aspartic acid (RGD)ペプチドあるいはラミ
ニンペプチドをリンクさせたもの約 100 種類を、いずれも海外研究協力者である Bradley 教授
から供与され実験に用いた。Bradley 教授から得た生物機能性ポリマーは、前述の目的欄におい
て図示したシステムによってスライドグラス上にスポットされたものを用いた。ポリマー群の
網羅的探索を経て絞り込んだポリマーは中規模スケールでコーティングした培養皿で癌幹細胞
集団を培養して癌幹細胞性に対する機能的検証を行った。 
 
(2) 前項の生物機能性ポリマー群とは別の生物機能性ポリマーとして、糖鎖ポリマーにも着目
した。poly-N-p-vinylbenzyl-4-O-beta-D-galactopyranosyl-D-gluconamide (PVLA)およびその
類縁の PVMA、PVCA、PVMan 等を、国内研究協力者の再生医工学バイオマテリアル研究所の赤池敏
宏所長・後藤光昭副所長より得たものを用いた。これらの糖鎖ポリマーについては、プラスチッ
ク基材へコーティングし、癌幹細胞の培養に用いた。 
 
(3) 脳腫瘍の癌幹細胞性をin vivo
で確認することは重要である。その
確認にあたっては、免疫不全マウス
（NOD/SCID マウス）に癌幹細胞画
分などの解析したい細胞サンプル
を定位脳内移植するマウス移植モ
デルを用いた。移植後に脳内に形成
された腫瘍の経時的および定量的
解析は、移植された癌幹細胞に導入
されている luciferase 遺伝子を利
用して発光基質 luciferin の投与
後に in vivo イメージングにより
実施した。 
 
(4) 膵臓癌は、神経膠芽腫同様に極めて予後の悪い癌であることから、本研究は膵臓癌について
も生物機能性ポリマーを用いたニッチ要素探索を行った。癌幹細胞の低プロテアソーム活性を
ZsGreen 蛋白質の非分解性として可視化できる細胞株である ZsGreen-degronODC 発現 KLM1 を、
学内研究協力者の東京医科歯科大学 田中真二教授が樹立していたので、この可視化膵臓癌幹細
胞を合成ポリマー上で培養し、緑色蛍光を高く維持することを指標にして癌幹細胞ニッチ擬態
ポリマーの探索を行った。 
 
(5) 本研究では、脳腫瘍の中でも予後が悪い神経膠芽腫が病理組織学的にネクローシスを主徴
とすることに着目した取り組みによって、神経膠芽腫がネクローシスの一つ「オートスキジス
（autoschizis）」様の細胞死形態をとることも見出した。この細胞死産物の同定にあたっては、
神経膠芽腫細胞を propidium iodide（PI）によって核染色を行い、フローサイトメトリー解析
によって、PI 高染色性で比較的小さなサイズを呈する死細胞画分を、オートスキジス様産物
（autoschizis-like products, ALPs）として用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1) RGD ペプチドやラミニンペプチドをリンクした合成ポリマーに関しては次の成果を得た。合
成ポリマー96 種類がスポットされたスライド上に、ZsGreen-degronODC 発現 KLM1 細胞のうち膵
臓癌幹細胞（ZsGreen 陽性）と非癌幹細胞（ZsGreen 陰性）を播種して培養の後、蛍光解析する
ことで、膵臓癌幹細胞維持ポリマーおよび膵臓癌幹細胞接着ポリマーのスクリーニングを行っ
た。その結果、維持ポリマー候補として 3種類と維持ポリマーに対するコントロールポリマー候
補として 2種類を選別した。また、接着ポリマーの候補として 3種類と接着ポリマーに対するコ



ントロールポリマー候補として
1種類を選別した。これらについ
てスケールアップした系で確認
実験を行った結果、維持ポリマ
ー2 種類とそのコントロールポ
リマー1 種類について確認でき
たことから更に検証することと
した。ポリアクリレート・ポリア
クリルアミド系のポリマーにポ
リウレタン系のポリマーを合わ
せた約 400 種類の生物機能性ポ
リマーを用いたスクリーニング
では、本研究課題の前段階として実施し研究によって既に得られたニッチ擬態ポリマーを超え
る新規の興味深いニッチ擬態ポリマーの同定に至らなかったため、既得のポリマーに結合する
分子として同定した鉄運搬分子トランスフェリンを足掛かりとした研究を展開することとした
（後述(3)）。 
 
 
(2)糖鎖ポリマーpoly-N-p-vinylbenzyl-4-O-beta-D-galactopyranosyl-D-gluconamide (PVLA)
およびその類縁の PVMA、PVCA、PVMan 等の合成ハイドロゲルを用いた研究に関しては次の成果を
得た。まず、PVLA、PVMA、PVCA、PVMan の 4つのポリマーについては初めてのアプローチになる
ことから基材となるシャーレの検討をした結果、従来用いて来た EOG 滅菌のものとγ線滅菌の
ものでラット神経膠芽腫幹細胞の挙動が異なることがわかった。γ線滅菌シャーレにコートし
た PVman で特徴的なチューブ様の形態が観察されたが、他の 3 つポリマーでは観察されなかっ
た。その他の結果も総合すると、PVLA・PVCA・PVMA は癌幹細胞を維持する方向に、PVman は癌幹
細胞の維持を抑制する方向に働く傾向にあったが、あまり顕著なものではなかった。 
 
(3)本研究の準備段階の研究において、生物機能性ポリマーアレイスクリーニングで見出した脳
腫瘍癌幹細胞ニッチ擬態ポリマーに結合する分子すなわち脳腫瘍癌幹細胞ニッチ要素としてト
ランスフェリンを同定したことを端緒に、鉄代謝がニッチ要素として深く関わることを示唆し
た。さらに、鉄代謝の起点であり脳腫瘍術中診断に用いられる 5-ALA の蛍光代謝産物 PpIX が癌
幹細胞では鉄分子取り込みで非蛍光性 heme へ転換促進され術中診断回避に至ることを示した。
これらを踏まえて本研究では鉄代謝の観点からのプロジェクトも実施した。神経膠芽腫幹細胞
のマウス脳内移植モデルにおいて脾臓おび骨髄における赤血球系の細胞の動態を観察したとこ
ろ、坦癌マウスの骨髄と脾臓で赤血球系分化が亢進することを観察した。また、マウス胎仔肝臓
細胞を in vitro で赤血球分化させる培養系を樹立した上で、ラット C6 培養上清が赤血球分化
過程を促進することを見出し
た。これらの知見に基づいて、
さらにヒト脳腫瘍へと研究を
展開させるために、初発神経
膠 芽 腫 患 者 由 来 細 胞 株
KBT10135 と KBT12137 を用い
て実験した結果、両株の細胞
培養上清はいずれも赤血球分
化過程を促進した。またスフ
ィア形成アッセイにより両株
の幹細胞性を定量したとこ
ろ、鉄キレート剤処理、低酸素
処理のいずれもが幹細胞性の
低下に至る結果を得た。 
上記の結果は、脳腫瘍幹細胞
は遠隔的に赤血球分化を亢進
させ自身に有利なニッチ環境
を構築することを示唆する。 
 
 (4)ラット神経膠腫 C6の癌幹細胞画分を培養したのち、PI染色してフローサイトメトリー解析
をしたところ、PI に比較的強く染まり且つ小さなサイズを呈する死細胞画分が自発的に産生さ
れていることを見出した。この死細胞画分の特徴として、細胞膜の崩壊やメッシュ状の細胞質が
見られたほか、細胞質の断片化と正常な核膜、核膜辺縁へのクロマチンの濃縮を主な特徴として
いた。また核溶解とオルガネラの消失も伴っており、これらの特徴から、ネクローシスの一つ「オ
ートスキジス（autoschizis）」様の形態を呈していることがわかった。オートスキジス様の細胞
死は、C6 を脳内に移植した担癌マウスの腫瘍組織でも見られた。さらに、患者由来の神経膠芽
腫細胞株の培養系においてもこのオートスキジス様細胞死産物（ALPs）の存在を確認した。この



細胞死産物 ALPs と癌幹細胞ニッチとの関係を調べるために、正常マウスから調製したマクロフ
ァージや樹状細胞と共培養したところ、マクロファージや樹状細胞に貪食され CD204 陽性・CD11c
陽性の腫瘍随伴マクロファージ（tumor-associated macrophage, TAM）を誘導することを発見し
た。この誘導された TAM は、マーカー解析に基づく従来解釈では M1(抗腫瘍性)タイプであった
が、さらに実施した in vitro および患者データベースを用いた in silico の解析から、腫瘍形
成を促進させる働きを持つ（機能的には従来解釈の M2（腫瘍促進性）タイプである）ことが示
唆され、脳腫瘍において癌幹細胞のオートスキジス様細胞死がその産物 ALPs と免疫担当細胞と
相互作用することで腫瘍促進性の細胞ニッチ要素を構築するという新規概念を提示した。 
 
(5) 本研究で得られたこれらの結果を総合して、癌幹細胞が利己的にニッチを構築する生存戦
略を有するという概念（下図）を提唱することができた 
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