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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞は治療抵抗性を有するため、癌の根治には癌幹細胞を標的とした治療法の確
立が求められる。しかし、癌幹細胞は癌組織中にはごく僅かしか存在しないため、解析が困難である。我々は生
体適合性を有するハイドロゲルを用いた迅速な癌幹細胞誘導システムを確立した。本研究ではハイドロゲル上で
の幹細胞性誘導に関与するエピジェネティックな変化について検討し、エピジェネティクス関連酵素の遺伝子発
現変動に伴うヒストン修飾やDNAメチル化、転写因子のクロマチンアクセシビリティが変化することにより、癌
幹細胞誘導に寄与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells (CSCs) have been focused on therapeutic target for 
complete cure of cancer because of their resistance against therapeutics. However, the analysis of 
CSCs is difficult owing to a few number of them in cancer tissues. Our group has developed the rapid
 and efficient detection system of CSCs using biocompatible hydrogels. In this study, epigenetic 
changes involved in stem cell induction on hydrogels were investigated. We identified that the 
alterlation of histone modification and DNA methylation by gene expression change of epigenetic 
enzymes and chromatin accesibility of some transcription factors regulated induction of cancer 
stemness on hydrogels.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 癌幹細胞　エピジェネティクス　ハイドロゲル　バイオマテリアル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌幹細胞については幹細胞性を有する細胞に発現するマーカー分子の存在は多数明らかになってきているもの
の、それらを治療標的とした検討は難渋している。また、癌幹細胞を検出する従来の方法は操作が煩雑であっ
た。本研究ではハイドロゲルを用いた簡便な方法で癌幹細胞を誘導し、遺伝子発現制御の根幹にあるエピジェネ
ティックな変化を検討することができた。簡単かつ効率的に癌幹細胞を扱うことができる本方法で、癌幹細胞特
異的に発現するマーカー分子とエピジェネティックな変化の両側面から治療標的を探索することで、癌の根治に
繋がる本質的な治療法の開発に結びつくものと考えている。

※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 
 
癌組織中に存在する癌幹細胞は治療抵抗性を有し、再発の原因となるため、癌幹細胞を標的と

した治療法の開発が求められる。しかし、癌組織内の癌幹細胞の数は極めて少数であることから、
解析に向けて迅速かつ高効率に癌幹細胞を見出す方法が必要である。我々は北海道大学で開発
された高機能ハイドロゲルを用いた癌細胞の培養による迅速な癌幹細胞誘導システムを開発し、
長期間の培養で不可逆的に癌幹細胞の性質を誘導することを明らかにした。この現象には高機
能ハイドロゲルからの刺激により生じた後天的な遺伝の仕組みの一つであるエピジェネティッ
クな変化の関与が考えられる。 
癌とエピジェネティクスの関わりについては、DNA メチル化に伴う癌抑制遺伝子の不活化、ヒ

ストン修飾の変化に伴う癌関連遺伝子の発現変動が多数報告されており、癌の発生・進展に重要
な役割を果たす。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、高機能ハイドロゲル上での癌幹細胞誘導に関与する DNA メチル化やヒストン修

飾、遺伝子発現を制御するオープンクロマチン領域に着目し、エピジェネティクス変異を解析す
ることを目的とする。これらを明らかにすることで、癌幹細胞の発生機序の解明や癌幹細胞を標
的とした新たな治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 

 
高機能ハイドロゲルには、poly-(2-acrylamide-2-methylpropanesulfonic acid) (PAMPS) ゲ

ルと poly-(N,N’-dimethylacrylamide) (PDMAAm) ゲルを重合した Double network (DN) ゲル
およびゲル A の 2 種類を使用した。培養コントロールには、通常培養条件として用いられる
polystyrene (PS) ディッシュを使用した。培養細胞株には、ヒト脳腫瘍細胞株 KMG4 を使用し
た。 
各種ハイドロゲルおよび PS ディッシュ上で培養した KMG4 細胞を用いて、（１）定量 RT-PCR 法

および Western blotting 法によるヒストン修飾酵素の遺伝子発現レベルや修飾状態の解析、（２）
DNA メチル化酵素阻害剤 5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-dC) およびヒストン脱アセチル化
酵素阻害剤 Trichostatin A (TSA) 処理による幹細胞関連分子の遺伝子発現変動解析、（３）オ
ープンクロマチン領域解析に特化した ATAC-seq 法によるハイドロゲル上特異的に検出される転
写因子結合モチーフの解析の 3点を実施した。 
 
４．研究成果 

 
【結果】 
（１）エピジェネティック関連酵素
の遺伝子発現については、PS ディッ
シュ上の細胞と比較して DNゲルおよ
びゲルAで3、7、14日間培養したKMG4
細胞で H3K9 トリメチル化酵素
SUV39H1 やヒストンリジンアセチル
化酵素MORFの遺伝子発現亢進が認め
られ、さらにゲル A では DN ゲルと比
較してヒストンアセチル化酵素 GCN5
や DNAメチル化酵素 DNMT3A の遺伝子
発現亢進を認めた（図 1 A）。遺伝子
発現結果を踏まえて H3K9me3 および
H3K9ac の 修 飾 状 態 を Western 
blotting 法にて検討すると、DNゲル
およびゲル A上では PSディッシュと
比較していずれも修飾亢進を認め、
特にゲル A では DN ゲルよりも
H3K9acの亢進が7日目以降に顕著で
あった（図 1 B）。 
 
 

図１ DN ゲル、ゲル A、PS ディッシュ上培養 KMG4 細胞の 
遺伝子発現変動結果（A）およびヒストン修飾解析結果（B） 



（２）ヒストン修飾の亢進が顕著であったゲル
A に着目し、KMG4 細胞に TSA を 6 時間、および
5-Aza-dCを72時間事前投与し、ゲルA上にKMG4
細胞を播種後、さらに隔日でそれぞれの薬剤を
継続投与して 14日間培養した。TSA 添加群では
事前および継続投与した PS ディッシュおよび 
ゲル A上で（図 2 A）、5-Aza-dC 添加群では事前
投与のみの群または事前および継続投与した群
において（図 2 B）、幹細胞関連分子 Nanog、
Oct3/4 の遺伝子発現亢進を認めた。 
 
（３）ATAC-seq 法にてゲル A 上で培養した KMG4
細胞におけるオープンクロマチン領域を解析し
たところ、PSディッシュ上と比較してゲル A上
でのみ特異的に検出される転写因子結合モチー
フ配列が複数存在した（図 3）。その中でも転写
因子 Xについて着目し、定量 RT-PCR 法にて遺伝
子発現レベルを検証すると、ゲル A 上で培養し
た KMG4 細胞は PS ディッシュ上と比較して発現
が亢進していることが明らかとなった。 
 
【考察】 
 エピジェネティックな変化は様々な遺伝子の
発現制御に寄与する機構として知られており、幹
細胞のみならず分化細胞の維持・誘導にも重要な
役割を果たす。本研究においてゲル Aで培養した
脳腫瘍細胞株を用いた検討では、エピジェネティ
クス関連酵素の発現変動に伴うヒストン H3K9 の
修飾や DNA メチル化による幹細胞関連分子への
関与や、オープンクロマチン領域については転写
因子 X のクロマチンアクセシビリティの変化が
認められた。転写因子 Xについては、現在ノック
ダウン細胞株の作成に取り組んでおり、ゲル Aに
おける癌幹細胞制御メカニズムへの関与や治療
応答性を詳細に検討する予定である。 
 
【結語】 
 高機能ハイドロゲル A はヒストン H3K9 の修飾や DNA メチル化、およびクロマチンアクセシビ
リティの変化を介して癌幹細胞を誘導することが示唆された。 

図２ ゲル A、PS ディッシュ上培養 KMG4 細胞への 
TSA（A）および 5-Aza-dC（B）投与による 
遺伝子発現変動結果 

図３ ゲル A、PS ディッシュ上培養 KMG4 細胞に 
おいての各培養時間での ATAC-seq 結果 
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