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研究成果の概要（和文）：  

我々は難治性癌の中にプロテアソーム活性に依存しない少数の癌細胞集団が内在することを見
出した。本研究では その可視化システムを構築し、手術臨床検体および培養癌細胞へ導入した。
その結果、プロテアソーム活性が低い Ghigh分画を確認し、Ghighの非対称性分裂により Glowが生
じるが、低酸素下では Ghighの対称性分裂が活発化し抗癌剤耐性を獲得すること、低酸素誘導因
子阻害剤により抑制されることを見出した。Ghighは細胞内 ROS が低値であり、GhighROSlow分画が
特徴的な幹細胞性遺伝子シグネチャーを持ち、マクロファージ遊走を伴う高転移能を示すこと、
臨床検体における GhighROSlow遺伝子シグネチャーが術後再発予測に役立つことを明らかとした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the aggressive malignancies mainly due to the recurrence and/or 
metastasis even after curative resection. There is emerging evidence that tumor metastasis and recurrence might 
be driven by a small subpopulation of stemness cells, so-called cancer stem cells (CSCs). Previous 
investigations revealed that glioma and breast CSCs were found to exhibit intrinsically low proteasome activity. 
It was reported that breast CSCs contained lower level of reactive oxygen species (ROS) than corresponding 
non-tumorigenic cells. We visualized two stem cell features, low proteasome activity and low intracellular 
ROS in HCC cells. We used two-color FACS sorting to isolate the cells with these stem cell features. A visualized 
small subpopulation of HCC cells demonstrated asymmetric divisions. Their remarkable tumorigenicity in NOD/SCID 
mice suggested the cancer initiation potential of the HCC CSCs. Comprehensive gene expression analysis revealed 
that chemokine-related genes were upregulated in the CSCs subpopulation. Our identified HCC CSCs facilitated 
the migration of macrophages in vitro, and demonstrated the metastatic potentials with recruitment of 
macrophages in vivo. In the patients after curative operation for HCC, the CSC-specific gene signature in the 
liver microenvironments has a significant correlation to the recurrence. The monitoring system of the stem 
cell features is a promising tool to analyze the in vivo significance of CSCs microenvironments in human HCC. 
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１．研究開始当初の背景 

従来の癌研究は、主に培養細胞による解析が
中心であったが、生体内では「がん」という
疾患は癌細胞と宿主との相互関係にあり、微
小環境、宿主反応を含む より多くの分子が
複雑に作用すると考えられている。即ち、疾
患としての癌-宿主相互関係を包括的に解析
するためには、組織を用いた臨床研究が高い
プライオリティを持つことを示している。癌
細胞の特徴として一般にプロテアソーム活
性に依存し高活性状態にあるが、我々は臨床
検体の解析によって難治性癌の中にプロテ
アソーム活性が極めて低下した少数の癌細
胞集団が内在することを見出した。最近、
dormant な癌幹細胞はプロテアソーム活性に
依存しないことが報告されている。本研究で
は、この特性に基づいて「がん」の難治性メ
カニズムの本態を解析する。 
 

２．研究の目的 

難治性癌の特性を可視化することによって
基礎的解析を行ない、臨床的意義を解明する
ことを目的としている。 

(1)難治性可視化システムによる癌細胞の基
礎的解析 
難治性癌に認められるプロテアソーム活性
低下を可視化し、in vitro での細胞動態を解
析し、分子生物学的意義を検証する。 
(2)難治性可視化癌細胞の生物学的解析と臨
床的意義の解明 
難治性可視化癌細胞の生体内動態を解析す
る。消化器癌の臨床検体を用いて生物学的意
義を検証し、先端的治療開発へ展開する。 

 

３．研究の方法 

難治性癌の可視化システムによる基礎的解
析および臨床的解析の二面から先端的治療
へ展開することを特徴とする。可視化システ
ムによる (I) 癌幹細胞の動態解析、(II)幹
細胞性の維持メカニズム解析、(III)抗癌剤
耐感受性解析、(IV)転移・播種モデルにおけ
る局在と転移ニッチ機構の解析を行なう。同
時に、得られた基礎データを臨床検体で検証
し、先端的治療開発へと展開する。 
 
４．研究成果 
癌細胞の特徴として genetic instability に
よる proteotoxic stress が高く(Aihara, 
Tanaka et al. J Hepatol 2010)、一般にプロテ
アソームが高活性状態にあるが、未分化幹細
胞では dormancy に保たれプロテアソーム活
性が低下している。我々は難治性癌が幹細胞
性を示し(Murakata, Tanaka et al. Ann Surg 
2011)、プロテアソーム活性に依存しない少数
の癌細胞集団が内在することを見出した。プ
ロテアソーム活性低下に伴い 緑色蛍光を発

する可視化システムを構築し (Adikrisna, 
Tanaka et al. Gastroenterology 2012)、肝細胞
癌の手術臨床検体およびヒト肝癌培養細胞
へ導入した。その結果、臨床検体および培養
細胞において、肝癌細胞全体の約 0.5％にプ
ロテアソーム活性が低いGhigh分画の存在を確
認した。Ghigh の非対称性分裂により Glow が生
じること、Glow からは Ghigh が生じないこと、
Ghigh は Glow に比べ細胞分裂が遅延することを
確認した。低酸素条件下の長期培養により、
Ghigh 細胞比率は 14 日間で 0.5%→28.0%へ上
昇を認めた。疑似低酸素条件下では Ghigh肝癌
細胞の対称性分裂が活発となり Ghigh 比率が
6.51％に上昇し抗癌剤耐性を獲得すること、
低酸素誘導因子阻害剤によって特異的に抑
制されることが明らかとなった。活性酸素種
(reactive oxygen species; ROS)と発癌の高
い 相 関 を 見 出 し た が (Tanaka et al. 
Hapatology 2011)、Ghigh細胞は細胞内 ROS 濃
度が有意に低値であることを見出し、
GhighROSlow 細胞分画をソーティングして解析
した。また DNA マイクロアレイ解析により、
GhighROSlow 肝癌細胞で特徴的な幹細胞性遺伝
子シグネチャーを持ち、特にケモカイン・ネ
ットワークの亢進を検出した。ヒトマクロフ
ァージ培養細胞を用いた解析により、
GhighROSlow 肝癌細胞が高いマクロファージ遊
走作用を呈することを証明した。GhighROSlow

肝癌細胞は NOD-SCID マウスにおいて高い腹
腔転移能を示し、生体内でもマクロファージ
の集簇を認めた。さらに肝細胞癌の臨床検体
における解析によって、GhighROSlow肝癌細胞の
遺伝子シグネチャーが術後再発と極めて高
い相関を示すことを明らかとした(Muramatsu, 
Tanaka et al. Hepatology in press)。現在、本
システムを用いた癌幹細胞特異的な分子標
的治療を開発し、特許出願中である(特願
2012-227496)。 
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