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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現を制御している epigenetic 修飾に着目し、癌幹細胞の抗

癌剤抵抗性の機序解明と治療効果増強作用につき研究した。１.抗癌剤とヒストン脱アセチル化

酵素(HDAC)阻害剤の併用効果：複数の癌細胞株で単独治療と比べ併用療法で相乗効果が得られ

た。2. HDAC 阻害剤による癌幹細胞の分化誘導：癌幹細胞に HDAC 阻害剤を加えることで 

EpCAM 等の癌幹細胞マーカー発現が減弱した。3. DNA マイクロアレイによる機序解明：抗癌剤

単独と HDAC 阻害剤と抗癌剤の併用群での遺伝子発現パターンを比較し 43 個の関連遺伝子を同

定した。ネットワーク解析にて候補遺伝子を絞り込んだ。 

 
研究成果の概要（英文）：We investigated the significance of epigenetic modulation of the 

effects of anticancer agents on cancer stem cells. We found that combination therapy of 

anticancer agents and histone deacetylase inhibitor (HDACi) markedly reduced cancer cell 

viability compared to that of each single agent alone. We confirmed that HDACi induced 

cell differentiation of cancer cell lines in terms of stemness genes and cancer stem cell 

markers. Finally, we identified the candidate genes, which might be responsible to the 

synergistic effects of HDACi, using a DNA microarray analysis and a gene network 

analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

われわれは消化器癌の癌幹細胞(SP 細胞)を

flow cytometry を用いて分離し、遺伝子発現
の特徴を non-SP 細胞と比較した（Stem Cells 
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24:506, 2006）。これら遺伝子発現の相違に
関しては不明な点が多いが、少なからず
epigenetic 修飾が関与している可能性が考
えられる。 

epigenetic 修飾と幹細胞に関しては、脂肪組
織由来幹細胞を膵島細胞に分化させる際に
HDAC 阻害剤を添加することで脂肪幹細胞を
内胚葉成分に分化させるといった実験や
(Stem cell 27:1941, 2009)、胚細胞癌で HDAC
阻害剤を加えると Oct4 や Nanog といった
stemness gene の発現が減少し各胚葉のマー
カーが出現するといった報告がある(Cancer 
Res 69:5716, 2009)。したがって、癌幹細胞
おいても同様に epigenetic 修飾による
stemness の獲得や制御の可能性が考えられ
るが、これまで癌幹細胞の epigenetic 修飾
に焦点を当てた研究は少ない。 
 

２．研究の目的 

一般に、癌幹細胞研究の多くは癌の治療抵抗
性を克服することを目的としている。われわ
れは epigenetic 修飾の癌幹細胞への関与を
包括的に解析し、その modulation を行うこ
とで癌幹細胞治療(治療抵抗性解除)につな
がるか否かについて検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 

1) 抗癌剤とヒストン脱アセチル化酵素
(HDAC)阻害剤の併用効果：① 胆管癌細胞株
(HuCCT1)を用いて抗癌剤(Gemcitabine: GEM)
と HDAC 阻害剤(valproic acid:VPA)の併用効
果を MTT assay にて評価した。② HuCCT1 と
膵癌細胞株(SUIT-2)を用いて抗癌剤(5-FU)

と VPA の併用効果について評価した。 
2) HDAC 阻害剤による癌幹細胞の分化誘導効
果：① Cancer sphere の作製：ヒト大腸癌細
胞株(HCT-116)を用いて癌幹細胞の特徴を有
するとされる Cancer sphere を特殊培養環境
下にて作製した。② VPA の stemness gene 発
現への影響：肝癌細胞株(HepG2, PLC/PRF-5)
において、Oct4, Nanog, SOX2, CXCR4 遺伝子
発現を RT-PCR 法にて評価した。 
3) DNA マイクロアレイを用いた網羅的遺伝
子発現解析による機序解明：HuCCT1 を用いて、
GEM 単独と VPA と GEM の併用群での遺伝子発
現パターンを GeneSpring GX11 を用いて比較
した。さらに Ingenuity pathway analysis
を用いた遺伝子ネットワーク解析を行った。 
 
４．研究成果 
1) 抗癌剤とヒストン脱アセチル化酵素
(HDAC)阻害剤の併用効果：① HuCCT1 を用い
た検討にて、GEM:5nM と VPA:0.5mM は各々単
独では効果を認めないがこれらの併用によ
り有意な細胞増殖抑制効果を認めることを
確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② HuCCT1 と SUIT-2 を用いた検討にて、
5-FU:1.0MとVPA:0.5mMは単独では効果を認
めないが、これらの併用により有意な細胞増
殖抑制効果を認めた。したがって抗癌剤にエ
ピジェネティック修飾を目的とした VPA を併
用することで抗癌剤感受性が増強すること
が考えられた。 
2) HDAC 阻害剤による癌幹細胞の分化誘導効
果：① Cancer sphere の作製：ヒト大腸癌細
胞株(HCT-116)を用いた検討にて、Cancer 
sphere は、Oct4, Nanog, Bmi-1 などの幹細
胞特異的遺伝子(stemness gene)や CD44, 
EpCAM などの癌幹細胞マーカーを高発現して
いることを確認した。また、Cancer sphere
の形態は、VPA を培養液中に加えることで濃
度依存性に徐々に崩れ、通常培養の細胞集団
（癌幹細胞の特徴を有さない）へと変化した。
さらに、Oct4, Nanog, Bmi-1 遺伝子発現を
RT-PCR 法にて評価した結果、VPA 投与により
有意に発現低下を認め癌幹細胞としての性
質を失いつつあると考えられた（平成 22 年
度）。 
平成 23 年度には、ヒト肝癌細胞株を用いて



 

 

Cancer sphereを作成し、以下の結果を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cancer sphere は、Nanog,Oct4, SOX2, CXCR4, 
などの stemness gene を高発現していること
を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、Twist, p16, Claudin 4 などの
epithelial mesenchymal transition (EMT)
マーカーや Sirt 1, Sirt 3 などの aging gene
などの発現変化も確認し、親株と Cancer 
sphere との遺伝子発現の違いについてその
特徴を明らかにした。 
 
② VPAの stemness gene発現への影響：Oct4, 
Nanog, SOX2, CXCR4 遺伝子発現を RT-PCR
法にて評価した結果、VPA(HDACi)を投与す
ることにより容量依存性に有意にそれぞれ
発現低下を認め、癌幹細胞としての性質が
減弱することを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3) DNA マイクロアレイを用いた網羅的遺伝
子発現解析による機序解明：HuCCT1 を用いて、
GEM 単独と VPA と GEM の併用群での遺伝子発
現パターンを GeneChip Human Gene 1.0 ST 
Array (Affimetrix)を用いて比較、すなわち
VPA 併用いよる遺伝子発現への影響を網羅的
に解析した。Fold change２倍以上、P<0.05
の条件で関連遺伝子を抽出したところ、37 個
の up-regulated 遺伝子(ANKRD1, ANKRD22, 
CPM, LRRC49, CALB2, SERPINB7, CCDC88A, 
IQGAP2, CAMK4, ENPP1, PRKAR2B, SGCE, 
LRRCC1, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB3, 
HLA-DPB1, SELL, PLCE1, CNTN1, ARHGDIB, 
SILV, PHOSPHO1, PSG4, ATP6V1C2, MBOAT2, 
CALCRL, SPP1, SEPP1, SSBP2, CTGF, TSPAN13, 
PEG10, CD274, TSPAN7, FHL1, TMPRSS11E)と
6 個の down-regulated 遺伝子(HIST2H2BE, 
DPEP1, LGALS9, ABCA12, LCN2, NMI)の合計
43 個の関連遺伝子を同定できた。さらに
GeneSpring GX11.5(Agilent)を用いて Gene 
ontology を検索した後に、IPA による遺伝子
ネットワーク解析の結果、併用による効果増
強に HLA-DRA の発現増強や LGALS9 の発現低
下が関与している可能性が確認できた。また、
HLA-DRA 遺伝子発現については、RT-PCR 法に
て DNA マイクロアレイ解析結果の検証も可能
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のごとく、抗癌剤とヒストン脱アセチ
ル化酵素阻害剤を併用することで癌幹細胞
の分化誘導が可能となり、抗癌剤抵抗性が
解除できる可能性が示された。さらに、DNA
マイクロアレイ解析にて、その分子機序に
関与する遺伝子ネットワークを同定できた。 
 
【今後の展望】 
究極の目的は癌の根治であり、臨床的立場か
らも in vivo での抗腫瘍効果の確認がまず必
要である。In vitro での実験結果と同様に抗
癌剤の効果をエピジェネティック修飾（ヒス
トン脱アセチル化酵素阻害剤など）により効
果増強が可能であることを検証する必要が
ある。しかし、さらなる効果増強のためには
分子機序の解明が不可欠である。われわれは、
in vivo 実験を進めるとともに、もうひとつ
のエピジェネティック修飾であるメチル化
の関与の解明を進めている。具体的には、癌
細胞株の親株と癌幹細胞のメチル化状態を
網羅的に評価するために DNA メチレーション
アレイ(Infinium HumanMethylation450 
BeadChip)解析を進めている。 
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