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研究成果の概要（和文）：大腸癌幹細胞が発癌過程または浸潤及び転移過程で周囲間質と相互作用をしながら進展して
いく様を二光励起顕微鏡で生体内可視化すること試みた。大腸癌肝転移モデルの早期では、癌細胞と肝類洞内皮細胞と
の接着及び停止、癌細細胞に胞血小板が付着するtumor cell induced platelet aggregation、癌細胞と白血球との相
互作用が観察できた。後期では癌細胞塊と周囲間質及び腫瘍血管が観察できた。
RFP-HT29の5-FU抵抗性クローンは癌細胞の紡錘形変化と瀰漫性増殖への変化と周囲の著明な間質反応が確認できた。

研究成果の概要（英文）：We attempted to visualize in vivo dynamic interactions between cancer stem cells (
CSCs) and their surrounding stromal cells during the process of carcinogenesis, tumor invasion and metasta
sis in colorectal cancer using two photon laser scanning microscopy (TPLSM). We hypothesized that residual
 cancer cells after chemoradiotherapy (CRT) may contain putative CSCs which show not only CRT-resistant pr
operty, but also epithelial-mesenchymal transition (EMT) phenotype. 
On liver metastasis model, dynamic tumor-host interactions including tumor-endothelial, tumor-platelet, an
d tumor-leukocyte interactions were observed in vivo real-time by TPLSM. Treatment resistant clones (made 
by repeated exposure of anti-cancer drug or irradiation) were inoculated into mice, and visualized their c
haracteristics in vivo real-time using TPLSM. The small fraction of treatment resistant clones showed spin
dle shaped morphology. Their growth pattern was changed from localized growth to diffusely invasive growth
.
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１．研究開始当初の背景 
二光子レーザー顕微鏡 (Two-Photon 

Laser Scanning Microscopy; TPLSM)は物
質励起に二光子過程を利用した顕微鏡であ
る。長波長の励起光を用いるため、退色・光
毒性が低く、生きたままの組織や細胞の観察
や、組織表面から数百マイクロメートルとい
った深部観察も可能である。また、蛍光波長
の異なる二つの蛍光色素(Green Fluorescent 
Protein; GFP と Red Fluorescent Protein; 
RFP など)を１波長で同時励起する多重同時
染色も可能である。我々は独自の腹腔内臓器
固定法を確立し、マウスモデルにおける消化
管や肝臓のTPLSMを用いた生体内リアルタ
イムイメージングに成功した。 
癌幹細胞は、抗癌剤抵抗性、放射線抵

抗性、再発、転移との関連が示唆される細胞
集団である。それらは、それらを取り巻く微
小環境、いわゆるがん幹細胞ニッチとともに
存在し、細胞増殖の静止期に止まり、治療抵
抗性を示していると考えられている。 
我々は抗癌剤治療または放射線治療

に抵抗し遺残した癌細胞の中に癌幹細胞が
多く含まれているとの仮説を立てた。大腸癌
治療において直腸癌では切除率の向上を目
的とした原発巣に対する術前化学放射線治
療が行われるが、その切除標本の病理組織学
的解析では、治療に抵抗し遺残した癌細胞と
周囲間質反応が観察できる。また、転移性大
腸癌に対する抗がん剤多剤併用療法後に転
移巣切除された患者の切除標本でも、抗癌剤
抵抗性遺残癌細胞と周囲間質反応が観察で
きる。 
このような遺残癌細胞と周囲間質反

応を in vitro及び in vivoで解析することで、
癌治療の新たな治療ターゲットである癌幹
細胞とニッチの病態解明を目指そうと考え
た。さらに、TPLSM を用いた生体内リアル
タイムイメージング法により癌細胞と間質
細胞との相互作用をありのままの状態で観
察し、大腸癌幹細胞が発癌過程または浸潤及
び転移過程で周囲間質と相互作用をしなが
ら進展していくメカニズムを解明する。 
 
２．研究の目的 
   大腸癌幹細胞が発癌過程または浸潤
及び転移過程で周囲間質と相互作用をしな
がら進展していく様を二光励起顕微鏡で生
体内可視化すること試みた。 
 
３．研究の方法 
大腸癌幹細胞が発癌過程または浸潤及び転
移過程で周囲間質と相互作用をしながら進
展していく様を二光励起顕微鏡で生体内可
視化すること試みた。 
３．研究の方法 
＜ヒト臨床検体を用いた検討＞ 
化学放射線療法を施行した直腸癌切除標本
のホルマリン固定パラフィン包埋ブロック
を用い遺残癌細胞及び周囲間質細胞から RNA

を抽出し癌幹細胞マーカー、上皮間葉移行関
連マーカー及び癌増殖、進展関連マーカーの
mRNA 発現を real-time RT-PCR を用いて検討
する。 
＜ヒト大腸癌細胞株を用いた検討＞ 
ヒト大腸癌細胞株を用い、放射線照射後遺残
癌細胞における癌幹細胞マーカー及び上皮
間葉移行の評価を行う。 
＜二光子励起顕微鏡を用いたヒト大腸癌移
植モデルの生体内イメージング＞ 
Red fluorescent protein (RFP)標識ヒト大
腸癌細胞株(RFP-HT29) を green fluorescent 
protein (GFP)発現ヌードマウスに移植し、
二光子励起顕微鏡で生体内リアルタイムイ
メージングする方法を確立した。 
ヒト大腸癌細胞株を GFP ヌードマウス
(immunodeficient)に移植した異種移植モデ
ルのみならず、RFP 標識マウス大腸癌細胞株
(RFP-SL4)を GFP マウス(immunocompetent) 
に移植した同種移植モデルにおいても同様
に癌-宿主反応の解析を行い、宿主応答に差
があるかどうかを調べた。 
＜治療抵抗性大腸癌細胞株の作成＞ 
大腸癌に用いる抗癌剤の key drug のひとつ
である 5-FU をまたは放射線の長期、頻回暴
露により RFP-HT29 の治療抵抗性クローンを
作成し(in vitro)、GFP ヌードマウスに移植
した。 
 
４．研究成果 
 
直腸癌化学放射線療法後遺残癌細胞と癌幹
細胞との関連 
遺残癌細胞の CD133（大腸癌幹細胞マーカー
のひとつ）や Lgr5（幹細胞マーカー）などの
発現は再発や予後不良と関連していた 
(Figure 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
直腸癌化学放射線療法後遺残癌周囲間質細
胞と癌進展との関連 
遺残癌細胞周囲間質細胞の CXCR4 や CXCL12
（癌増殖、浸潤、転移関連マーカー）や FAP-
αや SDF-1（cancer-associated fibroblasts
関連マーカー）などの発現も再発や予後不良
と関連していた(Figure 2)。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
放射線照射後遺残癌細胞と癌幹細胞との関
連 
大腸癌細胞株 HT29 に放射線を照射後遺残し
生存している細胞のCD133は照射量依存的な
発現増強を認めた(Figure 3-a)。放射線照射
後遺残癌細胞は癌幹細胞が多く存在してい
る可能性が示唆された。 
放射線照射後遺残癌細胞と上皮間葉移行と
の関連 
放射線照射により大腸癌細胞株 CaR1 は線維
芽細胞様に形態変化し、E-cadherin 発現低下
と Vimentin 発現上昇を認め (Figure 3-b)、
放射線により上皮間葉移行が誘導されたこ
とが証明された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
二光子励起顕微鏡を用いた癌-宿主反応の生
体内イメージング 
異種移植モデル (ヒト大腸癌細胞株) 
異種移植モデルにおいて、脾臓への癌細胞移
植後、肝類洞内の癌細胞は類洞内皮細胞に接
着 し 、 停 止 し た (tumor-endothelial 
interaction)。さらに、癌細胞に血小板が付
着 す る tumor cell induced platelet 
aggregation (TCIPA) が 観 察 さ れ た
(tumor-platelet interaction; Figure 4-a, 
c)。類洞内 Kupper 細胞と癌細胞との反応も
観察された(tumor-leukocyte interaction; 
Figure 4-b)。転移巣形成 (Figure 4-d)に伴
い拡張、蛇行した腫瘍血管も形成された。腫
瘍血管内では、凝集した血小板と血管内皮細
胞との反応も観察された(Figure 5)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
同種移植モデル (マウス大腸癌細胞株) 
同種移植モデルも同様の癌-宿主反応が観察
できたが (Figure 6)、形態学的には異種移
植モデルとの差は明らかに出来なかった。
RFP-HT29 では限局性増殖であり、RFP-SL4 で
は瀰漫性増殖である。これら増殖様式が癌細
胞自体の増殖、浸潤能による差なのか、異種
または同種移植モデルによる差なのかは明
らかに出来なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
治療抵抗性大腸癌細胞と宿主反応との関連 
抗癌剤である 5-FU または放射線の長期、頻
回暴露により RFP-HT29 の治療抵抗性クロー
ンを作成し(in vitro)、GFP ヌードマウスに
移植した。治療抵抗性クローンは肝転移モデ
ルでは腫瘤形成性増殖から瀰漫性増殖に変



化し、転移形成能も促進した。二光子励起顕
微鏡でこのクローンの増殖、浸潤を形態学的
に解析したところ、一部癌細胞が紡錘形に形
態変化し、その周囲に著明な間質反応を伴っ
ていることが確認できた。 
担癌マウス(肝転移モデル)に抗癌剤である
CPT-11 を頻回投与(5 回以上)後の遺残(治療
抵抗性)大腸癌細胞を TPLSM にて生体内イメ
ージングすると上記同様に一部癌細胞が紡
錘形に形態変化していた(Figure 7)。 
大腸癌幹細胞様クローンを用いた同所性移
植モデルの検討は十分に遂行することが出
来なかった。また、アゾキメタン(AOM)とデ
キストラン硫酸(DSS)によるマウス大腸発癌
モデルを用いた発癌過程における癌-間質反
応の生体内可視化も十分に検討することが
できず、今後の課題である。 
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