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研究成果の概要（和文）：微小環境ニッチにおける癌幹細胞（CSCs）は、腫瘍形成と転移に寄与する。NICO-1モ
デルを用いて卵巣癌幹細胞（OCSCs）とその内皮細胞との相互作用を調べる方法を開発し、血管新生と転移に関
する知見を得た。卵巣癌の患者由来スフェロイドを樹立し、プラチナ系化合物に対する感受性が多様であること
を明らかにした。G6PDの発現は予後不良と関連しており、耐性におけるG6PD駆動型の酸化還元代謝の役割が強調
された。電気活性マイクロウェルアレイ（EMA）マイクロ流体デバイスを用いて、p16/Ki-67二重染色を行う自動
化オンチップ免疫染色法を開発した。CSCに対する並行したシングルセル解析を検討している。

研究成果の概要（英文）：Patient-derived cells and xenografts retain the biological characteristics 
of clinical cancers, aiding in understanding chemoresistance. We established patient-derived 
spheroids from ovarian cancer, revealing varied sensitivity to platinum-based compounds. Cancer stem
 cells (CSCs) in a supportive niche contribute to tumorigenesis and metastasis. We developed a 
methodology to investigate ovarian cancer stem cells (OCSCs) and their interaction with endothelial 
cells using the NICO-1 model, providing insights into angiogenesis and metastasis.　We developed an 
automated on-chip immunostaining method using an electroactive microwell array (EMA) microfluidic 
device for p16/Ki-67 dual staining, enabling parallel single-cell analysis.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療における薬剤耐性を克服する標的療法を開発するための基盤となる。卵巣癌幹細胞の腫瘍形成能と内皮
細胞との相互作用を調べることで、微小環境の役割に関する重要な知見が得られる。癌幹細胞のニッチを標的と
した新たな治療アプローチが可能となり、転移や再発を予防できる可能性がある。またマイクロ流体デバイスを
用いた自動オンチップ免疫染色法の開発により、正確でハイスループットな単一細胞解析が可能になった。研究
成果は、がん生物学の理解を進め、革新的な診断・治療手段を提供することで、重要な科学的価値を有してい
る。社会的には、患者ケアの改善、医療費の削減、公衆衛生教育の強化につながる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

婦人科では良・悪性診断、病期診断目的で細胞診が多く用いられるが、得られる情報は診断医
が鏡検下で観察した上皮細胞の形態変化が主であり、病態を数値化することは難しい。そこで本
研究では、精度の高い一細胞解析技術を開発し、子宮頸癌組織中、および卵巣癌の腹水中の細胞
集団の中で、少数しか存在しない癌幹細胞や、幹細胞の維持や分化の調整を行うとされる血管内
皮細胞といった不均一な細胞集団で構成される微小環境（幹細胞ニッチ）の制御機構の解明を
「一細胞の解像度で情報を収集する」ことを目指す。 抗癌剤や放射線に対する強い抵抗性や、
癌の転移に対しても重要な役割を果たしているとされる幹細胞ニッチを同時に一細胞解析で解
明することで、新規治療法の開発への応用ができる。さらには抗がん剤の治療効果を評価できる
新規バイオマーカーの創出に向けた基盤となる研究を計画することとした。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、まず子宮頸癌組織、および卵巣癌の腹水細胞診の in vitro、ex vivo モデルを
作成し、次に実際の臨床検体を用いた、不均一な細胞集団、特に幹細胞ニッチ、微小環境を構成
する細胞に対する精度の高い一細胞解析を実現することを目的とする。子宮頸癌はヒトパピロ
ーマウイルス（以下、HPV）の感染が子宮頸癌の発癌過程に関与することが明らかとなっている
が、申請者らは、ハイリスク型 HPV である HPV16 型陽性で CIN1 由来の W12 細胞、および HPV16
型陽性の子宮頸癌細胞株 SiHa、CaSki 細胞、子宮頸部上皮異形成、子宮頸癌などの臨床検体の
RNA を抽出し、それぞれの細胞に対して次世代シークエンサーを用いた CAGE 法で網羅的転写産
物解析を行ったところ、各発癌過程の細胞集団で全く異なった転写産物の発現の動態を詳細に
観察し、新規転写産物の同定をした（Taguchi A, Nagasaka K et al., 2015）。さらに、未発表
であるが、ng レベルの RNA 量で HPV 由来の転写産物解析を行い、一細胞の解像度で発現を観察
が可能となっている。そのため、精度の高い一細胞解析が開発できれば、一細胞の転写物解析が
できる可能性がある。一方で、進行卵巣癌の進展様式は、周囲の組織への浸潤、播種、そして遠
隔部位への転移であり、癌細胞の上皮間葉転換と呼ばれるメカニズムが重要な役割を示すとい
う仮説が示されている。 上皮間葉転換メカニズムの本質とは、Par3 などの細胞極性因子の異常
発現（Nakamura H, Nagasaka K et al., 2016）、上皮系マーカーの発現消失と間葉系マーカーの
発現上昇、細胞骨格の再構築であり、分子細胞学的な解明が進んでいる。進行卵巣癌に伴う腹水
中で構成される細胞には、上記の間質細胞や腫瘍内浸潤リンパ球（TIL）のような活性化された
免疫細胞が存在する（Kojima S, Nagasaka K et al., 2013）が、これらの腫瘍細胞を取り巻く
微小環境ニッチの機構については不明な点が多い。 また、癌組織には少数の癌幹細胞（Cancer 
stem cell:CSC）が存在していることが示されている（Sato M, Nagasaka K et al., 2016）。 ま
た CSC が周囲の癌細胞よりも抗癌剤や放射線に対する強い抵抗性を持つことが報告されており、
既存の抗癌剤や放射線療法によって癌が退縮したにも関わらず、難治性の再発腫瘍が発生する
原因とされている。 また、申請者らは 1996 年から 2012 年にかけて Interval debulking surgery 
(IDS)を施行した T3 期進行卵巣癌症例に対して後方視的解析したところ、IDS における腹腔内細
胞診陽性が有意な予後因子であることが明らかにした（Nagasaka K et al.,2015）。 この臨床か
らのデータを元に、さらに進行卵巣癌における腹水中の CSC、および TEC を中心とした幹細胞ニ
ッチ、腫瘍周囲微小環境に対する詳細な機能解析を行うことで、既存の腹水細胞診より精度が高
く、治療評価や予後予測が可能となる新規バイオマーカーを開発できる可能性がある。   
 
 
 
３．研究の方法 
 
①  子宮頸癌、卵巣癌の in vitro、ex vivo 幹細胞ニッチモデルの作成 

子宮頸癌、および卵巣癌の臨床検体（原発巣、転移巣、卵巣癌の場合は腹水中浮遊細胞）、お
よび申請者が所持している、CaSki, SiHa, HeLa、C33A（子宮頸癌細胞株）、HEC、Ishikawa（子
宮体癌細胞株）、SKOV3、JHOS2、OVSAHO (漿液性腺癌細胞株)、JHOC5、JHOC8 (明細胞腺癌細胞
株)、ヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞（HUVEC） を用いて、以下の方法で細胞集団からの CSC 様
細胞、TEC の分離を試み、幹細胞ニッチの in vitro、ex vivo モデルを作成する。 

 
1) Spheroid 形成による分離法：各種細胞株を無血清、浮遊培養させ Spheroid 形成を誘導す

る。その中より CSC 様の細胞を濃縮、分離する。 



2) 表面マーカーによる分離法： CD133 や ALDH など癌幹細胞表面に特異的に発現していると
報告されている因子に対して、発現細胞のみを分離する。 

3) NOD/SCID/gammac
nullマウスに臨床検体組織を移植し、マウス皮下で継代をして CSC 様細胞を

濃縮、分離、抽出をする。その後、血清を含まない幹細胞培地を用いた付着培養を継代して
CSC 様細胞の単離を行う。 
 

上記の手法で単離された CSC 様細胞と、腫瘍組織からコラゲナーゼ溶液などで分離した TEC、お
よび培養細胞の HUVEC 細胞を共培養し、CSC の表面マーカーなどのプロファイリングの変化を検
証する。また、それぞれの細胞培養上清を採取、あるいは TEC で馴化された培地で CSC を増殖さ
せ、CSC 血管ニッチモデルの作成を試みる。また、CSC の網羅的解析からの細胞プロファイリン
グから、自己複製能、未分化性の維持にどのような影響が出るか検討を行う。  
 
② 子宮頸癌細胞診、卵巣癌の腹水細胞診中の CSC、TEC、および微小環境の存在の検討、およ

び EMA による最適化された細胞区画化の検討 
 

上記の検討で同定した細胞プロファイリングに基づき、子宮頸癌の細胞診検体、卵巣癌の腹水
中に浮遊する細胞から、CSC、TEC、また腫瘍内微小環境の中心的構成細胞である癌間質線維芽細
胞（CAF）をフローサイトメトリー、癌性腹水中のマクロファージ（TAM）は CD14MACS ビーズで
それぞれ単離分離し、それぞれの細胞集団に対する一細胞解析を行う。CSC の存在については、
初回治療において切除された腫瘍組織から免疫組織染色法を行うことでも検討をする。EMA デバ
イスの各ウェルを改良し、腫瘍内微小環境の構成細胞を並列でトラップできるデバイスを作成
し、一細胞解析で汎用される C1 システム、およびその他のシステムとのトラップ効率の比較検
討を行う。改良された EMA デバイスを用いたこれまでの検討では、一細胞レベルでの 98%のトラ
ップ効率、92%のホールド効率を得ているが（図 2）、不均一な細胞集団では、異なった形状の細
胞を同時にトラップ、ホールドをするという技術開発が必要であるため、本年度のエフォートは
子宮頸癌の細胞診検体、卵巣癌の腹水中に浮遊する細胞を精度高く解析できる EMA デバイスの
開発を行うことに費やす。 

 
③ 一細胞解析を用いた幹細胞ニッチ、腫瘍内微小環境の機能解析 
 

EMA を用いた一細胞解析にて、子宮頸癌細胞診検体、および卵巣癌の腹水細胞診検体を用いて、
CSC と TEC のシグナル伝達経路を探索し、活性化された因子を同定する。また、摘出組織の免疫
組織染色などの検討も行い、シグナル刺激下の時間、濃度依存的変化についても検討を行う。次
に、DNA マイクロアレイ法にて、それぞれの細胞内遺伝子発現量を測定し、刺激に伴う変化につ
いて比較検討を行う。さらに、一細胞中の全エキソームシークエンス、トランスクリプトーム解
析を RNA-seq 法、CAGE 法といった解析が可能かどうか、基礎的な検証を行う。CAGE 法により、
網羅的にノンコーディング RNA を含めたトランスクリプトームの発現量、転写開始点、プロモー
ター活性について調べることが可能である。もし、計画通りに進まない場合は、上記の方法で分
離された CSC 様の細胞集団、および腫瘍組織から分離された血管内皮細胞そのものを一細胞解
析し、集団中の細胞の均一性について、検討を行う。 
 
 
 
４．研究成果 
 
患者由来の細胞や異種移植片は、臨床癌の生物学的特徴を保持しており、化学療法抵抗性の理解
に役立つ。われわれは卵巣癌の患者由来スフェロイドを樹立し、プラチナ系化合物に対する感受
性が様々であることを明らかにした。統合的解析により、シスプラチン耐性はグルコース-6-リ
ン酸デヒドロゲナーゼ（G6PD）およびグルタチオン産生酸化還元酵素のレベル上昇と相関するこ
とが示された。G6PD 阻害剤とシスプラチンの投与は、マウスモデルにおいてスフェロイドの増
殖を抑制し、転移を減少させた。G6PD の発現は予後不良と関連しており、耐性における G6PD 駆
動型の酸化還元代謝の役割が強調された。腫瘍細胞微小環境ニッチにおける癌幹細胞（CSCs）は、
腫瘍形成と転移に寄与する。われわれは、NICO-1 モデルを用いて卵巣癌幹細胞（OCSCs）とその
内皮細胞との相互作用を調べる方法を開発し、血管新生と転移に関する知見を得た。子宮頸がん
については、HPV ワクチンの普及に伴い、高度なスクリーニングシステムが必要とされている。
我々は、電気活性マイクロウェルアレイ（EMA）マイクロ流体デバイスを用いて、p16/Ki-67 二
重染色を行う自動化オンチップ免疫染色法を開発し、並行したシングルセル解析を可能にした。 
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