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研究成果の概要（和文）：　がん組織は、ほとんどの場合、組織内にさまざまな種類の細胞を含んでおり、この
ような性質を「がん組織の不均一性（heterogeneity）」という。がん治療が難しいのは、がん組織を構成する
細胞種ごとに、薬剤や放射線への影響が異なることが大きな原因となっている。がん組織のheterogeneityを生
み出すメカニズムとして、がん幹細胞（cancer stem cell, CSC）の存在が重要だと考えられている。本研究で
は、CSCが発生する分子機構の解明を目指して、シグナル伝達経路の役割についての解析と、脳腫瘍の一種であ
る膠芽腫由来細胞を使ったCSCを可視化する実験系の構築を行った。

研究成果の概要（英文）：Cancer tissues, in most cases, contain various types of cells within the 
tissue, a characteristic referred to as ‘heterogeneity of cancer tissues’. One of the major 
reasons why cancer treatment is difficult is that the impact of drugs and radiation varies depending
 on the type of cell that forms the cancer. The existence of cancer stem cells (CSC) is considered 
important as a mechanism that creates the heterogeneity of cancer tissues. In this study, we aimed 
to elucidate the molecular mechanism of CSC formation, and conducted an analysis of the role of 
signal transduction pathways, and the construction of an experimental system to visualize CSC using 
cells derived from glioblastoma, a type of brain tumor.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： がん幹細胞　エピジェネティクス　AKTシグナル　膠芽腫

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん幹細胞は、がん治療が困難であることの元凶だと考えられるが、その発生メカニズムなど生物学的な知見は
乏しい。本研究で得られた、がん幹細胞とAKTシグナル経路の関連や、がん幹細胞を可視化する実験系は、がん
幹細胞の基礎研究に貢献すると考えられる。また、がん幹細胞発生に関する遺伝子の探索や治療薬の探索に活用
される可能性を持っている。

※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 
 がん組織は、ほとんどの場合、組織内にさまざまな種類の細胞を含んでおり、このような性質
を「がん組織の不均一性（heterogeneity）」という。がん治療が難しいのは、がんを構成する細胞
種ごとに、薬剤や放射線への影響が異なることが大きな原因となっている。がん組織の
heterogeneityを生み出すメカニズムとして、がん幹細胞（cancer stem cell, CSC）の存在が重要だ
と考えられている。CSC はがん組織中に少数存在し、さまざまながん細胞へと分化する能力を
持つ。CSC がどのように出現してくるのかということに関しては、二つの仮説が考えられてい
る。一つは、健常な生体に存在する体性幹細胞や前駆細胞ががん化するというもの、もう一つは、
終末分化した体細胞から生じたがん細胞が、脱分化することによって CSC となるというもので
ある。現時点では、どちらが正しいのか、あるいは全く別の機構があるのか、不明なことが多く
残っている。 
 私たちは、iPS細胞研究から、細胞の増殖を促進したり代謝を活性化したりすることで知られ
る AKTシグナル経路が、細胞の初期化や脱分化にも重要な役割を果たしていることを明らかに
してきた。iPS細胞は、最終分化した細胞に３種類ないし 4種類の転写因子（山中因子）を強制
発現させて、脱分化させることで作製される。この過程で、AKT シグナル経路を人為的に活性
化すると、細胞の脱分化が強力に促進され、iPS 細胞の産生効率が大幅に上昇する。私たちは、
AKT シグナル経路の活性化による脱分化の促進機構として、代謝経路のリモデリングによるア
ルファケトグルタル酸（aKG）の産生亢進と、aKGを補因子としながら DAN脱メチル化反応に
働く TETの発現上昇が誘導されること、そして、それらの相乗効果としてゲノム DNAの脱メチ
ル化を含むエピジェネティックリプログラミングが促進されることを明らかにしたのである。
多くのがん組織では AKT シグナル経路が異常に活性化している。そのことと、活性化 AKT が
細胞の初期化や脱分化を促進することから、がん細胞の脱分化を促進し、CSC を誘導している
という仮説が考えられたが、CSCにおける AKTシグナルの役割は分かっていない。 
 一方、脳の神経膠細胞が腫瘍化した膠芽腫（glioblastoma multiforme, GBM）では、CSCの出現
に細胞の脱分化が関わっていることを示唆する現象が知られている。GBM組織内にも CSCが存
在し、これにより組織内の heterogeneityが生じていると考えられているが、GBM細胞では、が
ん幹細胞状態と非がん幹細胞状態を双方向に遷移する、state transition という現象が観察されて
いるのである。GBM 細胞が State transition を起こすため、CSCを標的とした治療だけでは、一
過的に CSCを消失させられたとしても、非がん幹細胞（non-CSC）から再び CSCが生じるため
に治療が難しくなっていると考えられる。State transition の機構はほとんどわかっていないが、
細胞の脱分化が関わっていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、２つのアプローチで、がん幹細胞の出現機構の解明を目指した。１つ目は、AKT
シグナルが脱分化を促進することに着目し、AKT の活性化とがん細胞のがん幹細胞化の関係を
調べることである。もう一つは、GBM細胞を利用して、state transitionを可視化し、その分子機
構を解明するというものである。 
 
３．研究の方法 
（１）がん細胞での活性化 AKTとがん幹細胞化の関係を調べるため、非がん幹細胞である乳が
ん由来の細胞株（MDA-MB-231）と卵巣がん由来の細胞株（OVISE）で人為的に AKTを活性化
した。細胞に、ミリストイル化した AKT と改変エストロゲン受容体の融合タンパク質（AKT-
Mer）をレンチウィルスによって遺伝子導入した。培養液にMerのリガンドであるヒドロキシタ
モキシンフェン（4OHT）を投与することにより AKTを活性化した。 
（２）GBM細胞の state transitionを可視化するため、がん幹細胞マーカーの CD133をコードす
る PROM1遺伝子などの発現制御領域の下流で、蛍光タンパク質 (GFPなど) を発現するレンチ
ウィルスベクターを構築し、これを浮遊培養下の GBM 細胞に遺伝子導入した。CD133 と GFP
を共発現する細胞を FACSにより採取した。また、GFP蛍光を培養下で経時的に観察した。 
 
４．研究成果 
（１）AKT-Mer を遺伝子導入した MDA-MB-231 と OVISE を、4OHT の存在下と非存在下で培
養した。MDA-MB-231では、AKT活性化の有無で、がん幹細胞マーカーを発現する細胞数はほ
とんど変化しなかった。OVISEでは、AKT活性化により、わずかにがん幹細胞マーカーを発現
する細胞数が上昇する傾向が見られたが、有意差はなかった。がん幹細胞には、無血清培地で浮
遊培養すると、スフェアを形成するという特徴がある。AKT 活性化によるスフェア形成能を調
べたところ、MDA-MB-231、OVISEいずれにおいても、有意な差は見られなかった。 
 
（２）GBM細胞の、培養条件下での state transition確認するため、無血清培地で浮遊培養した細
胞中の、CD133の陽性細胞の割合（陽性率）を免疫染色と FACSにより測定した。本研究で使用



している細胞系列では CD133陽性率は約 30%であった。ソーティングにより、CD133陽性細胞
と陰性細胞をそれぞれ単離し、25日間培養したところ、陰性細胞集団から約 30%の CD133陽性
細胞が出現した（図１）。このことは、本研究で使った GBM細胞が、培養条件下で state transition
を起こしていることを示唆している。一方、CD133陽性および 陰性細胞集団間で、がん幹細胞
の特徴であるスフェア形成能に顕著な違いはなかった。また、神経系列細胞の分化マーカーの発
現を RT-qPCRで測定したところ、 2つの集団間で顕著な発現差があるマーカーはなかった。 
 

図１ GBM 細胞の state transition 

CD133 陰性細胞を 25 日間培養すると、CD133 陽性細胞が出現した。このことは、非がん幹細胞が

state transition によってがん幹細胞化したことを示唆している。 

 
 CD133発現細胞をリアルタイムで観察するために、PROM1遺伝子（CD133をコードする遺伝
子）など、がん幹細胞状態で特異的に発現するいくつかの遺伝子の発現制御エレメント（プロモ
ーターなど）の制御下で GFP を発現するトランスジーンを複数作製した。トランスジーンの１
つをレンチウィルスベクターで GBM細胞に導入して、まず CD133と GFPの共陽性（DP）細胞
を FACSで採取した。数週間培養すると、CD133と GFPの共陰性（DN）細胞が出現したので、
それらを FACSで採取して培養した。この時の培養では、経時的に GFPの蛍光を定点観察した。
すると、播種直後にはすべて GFP陰性だったが、4時間後に GFP陽性となった細胞が出現した
（図２、矢頭）。この細胞は、11 時間後まで陽性であったが、12 時間後までに再び GFP 陰性と
なった。また別の細胞は、播種後 9時間は GFP陰性であったが、10時間後までに陽性となった
（図２、矢印）。このような GFP陽性状態と陰性状態を遷移する現象は、state transitionと連動し
ている可能性が考えられた。 

 
 
図２ PROM1-GFP による state transition の可視化 

トランスジーンを導入した GBM細胞から、CD133/GFP DN 細胞を取得し、播種、定期的に定点観測し

た。矢頭の細胞は 4時間後にGFP陽性となり、11〜12 時間後に再び陰性となった。矢印の細胞は、9

時間後まで陰性で、9〜10 時間後に陽性となっていた。このような GFPの発現変動は、state 

transition と連動している可能性がある。 

 
本研究によって、GBM細胞の state transitionを可視化したと考えられる細胞を作製できた。今
後、この細胞を使って、state transitionにおける AKTの役割の解明や、state transitionの分子メカ
ニズムの解明、state transitionの抑制化合物の探索などを行っていく。 
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