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研究成果の概要（和文）：小児がん検体の初代培養細胞42検体、細胞株23株を用いて、セルソーターにて、6検体から
幹細胞分画を濃縮した。分離した細胞をin vitroのコロニー形成能と腫瘍形成能を確認したところ、がん幹細胞分画と
考えられる細胞分画が得られたと考えられた。そこで、これらの細胞を一細胞解析（セロミクス解析）での網羅的蛋白
発現解析から特異的に発現する蛋白を約100程度抽出した。さらに、マイクロアレイや次世代シークエンサーにて遺伝
子変化や発現を検索した。これらのパスウェイ解析からドライバ―遺伝子3個を治療の分子標的候補として抽出した。

研究成果の概要（英文）：Using 42 primary tumor culture cells and 23 cell lines derived from childhood 
cancer, 6 cancer stem cell fractures were isolated by cell sorting. These separated cells have an in 
vitro colony formation capacity and an in vivo tumor formation one. Single cell analysis (Cellomics) of 
these cell revealed approximately 100 proteins upregulated by Mass spectrometry. Genomic aberration and 
gene expression were also analyze by microarray and next-generation sequencing. Pathway analysis of these 
data revealed 3 candidate driver genes as molecular targets in childhood cancer treatment.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 癌　遺伝子　ゲノム　マイクロアレイ　トランスレーショナルリサーチ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 小児腫瘍は胎児期芽細胞に由来し、乳児神
経芽腫、間葉性腎症、純胎児型肝芽腫など自
然退縮や化学療法不要な予後良好腫瘍があ
る一方，高頻度に再発する予後不良の一群が
あり、ラブドイド腫瘍、USC（未分化小細胞）
型は極めて高率に再発する。従来、マイクロ
アレイを用いたゲノム解析や遺伝子発現か
ら、後者の分子標的を探索してきたが、多彩
な異常が見られ標的の探索には限界がある。
一方、我々のテロメラーゼをマーカーとした
幹細胞研究から、前者は、プログラムされた
腫瘍細胞であり、後者はテロメラーゼが再上
昇することからプログラムから逸脱したが
ん幹細胞（Cancer stem cell）の存在が悪性
度を規定していた。さらに、本邦の大規模な
神経芽腫スクリーニング事業で予後良好な
腫瘍を数多く治療した結果予後不良な腫瘍
が減少したことを初めて報告し、小児がんは
正常芽細胞の分化異常によって予後良好な
腫瘍が発生し、その一部でプログラムを逸脱
したがん幹細胞が生じ予後不良腫瘍と変化
する経路が示された。そこで、正常幹細胞と、
予後良好腫瘍の幹細胞、予後不良腫瘍から得
たがん幹細胞の 3者で比較することで、小児
腫瘍の発生とさらにがん幹細胞を有する予
後不良腫瘍へ形質転換の鍵を握る変化が明
らかになる。できあがった腫瘍間の比較では、
多彩な細胞の集団であることや様々な変化
が生じていることから鍵となる変化にたど
りつくには限界がある。そこで、がん幹細胞
に焦点をあてて、広島大学が結集して開発し
た世界初の一細胞の蛋白解析法Cellomicsと
近年の Deep sequence 法を本研究に応用する
ことで、小児がんのがん幹細胞標的とした診
断と治療法への画期的成果が期待して施行
した。 
 
２．研究の目的 
小児腫瘍は胚細胞や芽細胞に由来し、発生

段階で分化異常を来した腫瘍の予後は良好
であるが、異常ながん幹細胞が存在する腫瘍
は化学療法抵抗性で高頻度に再発する。本研
究では後者からがん幹細胞分画を分離し、前
者由来の分化異常細胞、正常幹細胞の 3者を
対象として「ゲノミクス」で網羅的遺伝子異
常、発現解析に加えて、ディープシークエン
スによる全ゲノム解析を行った、さらに、セ
ロミクスにて一細胞レベルの網羅的蛋白解
析でがんの発生・進展機構の解明を試みた。 
上記で得た分子標的への薬剤の有効性と

安全性を、臨床検体を用いた一細胞解析によ
るセルテスティングシステムと、アニマルテ
スティング（動物実験）にて検証し、小児腫
瘍の新規治療法開発とオーダーメイド医療
の基盤とすることを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
既に病理分類と予後調査が完了した臨床

例約 500 の神経芽腫と、250 例の肝芽腫、50

例の腎芽腫を含む約 1,000 の検体のうち、治
療前の初代培養にて腫瘍細胞のみ選別され
ている 140 検体と樹立株 23 株と、これらが
由来した凍結保存腫瘍検体を対象とした。 
 

１）幹細胞（予後良好腫瘍細胞）とがん幹細
胞（予後不良腫瘍）の分離 
この検討には、広島大学に保存された臨

床検体から初代培養細胞（4-5PDL）200 検
体と樹立神経芽腫細胞株 14 株・腎芽腫４
株、肝芽腫７株を用いた。初代培養細胞、
細胞株から細胞形態に加え、ヒトテロメラ
ー ゼ の 触 媒 部 分 で あ る TERT(human 
telomerase reverse transcriptase)と表
面抗原 CD133、CD44、CD34、UV の SP(side 
population)分画を指標に,現有のセルソ
ーターにて幹細胞分画を濃縮した。これら
の分画細胞のコロニー形成能、免疫不全マ
ウス（NOD/SCID, マウス）での少数からの
腫瘍形成能の確認を試みた。幹細胞の豊富
な分画、分化異常細胞から DNA、RNA を抽
出し、遺伝子発現に関してマイクロアレイ、
次世代シークエンサーにて下記に示す方
法で検討した。また、細胞の個々の特性を
評価するために、正常幹細胞、分化異常
細胞（予良好腫瘍の幹細胞）、がん幹細胞
の 3 者で、細胞の形態を確認しながら、
分担研究者の升島らと開発した世界初の
セロミクス(single cell proteomics)の手
技を用いて一細胞内液を代謝産物の発現
解析をおこなった。これらの比較検討か
ら、幹細胞に発現する分子、分化異常細
胞、がん幹細胞に発現する特異的蛋白を
同定してバイオマーカーを探索した。 
 

２）ゲノム解析 
マイクロアレイ解析としては、解析済みア

レイデータ（Affymetrix SNPs アレイ、Human 
U133 Plus 2.0）に、幹細胞、がん幹細胞分
画、新規例の解析を追加し、変異や異常の集
積領域を抽出した。また、全エクソン領域と、
がんの変異が集積する部位に設計されたプ
ローブによるライブラリーを作成し、現有の
次世代シークエンサー(Illumina HiSeq 2500、
Miseq) でがん幹細胞に特異的な遺伝子変化
の検出を試みた。また、RNA シークエンスを
用いて miRNA を含めた非翻訳 RNA、splicing 
variant などの遺伝子発現変化、メチル化を
見出し、各腫瘍や症例でがん幹細胞に特異的
な分子標的の候補検出を試みた。 
見出された候補遺伝子は、現存のワンセル

PCR 装置を用いて、培養細胞の細胞一つ一つ
でこれらの特異的な候補に関しての遺伝子
変化や遺伝子発現変化を再検討し、がん幹細
胞の特性を確認した。 
 

３） 分子標的の検討 
上記のセロミクスとゲノミクスから得ら

れたデータから、以下の検討を行った。 
 



４） 臨床病理学的データとの検討 
臨床病理因子と分子標的候補との相関を

検討し、各がん種（神経芽腫、肝芽腫、腎腫
瘍など）の癌化、進展すなわちがん幹細胞へ
の転化に関わる因子を、臨床検体を用いて検
証した。 
候補因子を、臨床検体を用いて RT-PCR、免

疫染色で検証し、有意差の出たものは。遺伝
子 ネ ットワ ー ク／パ ス ウェイ ソ フ ト
（GeneSpring、Partek、INGENUITY Pathway 
Analysis）や次世代解析ソフトにて解析した
データから、癌化や進展に関わるシグナルパ
スウェイを明らかにし、診断・悪性度の層別
化あるいは治療に応用できる分子標的の選
別を試みた。 
 

５） がん幹細胞マーカー、分化異常マーカー 
の使用実験 
in vitro では、培養細胞に得られたマーカ

ー遺伝子の抗体あるいは siRNA を投与し、細
胞の変化を観察した。また、がん幹細胞で特
異的に発現抑制されている遺伝子の導入を
行い、同様の検討を行った。セロミクス解析
を行い、分子標的の抗体や阻害剤による細胞
内代謝の変化を検討した。in vivo 実験とし
て免疫不全マウスに作成した腫瘍に対して、
抗体、阻害剤の投与を全身あるいは局所投与、
または動注療法にて効果判定から、その有効
性と安全性を検証した。これらのセルテステ
ィングとアニマルテスティングから、臨床試
験に用いる薬剤の選別システムを確立した。 
 
６）小児がんの悪性度を層別する尿中、血中、
さらに骨髄中バイオマーカー探索 
診断時、治療経過中に保存した血清、尿を

用いて、分子標的遺伝子の産物あるいはセロ
ミクス解析からえられた特異的な代謝産物
を測定し、その中から診断、治療効果判定、
さらに再発への有効なバイオマーカーを探
索した。 
 
４．研究成果 
既に病理分類と予後調査が完了した神経

芽腫と、肝芽腫、腎芽腫を含む約 1,000 例余
のうち、治療前の初代培養にて腫瘍細胞のみ
選別されている 140 検体と樹立株 3 株とし、
神経芽腫と肝芽腫を中心に解析した。 
 初代培養細胞 42 検体、細胞株 23 株を用い
て、TERT と表面抗原 CD133、CD44、CD34、UV
の SP(side population)分画を指標にしてセ
ルソーターにて幹細胞分画を濃縮した。細胞
株においては、SP 分画と CD44, CD134 の発現
細胞と一致する株と一致しない細胞が存在
し、細胞株のがん幹細胞に普遍的マーカーは
見出せなかった。初代培養細胞の多くからは
SP 分画の採取が困難であったが、6検体から
SP 分画を採取しえた。分離した SP 分画細胞
を再度培養し、ソーティングを繰り返した。
得られた細胞の in vitro のコロニー形成能
を検討したところ、6 株から得られて細胞す

べてでコロニー形成を認めた。さらに、SP 分
画細胞を 10．100．1000．10000 個ずつ、免
疫不全マウスの皮下にマトリゲルにて注入
して腫瘍形成能を確認したところ、細胞株 6
株と共に濃縮した SP 分画は 100 個の細胞で
も腫瘍を形成し、がん幹細胞分画と考えられ
る細胞分画が得られたと考えた。そこで、こ
れらの細胞を培養し、一細胞解析（セロミク
ス解析）で SP 分画のないがん細胞と SP 分画
からの分離がん幹細胞の間で、細胞内液を直
接吸引して直接試料分析にかけて網羅的蛋
白発現を解析した。その結果、がん幹細胞に
特異的に発現する蛋白を約100程度抽出した。
さらに、マイクロアレイを用いたゲノム解析
や次世代シークエンサーによるエクソーム
解析で、がん幹細胞分画、変異や異常の集積
領域を 19 番染色体に見出した。また、次世
代シークエンサーを用いた RNA シークエン
ス解析にて miRNA を含めた非翻訳 RNAを含め
た解析では、Let7 などの 4遺伝子、遺伝子発
現変化ではHiF1α、Wntシグナル遺伝子発現、
メチル化では RA SSF1A、IGF1 遺伝子など数
個遺伝子に多く認められた。そこで、これら
のゲノム異常と抽出遺伝子のパスウェイ解
析からドライバ―遺伝子3個を治療の分子標
的候補として抽出した。これらの 3遺伝子に
対する抗体、および siRNA を作成して、細胞
株に投与し、細胞内代謝変化の解明にセルテ
スティングを行った。その結果、1 遺伝子で
明らかに細胞分裂が停止し、細胞内のアポト
ーシス関連遺伝子遺伝子の活性化およびそ
れらの蛋白の増加がみとめられ、今後の次期
臨床試験への導入候補が抽出されたと考え
られた。 
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