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研究成果の概要（和文）：大腸癌や肝臓癌などの「固形癌幹細胞」に対して、新しいRP技術の開発導入等により、治療
感受性を格段に増感させ、細胞死を誘導すると共に、免疫担当細胞（樹状細胞[DC]、ナイーブT細胞等）の宿主細胞に
二次的癌化の回避等に配慮した新技術マイクロRNA及びセンダイウイルスによる直接RPを用い、癌幹細胞に対して攻撃
する革新的・低侵襲の癌治療法の開発を行うことを目的として研究を実施した。癌細胞のリプログラミングに関して必
要な条件を明らかにした。また宿主側の因子に対してはリンパ球のリプログラミング技術を応用した。将来の臨床試験
に向けて基盤構築した。

研究成果の概要（英文）：By utilizing small compounds, we examined the effects of cellular reprogramming, w
hich is supposed useful to suppression and eradication of human intractable malignancies including gastroi
ntestinal cancers. Our data indicated that it is possible to reprogram cells to pluripotency by direct tra
nsfection of double-stranded miRNAs as a combination for immune cells ,too. It holds significant potential
 for biomedical research and regenerative medicine. We examined the underlying mechanism of synthesized, o
r virus-mediated miRNA-based reprogramming and the possible application for cancer cell reprogramming as a
 novel therapeutic approach. It is expected that pharmacogenomics of targeting reprogramming machineries s
ensitize cancer cell populations that were largely refractory to conventional chemotherapy. These novel ap
proaches are beneficial for cancer research and may open an avenue to clinical treat gastrointestinal canc
ers that are difficult to cure.
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１．研究開始当初の背景 
癌はゲノム異常を本態とする疾患であり、そ
れと同時に独特の幹細胞システムを基盤に
多様性（Heterogeneity）に富む。治療成績
向上のためには、癌の発生、進展および治療
感受性に関わる生命現象を解明し、画期的な
疾病制御法を開発することが治療成績の向
上に繋がる。（１）『癌ゲノム』：1960 年代に
は DNA 螺旋構造の発見、1980 年代の遺伝
子組み換え技術の進歩、1990 年代の癌遺伝
子（K-ras 等）・癌抑制遺伝子（TP53,APC 等）
の発見、2001 年のヒトゲノムプロジェクト
による基本地図の完成と、それに引き続く網
羅的オーミックス解析、さらには次世代リ・
シークエンスによる全ゲノム情報の包括的
理解と、過去 50 年間で長足の進歩を遂げた。
申請者らは科研費（本申請前の基盤研究[代
表]・他分担）の補助により癌関連遺伝子研究
を 進 め た （ Cancer Cell,Cancer Res. 
Oncogene,Ann. Surg. Oncol.等過去５年間で
30 本余に報告）。（２）『癌幹細胞』：1932 年
頃のウイルス発癌の研究に端を発し、胚性幹
[ES]細胞および体性幹細胞の遺伝子操作・分
離（FACS）技術の進歩、移植実験用免疫不
全動物の整備により、1997 年に癌幹細胞
（CSC）が造血器腫瘍で初めて報告された
（Nat Med 1997）。2006年私達は消化器癌
CSC を初めて報告し（Stem Cell 2006）、
最も治療抵抗性であるCD13+CSC の機能を
解明した（JCI 2010）。この癌幹細胞の研究
は、科研費（萌芽研究の分担）および厚生科
研 3 次がん（落谷班[連携]）に依った。（３）
『癌細胞のリプログラミング』：2006 年に京
都大学  山中伸弥教授の人工多能性幹
(Induced pluripotent stem[iPS] cells)細胞の
樹立に成功した。私達は、独自に癌細胞に体
細胞リプログラミング技術を応用し、癌細胞
のリプログラミング誘導に伴い癌細胞に生
じた癌抑制遺伝子プロモーターの異常メチ
ル化を正常型に復帰させ、エピジェネティッ
クを介して治療感受性を格段に増感、造腫瘍
性を喪失させることが可能であることを発
見した（PNAS 2010; BBRS 2010; Ann. Surg. 
Oncol.2009）。以上の背景を基に消化器癌の
癌幹細胞と宿主細胞の再プログラムを基軸
とした革新的新規治療法開発のための基盤
創出を行う。 
 
２．研究の目的 
固形癌幹細胞は周囲の微小環境（ニッチ）中
に半休眠状態で生存し、そこから大量の娘が
ん細胞が発生する。現行の治療法では娘がん
細胞のみを殺して副作用が増強し、残存する
微量がん幹細胞から再発・転移が発生する点
が問題である。近年、iPS 技術を応用した新
しいリプログラミング（RP）技術の開発等に
より、細胞の性質を根本から大きく変換させ
ることが実現可能となってきたため、これら
革新的新技術を応用し、画期的ながん治療研
究開発を促進し、臨床応用に向けて基盤を構

築する。本研究の目標は、大腸癌や肝臓癌な
どの「固形癌幹細胞」に対して、新しい RP 技
術の開発導入等により、治療感受性を格段に
増感させ、細胞死を誘導すると共に、免疫担
当細胞（樹状細胞[ D C ]、ナイーブ T 細胞等）
の「宿主細胞」に二次的癌化の回避等に配慮
した新技術（マイクロ RNA[特許申請中]、お
よびセンダイウイルスによる直接 RP）を用
い、癌幹細胞に対して攻撃する革新的・低侵
襲の癌治療法の開発を実施する。 
 
３．研究の方法 
近年、新しいリプログラミング技術の開発等
により、細胞の性質を根本から大きく変換 
させることが実現可能となってきた。これら
革新的新技術を応用し、画期的ながん治療研
究開発を促進し、臨床応用に向けて基盤を構
築する。以下の２つのアプローチ（癌幹細胞
と腫瘍周辺宿主細胞）で有効に腫瘍を攻撃す 
るための基盤を構築する。 
●大腸幹や肝臓幹などの「固形癌幹細胞」に
対して、新しいリプログラミング技術の開発
導入等により、治療感受性を格段に増感させ、
細胞死を誘導する。 
●樹状細胞等の「宿主細胞」に二次的癌化の
回避等に配慮した新技術を用い、癌幹細胞に
対して攻撃する革新的・低侵襲のがん治療法 
の開発を行う。 
この目的達成のために、特に、二次的癌化の
回避に配慮した新技術として、マイクロ R N A 
による直接 R P の基盤研究を実施し、ゲノム
挿入変異がない RP を実現する。私達は、消
化器癌幹細胞（CSC） 
を初めて発見し（Stem Cell2006）、高精度に
精製するための分子マーカー群を同定した
（Ann.Surg.Oncol.2008）。本研究準備段階と
して、（１）治療抵抗性CSCの標識分子CD13 の
同定 [ 治療抵抗性の CSC は 特徴的に
CD13+CD90-であり、CD13 分子のアミノペプチ
ダーゼ N 酵素活性に依存して、細胞内の活性
酸素(ROS)スカベンジャー回路を介して低
ROS・低細胞死・高 DNA 修復の環境にあるこ
とを示し、静止期 CSC という新しい概念を提
唱した（JCI,2010；特許取得）]；（２）消化
器癌細胞が RP により治療感受性を獲得する
機構を究明[20 種類の消化器癌細胞に
c-Myc,Sox2,Oct3/4,Klf4 の４因子及び癌抑
制遺伝子をレトロ・レンチウイルスベクター
で導入して iPC(induced pluripotent stem 
cells)を誘導することにより、抗癌剤・分化
誘導剤への治療抵抗性を克服した（PNAS 
2010；特許取得）];（３）消化器癌細胞の RP 
を促進する因子の解明（低酸素、癌抑制遺伝
子ｐ53 欠損及び癌遺伝子 K-ras 変異）[悪性
度の高い癌で重要な因子である低酸素、
HIF2a、ｐ53 欠損、K-ras が、消化器癌細胞
の RP と治療感性の獲得を促進することから、
特に悪性度の高い癌の創薬標的となること
を明らかにした]。上記の準備状況を更に精
度の高い研究成果として継続するとともに、



以下の２つの柱を打ち立てて新しい治療技
術の確立を目指した基盤を構築する。 
①試験管内実験：上記より、「固形癌幹細胞」
に対して挿入変異を生じない新技術で RP を
実施し治療感受性を誘導することを目的と
して、本研究では、細胞株および新鮮臨床材
料から消化器癌幹細胞（CSC）（FACS による
マルチカラーCD13，CD90、Lgr5，CD24 分離）
を精製し、ゲノム挿入変異がないセンダイウ
イルス・合成オリゴマイクロ RNA による RP 
実験を実施。 
②動物実験：免疫不全マウス（NODSCID, 
uPANOG[uPATG/NODSCID/IL2RcgKO]；実験中央
研究所から共同研究で入手）の同所移植（肝
臓、回盲腸部）および異所移植（腎臓、皮下、
精巣上体）を実施、CSC は非 CSC に比して上
記 RP の効果が高い現象を研究。既知の癌遺
伝子群、癌抑制遺伝子群の（半）網羅的
PATHWAY 解析を qRCR、蛋白質から分子機構を
究明。 
 
４．研究成果 
（1）「消化器癌幹細胞( C S C )」に対して、
新しいリプログラミング( R P ) 
難治度が高い消化器癌として膵臓癌及び転
移性大腸癌の癌幹細胞に対して革新的なリ
プログラミング技術を開発した。試験管内実
験として、FACS によるマルチカラー展開を行
い癌幹細胞を濃縮して、ゲノム挿入変異がな
いセンダイウイルス及び合成オリゴマイク
ロ RNA による実験を実施した。その結果 ES
用遺伝子の発現が上昇し細胞表面マーカー
もiPS細胞と類似するレベルで発現上昇した。

薬剤感受性試験の結果、抗癌剤及び分化誘導
に対する感受性が増加した。さらに、動物実
験として免疫不全マウスに対して同所移植
及び異所移植を実施したところ、造腫瘍性が
減弱した。腫瘍から採取した組織から遺伝子
の網羅的 PATHWAY 解析を実施した結果、細胞
リプログラミングが起こっていることが明
らかとなった。 
 
（2）ゲノム変異のないマイクロ R N A 単独
による R P 
高精度の誘導条件として細胞培養溶液中か
らTGFβ蛋白質を除去する方法及びES用誘導
培地による方法等が、有効であることが明ら

かとなった。さらに複数回の繰り返し導入法
の基盤技術を整備した。またクローンバリエ
ーションとして体細胞レベルの解析を実施
し、ばらつきを最小にする技術を開発した。
さらにバイオインフォマティックスによる
解析を進め、オミックスの数理的統計的解析
による正確予測の基盤技術を整備した。 

 
（3）センダイウイルス・マイクロ R N A 単
独による免疫担当細胞の R P 
合成オリゴマイクロRNA によるES とiPS で
発現し脂肪由来細胞 ADSC で発現していない
マイクロ RNA 群を抽出、Nanog プロモーター
GFP トランスジェニックマウスから作成し
た ADSC に導入、GFP 発現を指標としてスク
リーニング、その結果、３つのマイクロ RNA 
群（mir-200c,mir-302, mir-369）を抽出、
ヒト・マウス ADSC およびヒト・マウス線維
芽細胞において３つのマイクロ RNA 導入に
より ES 用遺伝子群の発現および免疫染色が
誘導され、誘導された m i P S からは、アル
ブミン（内胚葉）、Sma（中胚葉）,Tubb3（外
胚葉）,Gfap（外胚葉）の分化が誘導可能で
あった。網羅的な遺伝子解析を試みても miPS 
は iPS や ES と類似した発現パターンを示し
た。宿主細胞のリプログラミングとして免疫
担当細胞から標的 TCL を分離精製し、難治性
消化器癌の癌幹細胞に照準をあてた特異的
抗腫瘍能誘導を実験し、基盤技術を整備した。
関連知的財産取得は着実に進捗している。 
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