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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞を対象とした根本的治療戦略を構築する為、本研究ではiPS細胞から樹立
するがん幹細胞モデル細胞を利用して腫瘍内血管網の発達機構の解明や、膵臓癌がん幹細胞の作成、がん幹細胞
遺伝子発現プロファイリングに成功した。これらはがん根治に向けての新規分子標的を見出す為に大きな貢献を
なしうる成果である。加えて、がん幹細胞を殺傷する制癌剤の検索、開発を行い、既存の抗がん剤からも有効な
薬剤の選択に成功した。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of the development of the fundamental therapeutic strategies
 to target cancer stem cells (CSCs), we have been taking advantage of iPS-derived CSCs (iPS-CSCs). 
In this project, we have proven the direct contribution of CSCs to tumor vasculature development, 
and have established a new model of pancreatic CSCs. In addition, we performed gene expression 
profiling of CSCs. These results should be valuable to identify new therapeutic target molecule(s) 
in CSCs and cancer niche. We also performed drug screening, tried to design new drug. Among the 
several approved anticancer drugs, we found a drug showing highly effective to iPS-CSCs.

研究分野：複合領域
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 腫瘍を構成する細胞は均一ではないこと
が近年明らかにされてきている。中でもがん
幹細胞の存在は、単なる仮説にとどまらず、
多くの腫瘍より証明され、単離されてきてい
る。しかし、がん組織中のがん幹細胞の量は
少なく、初代培養を行っても十分な解析を行
う量の細胞を得るのは困難であった。その為、
実験室内でがん幹細胞を再現する場合、多く
は終末分化したがん細胞をリプログラミン
グして幹細胞性を持たせたがん細胞を作成
する方法や、幹細胞にがん遺伝子を導入し癌
化させる手法が取られていた。一方、がん幹
細胞の根源を正常幹細胞に求めれば、外来遺
伝子導入などのリプログラミングに依らず、
細胞微小環境（ニッチ）を利用してがん幹細
胞を生み出せるとの仮説の基、我々はマウス
人工多能性幹細胞（miPS 細胞）を種々のが
ん細胞の培養上精中で培養し、自然発生的な
がん幹細胞モデル、miPS-CSCsを樹立した。
本細胞群は癌治療の為の新たな研究材料と
して大きな期待を集めているところである。 
 腫瘍内細胞の不均一性を考えると、癌治療
戦略は、複合的である必要がある。がん幹細
胞を中心として、腫瘍を構成するそれぞれの
部分に対しての理解の深化、標的化の必要が
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではがん幹細胞から形成される不
均一な細胞集団としての癌、及びそれらが相
互に作用し合うニッチを考慮しつつがん根
治を目指した治療法の開発方針、方法論を構
築することを目的とした。腫瘍内不均一性を
考慮すると、がん幹細胞を中心とする腫瘍全
体を構成する部分のそれぞれを標的し、総合
的な戦略をとる必要があると考えられる。従
って、がん幹細胞、及びそこから分化するが
ん細胞を標的できるようその性質、細胞機能
を解明し、それぞれに効果が明確な抗がん分
子の検索、創出、さらにはそれぞれの組み合
わせの最適化を目指し、腫瘍全体を同時に治
療する方法論を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1)iPS細胞由膵臓がん幹細胞の作成 
 臓器別癌治療法の検討を視野に入れ、本研
究では膵臓癌がん幹細胞の作成を行った。
種々の膵臓癌細胞株の培養上清(CM)の添加
条件下でマウス iPS 細胞(miPS)を４週間培
養し、生存していた細胞を免疫不全マウスの
皮下に移植した。形成された腫瘍より初代培
養を行い、miPS細胞由来の細胞を回収した。
この細胞を再び免疫不全マウスの皮下へ移
植し腫瘍形成をさせた。計２回の皮下移植の
後に回収した細胞はさらに、マウス膵臓に移
植し腫瘍形成させた。 
 各腫瘍の組織免疫学的な解析を行うとと
もに、樹立した細胞では幹細胞性を有する細
胞の確認をマーカー遺伝子の発現、スフェロ

イド形成能で確認した。また、膵臓特異的な
遺伝子の発現解析を行った。 
 さらに、膵臓がん幹細胞を標的化する為の
分子を見出すため、遺伝子発現の網羅的解析
を次世代シークエンスにて行った。 
 
(2)がん幹細胞の遺伝子発現プロファイリン
グによるがん幹細胞標的分子の候補化 
 様々な株化癌細胞の CM 存在化で培養し、
がん幹細胞化を促したヒト iPS (hiPS)細胞
hiPS-CSCs の遺伝子発現をマイクロアレイ
に供し、網羅的発現解析を行った。発現解析
には球面自己組織マッピング(sSOM)を用い
た。親株である hiPS 細胞の遺伝子発現プロ
ファイルと比較し、がん幹細胞を特徴付ける
遺伝子の選出を行った。 
 
(3)がん幹細胞の血管内皮細胞分化と腫瘍血
管網形成阻害剤開発モデルとしての
miPS-CSCsの評価 
 ルイス肺癌細胞株の培養上清を用いて調
整した miPS-CSC の一種である miPS-L
LCcmを利用してがん幹細胞の持つ血管内皮
細胞分化と血管新生、腫瘍内擬似血管網形成
能を評価した。血管内皮分化能については、
種々の血管内皮マーカー遺伝子の発現、及び
マトリゲル上での血管様管腔構造形成を行
った。血管新生能に関しては、VEGF-A、
bFGFの血管新生因子のがん幹細胞内での遺
伝子発現の解析と鶏卵しょう尿膜上での血
管動員解析（CAM アッセイ）により評価し
た。 
 また、腫瘍内血管の由来を明らかにする為、
DsRedを恒常的に発現するmiPS-LLCcm細
胞を作成した。この細胞の形成する腫瘍内で、
宿主マウス由来の血管内皮細胞、がん幹細胞
から分化する血管内皮細胞を免疫組織学的
手法により区別し、その存在の有無を検討し
た。また、血管内皮細胞を含まない擬似血管
網は PAS染色を行うことにより検出した。 
 
(4)がん幹細胞を対象とした抗がん剤のスク
リーニングと候補薬剤の細胞死機構の解析 
 miPS-CSC を対象として行った薬剤スク
リーニング系は、がん幹細胞が形成するニッ
チを考慮し、自身が分泌する因子を含んだ培
養系で行った。既存の抗がん剤を含む候補化
合物を 1Mで添加し、48時間後の細胞生存
率を MTT アッセイで求めた。有効化合物に
ついては詳細な IC50を算出した。 
 有力な候補であるダウノルビシンの
miPS-LLCcm細胞細胞死誘導機構に関して、
アポトーシス関連因子の活性化、遺伝子発現
等を分子生物学的手法により解析した。また、
ダウノルビシンの薬効評価に用いられるマ
ウス白血病細胞株 L1210を対象として、細胞
死機構の比較を行った。 
 
(5)DDS 技術を利用したがん幹細胞標的基盤
技術の開発 



 リポソームを担体とするDDSを核酸医療へ
と展開すべく、siRNA をリポソームに封入し、
その徐放の効率化を検討した。リポソームは、
DOPC、DOPE/DOPE、DOPC/Chol 等、脂質組成が
異なるものを調整、検討を行った。siRNA 放
出を調整する化合物を食品由来のポリフェ
ノールより検討をした。また、候補化合物（ク
ルクミン）については、siRNA 放出に最適な
濃度の検証、リポソーム脂質組成、温度の検
討を行った。 
 また、クルクミン自体の細胞障害性につい
ても、クルクミン内封リポソームを調整し検
討した。さらに赤血球モデルでの細胞膜破壊
能力の検証を行った。 
 
４．研究成果 
(1)iPS細胞由来膵臓がん幹細胞の作成 
 多くの癌よりがん幹細胞が取得されてい
るが、当研究室で作成するがん幹細胞モデル
細胞に臓器特異性を持たせられるかは不明
であった。今回、膵臓癌のがん幹細胞を作成
する目的で、膵臓癌細胞の CM存在化でがん
幹細胞化を促したmiPS細胞を皮下移植とと
もに同所移植（膵臓への移植）することを試
みた。 
 形成される腫瘍像は腺癌を示しており、
MUC1、MUC5aC の発現が確認された。ま
た、腫瘍より回収した細胞では、PDX1、
FoxA2、HES1といった膵臓癌にみられる遺
伝子の発現が亢進していた。さらに腫瘍内に
は acinar cell マーカーPtf1a を発現してい
る細胞が確認された。加えて、膵臓癌がん幹
細胞マーカーとして利用されている CD133、
CD24a、EpCAM の発現亢進が確認された。
さらに遺伝子発現の網羅的解析からも膵臓
癌に関与するとされている遺伝子の発現亢
進が見られた。これらの結果より、膵臓癌が
ん幹細胞の作成が達成されたと結論した。 
 興味深いことに移植細胞がマウスに形成
する癌は、膵臓癌の発達、悪性化に伴う組織
像（ADM、PanIN、PDAC）を示す領域が確
認された。これらの膵臓癌の特徴を示す細胞
であるが、恒常的活性化を示す Kras の変異
は見られなかった。 
 膵臓癌はその発見、診断が遅れがちであり、
予後の非常に悪い癌である。本研究で得られ
るモデルを利用することにより、膵臓癌のス
テージ別の治療標的、治療薬の開発に貢献す
るのみではなく、診断マーカーの開発にも大
きく貢献できるものである。学術的には遺伝
子変異によらない癌の発生を研究する良い
材料となりうる。また、本研究の成果は、試
験管内で臓器特異的がん幹細胞を作成する
ことが可能であることを示している。今後同
様のアプローチをもって、臓器特異的がん幹
細胞の作成に努めたい。それらを使用するこ
とにより各々の癌に対する明確な治療戦略
を構築していくことが今後の課題となる。 
 
(2)がん幹細胞の遺伝子発現プロファイリン

グによるがん幹細胞標的分子の候補化 
 hiPS-CSCs の網羅的遺伝子発現解析と
sSOMを用いた発現プロファイルからの細胞
クラスタリングでは、作成した hiPS-CSCは
３グループに分類することが可能であった。
このことは実験室レベルで種々のがん幹細
胞が作成できることを改めて示している。 
 一方で hiPS 細胞の遺伝子発現プロファイ
ルと比較して、がん幹細胞で共通して高発現
をしている遺伝子 18 種類を同定した。この
中で TMED9は、小胞体に存在するトランス
ポーターとして、分泌を制御している。がん
幹細胞、及びがん細胞はそのニッチにおいて、
自己を制御する因子を分泌しオートクライ
ン／パラクライン的に作用しあっているこ
と考慮すると、TMED9を抑制することで、
がん幹細胞ニッチを破綻させる可能性が考
えられる。 
 さらには histoneバリアントの発現変動が
hiPS-CSC で頻繁にみられ、がん幹細胞化と
エピジェネティックな遺伝子発現制御の異
常を強く推測させるものであった。その他細
胞表面タンパク質 SLC16A3（MCT4, lactate 
transporter）の発現亢進もみられ、本細胞群
の代謝経路を推測させるとともに、薬剤送達
システム(DDS)の為の標的マーカーとしても
有効な分子と考えられた。 
 本研究成果では、がん幹細胞に関与する遺
伝子のノミネートに成功したが、この知見は
がん幹細胞研究にとどまらず、再生医療分野
にも大きく貢献しうるものと考えられる。本
研究で得られた遺伝子の発現を指標にする
ことで移植後の癌化リスクを推定でき、より
安全な再生医療へと貢献しうるものと考え
られる。 
 
(3)がん幹細胞の血管内皮細胞分化と腫瘍血
管網形成阻害剤開発モデルとしての
miPS-CSCsの評価 
 DsRed遺伝子を導入したmiPS-LLCcm細胞の
自己複製能、分化能、造腫瘍性に影響がない
ことを確認した。本細胞は、幹細胞の自己複
製能を示すスフェロイドを形成し、さらに試
験管内で血管内皮細胞へ分化し、マトリゲル
上で血管様管腔構造を形成した。また、免疫
不全マウスでの悪性腫瘍形成も保っていた。 
 腫瘍周囲では、宿主マウスの血管が動員さ
れており、また、腫瘍切片を用いた CAM アッ
セイでは、優位な血管誘引活性を示した。ま
た、がん幹細胞は VEGF-A、bFGF を発現して
いることを示し、腫瘍血管新生を促している
ことを示した。一方、腫瘍内ではがん幹細胞
から分化した血管内皮細胞が確認でき、また、
血管内皮細胞からならない擬似血管網が発
達していることも確認された。 
 従来の血管新生を標的とした抗がん剤の
治療成績は期待された効果に及んでいない。
これは腫瘍血管網が、周囲の血管を動員する
のみではなく、がん幹細胞をその起源として
腫瘍内で分化する血管内皮細胞、さらには、



がん幹細胞から分化したがん細胞（血管内皮
細胞以外の細胞）による擬似血管網といった
様々な容態が存在する為と考えられる。従来
の単一がん細胞が形成する均一的な腫瘍像
とは異なり、miPS-LLCcm 細胞は様々な血管網
を有しており、血管形成を標的とする薬剤開
発に向けた優れたモデル系となる。本細胞を
用いることで、がん幹細胞、血管内皮細胞分
化、擬似血管形成、血管新生の個々の標的に
対する薬剤開発、さらには最適な組み合わせ
を検討することが可能になる。 
 
(4)がん幹細胞を対象とした抗がん剤のスク
リーニングと候補薬剤の細胞死機構の解析 
 がん幹細胞の自己複製と分化はがん幹細
胞が形成するニッチに依存している。従って
がん幹細胞のみを使用する薬剤スクリーニ
ングでは、ニッチの影響が考慮されていない。
本研究では、ニッチの成分としてがん幹細胞、
及びそこから分化したがん細胞が分泌する
因子が存在している状態でがん幹細胞を対
象とした薬剤スクリーニングを行った。その
結果、既存の抗がん剤から、ダウノルビシン
が有効であることを見出した。本細胞のダウ
ノルビシンに対する感受性は、L1210 細胞よ
りも高かった。 
 ダウノルビシンは miPS-CSC に対して典型
的なDNAラダーを伴うアポトーシスを誘導し
た。この時、p53-カスパーゼ経路が活性化し
ているが、主要なヌクレアーゼ CAD の活性化
を制御するICADの分解は確認されなかった。
従ってDNAラダーを形成するヌクレアーゼは
CAD 以外のものと思われた。本細胞は特徴的
な DNA 分解を行っていると推測される。 
 一般にがん幹細胞は抗がん剤に対して抵
抗性を示すとされている。周囲のがん細胞と
比較して薬剤排出機構の亢進、細胞増殖速度
の低下により薬剤耐性が説明されているが、
本研究成果から、適切なスクリーニング系を
構築することで、既存の抗がん剤からも有効
な薬剤を選出することが可能であることが
示された。また、細胞死機構の解析から ICAD
の分解を促すことで、アポトーシスが亢進さ
れることが推測され、今後の研究により新た
な抗がん分子の創出につながるものと思わ
れる。 
 
(5)DDS 技術を利用したがん幹細胞標的基盤
技術の開発 
 がん幹細胞を標的とする核酸医療に向け
て、siRNA を内封するリポソームを作成、安
定化に成功した。リポソームから siRNA の放
出は食品ポリフェノールであるクルクミン
により制御可能であり、この効果は今回検討
した食品ポリフェノールの中で、クルクミン
特有のものであった。さらに、リポソームを
構成する脂質組成によりsiRNA放出活性が異
なり、特定の脂質組成が必要であることを見
出した。 
 さらに、クルクミン内封リポソームを作成

し細胞障害性を見出し、その作用機構につい
て赤血球モデルを用いて検証したところ、本
リポソームは明確な細胞膜障害以前に、細胞
にストレスを与えていることが示唆された。 
 今後は、iPS-CSC の網羅的遺伝子発現解析
から得られたがん幹細胞に特徴的な遺伝子
に関して、本 siRNA リポソーム・クルクミン
を適応し、がん幹細胞標的核酸医薬の開発に
取り組みたい。がん、がん幹細胞における遺
伝子発現異常を考えると、siRNA による核酸
医療は有効なアプローチと考えられる。リポ
ソームを担体とするDDSでは核酸などの高分
子の内封は困難であったが、本研究でのその
作成、siRNA 放出調節因子としてのクルクミ
ンの同定は、がん治療分野のみならず、様々
な疾患に応用可能と考えられる。 
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