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研究成果の概要（和文）：一つのがんの中のがん細胞は、均一で安定した性質を持つのではなく、すぐに変わる
いろいろな性質を持つ。患者がん組織からがん細胞を培養する方法が進歩し、そのような性質を試験管内で調べ
られるようになった。この研究では、大腸がんは単細胞と２－４細胞からなるクラスターでは違った性質を示
し、その性質の差はNotchシグナルによって分子レベルでコントロールされていることを明らかにした。増殖し
ないがん細胞クラスターの亜集団は抗がん剤に耐性があり、特定の条件下では再増殖することができる。この耐
性細胞を標的とした治療法を開発することが重要である。

研究成果の概要（英文）：Cancer cells within a single cancer do not have uniform and stable 
properties, but rather a variety of quickly changing properties. Advances in methods for culturing 
cancer cells from patient cancer tissue have made it possible to examine such properties in vitro. 
This study revealed that colorectal cancer cells exhibit different properties in single cells and in
 cell clusters composed of 2-4 cells, and that these differences in properties are controlled at the
 molecular level by Notch signaling. Subpopulations of non-proliferating cancer cell clusters are 
resistant to anticancer drugs and can repopulate under certain conditions. It is important to 
develop therapies that target these resistant cells.

研究分野： がん細胞の生物学、がん細胞の培養、治療薬の開発

キーワード： がん　多様性　可塑性　増殖　薬剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究では、単細胞と少数の細胞からなるクラスターとでは異なる性質を示すことを明らかにした。これま
で、転移の単位は単細胞と考えられてきたが、細胞集団としてがんから離れたクラスターが大きな役割を果たし
ていることが明らかになった。また、転移のみならず、治療後に残存するがん細胞がクラスターとして残る場
合、同じようなことが起こっている可能性がある。試験管内でこのような現象を再現するモデルができたこと
は、転移の予防や抗がん剤治療の補助療法の開発につながる。

※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 

正常組織において、ダメージ後に幹細胞が活性化することは、肝障害後の肝再生や、組織損

傷部位の上皮による被覆など、広く観察される現象である。がんでも同様の現象が起きること

は想像に難くない。つまり、治療行為による三次元構造の破壊はがんの増殖や幹細胞性を促進

している可能性があり、治療効果は細胞傷害性と誘導される幹細胞活性化の差分として現れて

いる可能性がある。我々はこれまでに、がん患者検体から純化したがん細胞を効率よく初代培

養する技術である Cancer Tissue-Originated Spheroid (CTOS) 法を開発した。CTOS 法で調製

したオルガノイドは元の腫瘍の性質を良く保存している。これまでに機械的破砕、低酸素、放

射線などのストレスにより、がんオルガノイドで幹細胞性が増強すること、小細胞塊の機械的

破砕や放射線照射では Wnt の活性化が重要であることを明らかにしている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、がん組織を再生臓器と捉え、三次元構造の破壊とその再生時におこるがん細胞

の幹細胞化が、増殖や治療抵抗性を増強する分子機構を明らかにすることを試みた。特に、少

数の細胞が集団として母集団から離脱したもの（クラスター）に焦点を当て、まず幹細胞化に

関与する三次元構造物内の細胞間コミュニケーションの分子基盤を明らかにし、さらにダメー

ジを受けた細胞そのものではなく、三次元構造の破壊を感知して非ダメージ細胞が幹細胞化す

るという仮説を検証した。 

 

３．研究の方法 

我々の開発したがん三次元培養法を用いて、オルガノイド構成細胞の単一細胞あるいは少数

の細胞からなるクラスターのスフェロイド形成能と増殖能を同時に解析する clonogenic assay

法を確立した(図, Coppo 2023 STAR Protocols)。 

 

 

 



図１ 単一細胞およびクラスターの増殖表現型を追跡するための細胞培養システム 

（A）単一細胞由来・クラスターのスフェロイド形成増殖アッセイの模式図。(B）単細胞に解離

し、セルストレーナーで濾過した後の大腸がん細胞の代表的な位相差画像。スケールバー＝100mm。

(C）384 ウェルプレートへ単一細胞とクラスターからなる懸濁液をプレーティングする(D)単細

胞あるいは単クラスター由来スフェロイドの経時的増殖。スケール bar = 100 mm。 

 

その他、免疫染色、遺伝子導入、感受性試験、免疫染色、ウエスタンブロッティング、in situ 

hybridization はこれまでに報告した方法に従って行った。 

 
４．研究成果 

三次元構造破壊とその再生による幹細胞活性化シグナルを解析するために、我々の開発した

がん三次元培養法を用いて、オルガノイド構成細胞のスフェロイド形成能と増殖能を同時に解

析する clonogenic assay 法を確立した。この assay 法により、大腸がんオルガノイドは細胞死

する細胞、細胞死しないがほとんど増殖しない(poorly growing: PG)細胞、増殖する細胞で構成

されていることを明らかにした。さらに、増殖する細胞の増殖能には広い幅があり、小さなスフ

ェロイドを形成する(Small spheroid forming: S)細胞と、大きなスフェロイドを形成する

（large spheroid forming: L）細胞で構成されていた（図 2）。クローニングした S-細胞は小

スフェロイドのみを形成（Sパターン）し、L-細胞は小さなスフェロイドと大きなスフェロイド

の両方を形成（Dパターン）した。どちらも造腫瘍能があり、様々な外因性トリガーによって S-

細胞は S パターンから D パターンへ移行した。特に Notch シグナルと Musashi-1 が重要な役割

を果たしていた。以上の成果を論文発表した（Coppo 2023 iScience）。 

がん細胞クラスターは単細胞よりも転移能が高いことから、がん細胞クラスターは単細胞と

は異なる生物学的性質を持つことが示唆される。腫瘍塊から新たに形成される de novo がん細

胞クラスターの性質は、ほとんど知られていなかった。確立した clonogenic assay 法を応用し

て、オルガノイドから調製した直後の単細胞から 4 細胞までのクラスターの成長パターンを追

跡した。Notch シグナルは、単細胞と比較して小クラスターでは解離直後に強く活性化され、

Notchシグナルの阻害はPGスフェロイドの割合を著しく増加させた。PGスフェロイドはin vitro

の細胞外基質包埋条件ではごく少数しか増殖しなかったが、PG スフェロイド由来の異種移植腫

瘍は、未処理のスフェロイドに匹敵する増殖率を示した。つまり、in vitro では de novo クラ

スターの増殖運命の決定に Notch シグナルは必要であるが、皮下移植の条件では必要ではない

ことが明らかになった(論文 in revision)。 



図 2 単一細胞およびクラスター生成時の Notch シグナル活性化 

(A) 単一細胞由来・クラスターが形成された後の経時的な NICD ウエスタンブロッティング (B）

Notch 下流遺伝子の経時的な RT-PCR (C）単細胞とクラスターの分取 (D) 単細胞とクラスター

の NICD ウエスタンブロッティング 

 

また、抗がん剤と Notch シグナル阻害剤を併用したところ、抗がん剤暴露後の再増殖は in 

vitro では抑制されたが、in vivo では抑制されなかった。このことは、Notch シグナルを阻害

したクラスター由来のスフェロイドは、in vitro では増殖が抑制されたが、移植腫瘍は未処理

のスフェロイドに匹敵する増殖率を示したことと一致している。つまり、Notch シグナルの阻害

を克服する何らかのメカニズムが in vivo の腫瘍に存在することが示唆された。In vitro で血

管内皮細胞の培養上清で刺激すると、直ちに増殖運命の転換が起こったことから、血管内皮細胞

が in vivo での Notch シグナル阻害の抵抗性に関与している可能性があり、現在解析を進めて

いる。 

化学療法で誘発される増殖運命の転換は、細胞ダメージそのものではなく、周囲の細胞が細胞

死することが、島状に残ったクラスターの細胞にアラームとして発動し、幹細胞性を誘導すると

いう仮説を検証するために、オルガノイドに誘導型自殺遺伝子 iCaspase9 を導入し、特異的に細

胞死を誘導できるようにした細胞を、parent cellと混合してオルガノイドを再構成させたのち、

遺伝子操作した細胞のみに細胞死を誘導した。細胞死を誘導された細胞が速やかにオルガノイ

ドから排除され、クラスターとして残存する過程を動画撮影で確認した。細胞死の誘導で、残存

細胞に一過性に Notch シグナルが活性化することを確認した。しかし、残存細胞で S-パターン

から D-パターンへの増殖運命の転換は起こらなかった。つまり、増殖運命の転換に Notch シグ

ナルの活性化は必要であるが十分ではなく、残存細胞自身が受ける化学療法の影響が増殖運命

の移行に必要であることが示唆された。 
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