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研究成果の概要（和文）： 
近年，がん組織中にがん幹細胞が発見され，その起源の一つとして幹細胞のがん化が指摘さ

れている．本研究では，強力な発がん物質である 7,12-ジメチルベンズ(a)アントラセンがマウス
胚性幹（mES）細胞に対して引き起こす DNA 損傷や異物代謝酵素誘導，未分化状態への影響
を検討した．その結果，mES 細胞は発がん物質の標的となること，DNA 損傷により増殖停止・
分化誘導されることが示唆された．この分化誘導は，異常な幹細胞を排除するという幹細胞防
御機構の一つであると考えられる． 

 
 

研究成果の概要（英文）： 
There are several reports suggesting that the target of certain carcinogens would be tissue stem cells.  

To develop a model system assessing carcinogenic activity of chemical compounds in stem cells, we 
determined chemical-induced DNA damage in murine embryonic stem (mES) cells as well as the 
expression of xenobiotics-metabolizing enzymes (Cyp1a1 and Cyp1b1) and undifferentiation markers 
(Sox2, Nanog, Oct3/4, Dppa5 and alkaline phosphatase ALP).  These patterns were compared with 
murine embryonic fibroblast (MEF), a representative differentiated cell to understand stem cell-specific 
responses.  DNA adducts were detected in a carcinogen 7,12-dimethylbenz(a)anthracene 
(DMBA)-treated cells.  The level was almost two times higher in MEF as compared with mES cells, 
indicating a good correlation with the expression magnitude of Cyp1b1, not Cyp1a1.  In mES cells, 
DMBA treatment suppressed the expression of well-known undifferentiation markers Sox2, Nanog, 
Oct3/4 and Dppa5, and decreased ALP-positive cells.  3-Methylcholanthrene-treatment in mES cells 
induced Cyps expression with no detectable DNA adduct formation and no down regulation of 
undifferentiation markers, indicating that DNA damage induced by DMBA would be responsible for 
disruption of stemness by which damaged stem cells are being eliminated.   
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１．研究開始当初の背景 

近年の幹細胞技術の発達に伴い，われわれ
は幹細胞を未分化な状態で維持培養するこ
とが可能になってきた．幹細胞は，自己複製

機関番号：３３９１９ 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：２０１１～２０１２ 

課題番号：２３７９０１６２ 

研究課題名（和文） ＥＳ／ｉＰＳ細胞を用いた幹細胞化学発がんメカニズムの解析 

                     

研究課題名（英文） Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃ ｍｅ

ｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ＥＳ／ｉＰＳ ｃｅｌｌｓ 

研究代表者  

岡本 誉士典（ＯＫＡＭＯＴＯ ＹＯＳＨＩＮＯＲＩ） 

名城大学・薬学部・助教 

   研究者番号：５０５１２３２３ 



 

 

能と分化能を特徴とする生体ホメオスタシ
ス維持には欠かせない細胞群である．例えば，
ヒトの組織が障害を受けた場合には，幹細胞
が増殖・分化することにより，新たな細胞を
供給することで，損傷部位を修復する．こう
した中，幹細胞の負の側面にも注目が集まっ
ている．同じ幹細胞でも「がん幹細胞」と呼
ばれる細胞群は，がん組織中に存在し，正常
幹細胞がわれわれの組織を修復するのと同
様に，抗がん剤あるいは放射線治療により損
傷を受けたがん組織を修復してしまうので
ある．これががんの再発および薬剤耐性化と
深い関連があるため，臨床的には「がん幹細
胞」を叩く薬剤の開発が進められている．し
かしながら，依然として「がん幹細胞」の由
来については明らかとされないままである． 

 
 

２．研究の目的 
これまでに多くの研究によって、がん化し

た幹細胞「がん幹細胞」ががんの不均一性・
転移・再発に関係していることが指摘されて
いるが，その由来については明らかとされて
いない．生体内各臓器には「組織幹細胞」が
存在しており，分化することにより生体のホ
メオスタシスを維持している．本課題では，
この組織幹細胞が発がんと直接関係してい
るかどうかを明らかとすることを目的とし
て，幹細胞の化学発がんメカニズムについて
解析し，幹細胞発がん物質の新規評価系を構
築する． 
 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養：mES 細胞として ES-D3 細胞株
（ACTT より購入）を用いた．mES 細胞はマ
ウス胚性線維芽細胞（MEF）上で培養した．
培地としては，15%代替血清および 2 mM グ
ルタミン，1%非必須アミノ酸，1%ペニシリ
ン-ストレプトマイシン，0.1 mM2-メルカプト
エタノール，1000 U 白血病抑制因子を含むノ
ックアウトDMEMを用いた．処理薬物には，
化学発がん物質である 7,12-ジメチルベンズ
(a)アントラセン（DMBA）およびその対象と
して 3-メチルコラントレン（3-MC）を使用
した． 
(2)32P-ポストラベリング法：薬物を処理した
mES 細胞からゲノム DNA を抽出した．抽出
DNA に対してマイクロコッカルヌクレアー
ゼおよびアルカリフォスファターゼを処理
後，ヌクレア－セ P1 でヌクレオシドレベル
まで分解した．この時，付加体を形成した核
酸塩基はヌクレアーゼ P1 に対して抵抗性を
示す．これに対して[γ32P]-ATP およびポリヌ
クレオチドキナーゼを処理することで，付加
体塩基特異的に 32P ラベルを導入する．この
サンプルをシーケンス電気泳動法により分

離し，放射活性からDNA付加体を定量した． 
(3)アルカリフォスファターゼ試験：mES 細胞
をアセトン溶液にて固定後，アルカリフォス
ファターゼ特異基質により染色した． 
(4)リアルタイム RT-PCR：トータル RNA から
cDNA を合成後，各種遺伝子特異的プライマ
ーを用いて遺伝子発現レベルを相対定量し
た． 
(5)アポトーシスの測定：TUNEL 試験により
アポトーシス陽性細胞の染色を実施し，蛍光
顕微鏡観察によりその割合や細胞コロニー
の状態を観察した． 
 
 
４．研究成果 

mES 細胞および MEF に対して化学発がん
物質である DMBA を処理した結果，両細胞
において用量依存的に DNA 付加体の生成を
確認した．その付加体レベルは mES よりも
MEF において高い傾向を示した．これは異物
代謝酵素の発現レベルの違いを反映してい
ると考えられる．DMBA 処理をすると mES
細胞のコロニーサイズが顕著に低下し，その
後，未分化の指標であるアルカリフォスファ
ターゼ陽性細胞が減少した．各種未分化マー
カー（Sox2，Nanog，Oct3/4 および Dppa5）
の発現レベルもまた，DMBA 処理濃度依存的
に変動したことから，mES 細胞は DMBA に
応答して細胞増殖を停止し， 終的に分化傾
向を示していると考えられる．また，コロニ
ーサイズが低下する条件下でさらに mES 細
胞を培養すると TUNEL 陽性細胞が観察され
た．一方，DMBA と類似構造だが DNA 付加
体形成の低い 3-メチルコラントレンを処理
した場合，このようなコロニーサイズの低下，
未分化マーカーの変動および TUNEL 陽性細
胞の増加は全く認められなかったことから，
これらの細胞応答は DNA 付加体形成によっ
て引き起こされていることが示唆される．し
たがって，DNA 付加体形成に応答して細胞周
期チェックポイント機構が関与して細胞増
殖を停止し，DNA 修復能力を上回る DNA 付
加体が形成された場合には未分化マーカー
の発現低下とアポトーシスを引き起こすも
のと考えられる．これは，幹細胞がストレス
状況下で自己を守るとともに，自ら幹細胞の
品質を管理するシステムの一端であると考
えられる． 
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