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研究成果の概要（和文）：がんが発育・進展する過程において、原発巣が引き起こす全身的な撹乱刺激による間質細胞
の活性化が見られることに着目し、非侵襲的に採取が可能な毛根細胞に備わっているであろう「がんセンサー機能」を
利用したスクリーニング法を発案した。本研究課題では、大腸癌患者を対象に、毛根細胞の遺伝子発現を網羅解析し、
癌患者特異的な発現変化の見られる遺伝子群を見いだした。このような発現プロファイルは革新的ながんスクリーニン
グの基盤情報となることが期待され、大規模な臨床研究への展開を行う必要がある。

研究成果の概要（英文）：The involvement of primary tumors on the host systemic environment and resulting 
tumor-supportive role for host-derived stromal cells are of particular interest. Non-invasive monitoring 
such stromal activation may encourage technological innovation in cancer screening for high-risk patient. 
We obtained gene expression profiles of the hair follicles, including stem-like cells that has 
self-renewal capability and can differentiate to hair and skin. Colon cancer patients have significantly 
different expression profiles in subset of genes involved in cell-differentiation and metabolic 
regulation relative to healthy individuals. Qualitative evaluation of the gene expressions in hair 
follicle cells in larger scale patients will be required to establish effective approach for cancer 
screening.

研究分野：薬学

キーワード： 癌　低侵襲診断　毛根

  ２版



様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
 
	
 がんの難治性の一因に、腫瘍血管を含む間
質の「異常性」があげられる。異常血管は腫
瘍内に「低酸素領域」を形成し、がん細胞に
は高度の浸潤・転移能、薬剤抵抗性が付与さ
れる。我々は、膵がんが自然発症する遺伝子
改変マウスモデルを用いて、健常な個体より
調整した Tie2 陽性骨髄前駆細胞の移植によ
って、腫瘍血管・間質の異常性を修復可能な
ことを見出す（Sasajima J, et al. Cancer Res 
2010）。すなわち、生体は本来、損傷に対す
る修復応答機構を有しており、「正常な」骨
髄前駆細胞には、いったん生じた間質異常を
リセットする能力を備えていると考えられ
る。 
	
 それでは、実際の発癌に際して、生体内で
はどのように幹細胞・前駆細胞による組織修
復能が失われ、血管や間質の異常が生じるの
だろうか？われわれはこれまで、KRASシグ
ナルが HIF 非依存性の低酸素応答を誘導し
（Mizukami Y, et al. Nat Med 2005, J Biol 
Chem 2006）、間質での morphogenesis経路
の賦活化により、骨髄前駆細胞の動態制御を
介して間質異常を増強することを報告して
きた（Yamazaki M, et al. Cancer Sci 2008, 
Nakamura K, et al, PLoS One 2010, AJP 
2012）。このような「がん・骨髄クロストー
ク」は発癌の後期段階に完成するが、これま
でに前癌病変の段階で既に骨髄前駆細胞が
活性化される知見を得ている（未発表）。こ
のことは、がん患者の末梢血中にわずかに含
まれる前駆細胞においても再現されるため、
血球細胞の一分画を利用して血管を含む間
質異常をモニタリングできる可能性がある。
最近の研究により、これら前駆細胞での変化
は、「原発巣による内分泌撹乱（McAllister, 
Cell 2008）」や「Exosomeによる骨髄前駆細
胞教育（Peinado, Nat Med 2012）」を介する
ことも明らかにされつつある。このような、
原発巣による遠隔臓器におよぶシステミッ
クな変化は、他の組織幹細胞においても成り
立つ可能性がある。もしそうであれば、それ
らは癌の存在を鋭敏に捉えるセンサーとし
て利用が可能であると考えられる。 
	
 毛根（毛胞）組織には、二種類の幹細胞が
共存する。毛根で活発に細胞増殖する部位は、
最も深いところに位置する毛母であり、毛根
を作り出す幹細胞は従来より毛母に存在す
ると考えられていた。しかし、バルジ領域に
存在する細胞が表皮や汗腺、皮脂腺のすべて
の皮膚関連臓器を再生する多能性を有する
ことが、近年の研究により証明された
（Elaine Fuchs. Nature 2007）。すなわち毛
根は体表付近に存在し、比較的低侵襲に採取
可能な組織幹細胞であるため、その遺伝子発
現等の特性を調べることにより、生体が、が
んに犯されているかを判定できる可能性を
考えた。実際に毛根 RNA を調べることで、
体内時計の撹乱モニタリングが可能とする

報告もあり（Akashi M, PNAS 2010）、この
ような視点から毛根を用いたがん診断への
応用も可能であろう。 
 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究課題の目的は、毛根細胞（毛根幹細
胞）が、がん間質の異常性を誘導する生体シ
グナルのセンサーとして利用可能かを明ら
かにすることである。 
	
 組織修復を担う幹細胞（前駆細胞）は「侵
襲」を鋭敏に感知しているという仮説をもと
に、その特性を侵襲的な組織採取を必要とし
ないがん診断へと応用しようとするもので
ある。がんや一部の難治性炎症では、このよ
うな生体が本来有する組織修復機構がハイ
ジャックされ、その仕組みが病気の進行や治
療抵抗性の獲得に悪用されていると考えら
れる。このことは逆に、病気の早期発見や生
命予後の予測に利用できる可能性がある。
「がん間質の成り立ち」に関わる細胞間ネッ
トワークを非侵襲的に監視・モニタリングす
る系を確立し、革新的ながんスクリーニング
の導入による先進医療の基盤作りをするこ
とを目的とした。さらに、組織修復が悪用さ
れるメカニズムやマーカーとなる遺伝子発
現等の情報が得られれば、これまで明らかに
されてこなかった細胞・分子ネットワークの
発見につながる可能性があり、がん基礎研究
の発展にも貢献できる。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）仮説の予備検証（動物実験） 
 
膵 癌 を 自 然 発 症 す る マ ウ ス モ デ ル
（Pdx-Cre;LSL-KrasG12D;p53lox/+）を用いて、膵
前癌病変（PanIN）あるいは浸潤癌を形成し
た段階で骨髄 Lin–cKit+単核球（前駆細胞）を
磁気ビーズ法分離し（Milltenyie BIottech 社
製；AutoMACS）、これらの遺伝子発現ならび
に機能解析を行った。 
 
（２）仮説の実証（臨床検体） 
大腸癌患者（６例）ならびに健常人（４例）
を対象として、本人の同意の下に毛髪 20 本
程度を採取し、バルジ領域を含む毛根部
（cell-rich follicles）を清潔なハサミにて切断
し直ちに RNA laterによる安定化処理を 4°C
にて一晩行った後に、安定化液を取り除き凍
結処理した。これを RNeasy micro kit
（Qiagen；ビーズ破砕による homogenize処理
を併用）を用いて精製し、SMARTer Ultra Low 
Input RNA Kit for Sequencing. v3（Clontech社
製）を使用して RNA 10ngを増幅した後に、
IonTorrent PGM（Thermo Life Technologies社
製）を用いて Ampliseqライブラリを作成し、
RNA-sequenceを行った。 



 
（３）探索 
 
「大腸癌患者 vs. 健常人」の比較で発現に有
意差の見られた遺伝子について、その発現変
化を定量的 RT-PCRにより確認する。毛母な
らびにバルジ領域における幹細胞の特定（局
在確認）には、Sox2 および CD200 抗体など
をマーカーとした免疫組織化学的手法を用
い、がん患者の毛根での特異的に遺伝子発現
の局在確認を行う。 
 
	
 当初は、がん患者の毛根幹細胞において高
い特異性をもって発現が変化する遺伝子リ
ストをもとにカスタムパネルを作成し、癌の
予測が可能かについて検証する計画であっ
たが、２年間の研究期間内に実施できたのは、
（２）までの過程で、研究計画全体を完遂さ
せることができなかった。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）仮説の予備検証 
 
	
 膵発癌の時間軸を個体レベルで再現する
ために膵癌を自然発症するマウスモデル
（Pdx1-Cre;LSL-KrasG12D;p53lox/+）を用いた。
膵 前 癌 病 変 （ PanIN ） を 有 す る
Pdx1-Cre;LSL-KrasG12Dマウス、浸潤癌を形成
する Pdx-Cre;LSL-KrasG12D;p53lox/+をいずれも
12週齢で屠殺した後、骨髄単核球を磁気ビー
ズ法によって分離し、骨髄 Lin–cKit+単核球
（前駆細胞分画）を得た。対象として、
Pdx1-Creマウスを用いた。前駆細胞分画にお
ける血管新生関連の遺伝子発現を Mouse 
Angiogenesis DNA Microarray （ Oligo 
GEArray；SABiosciences社製）を用いて解析
したところ、前癌病変 PanINの段階から既に
健常マウスに比較して発現レベルの上昇す
る遺伝子が複数みとめられ（図 1A）、この現
象は定量的 RT-PCRによって再現性をもって
確認することができた。次に、これらの前駆
細胞分画の基質接着性を検証するために、
type-I collagen コートした培養皿への接着率
を比較した。図 1B に示す様に、前癌病変を
有する個体由来の細胞での接着率の上昇を
認め、担癌個体においてはその傾向はより顕
著であった。 

	
 このような骨髄由来の前駆細胞でみられ
る「変化」は、腫瘍血管を軸とする間質異常
の要因となっていると考えられるが、骨髄前
駆細胞分画は膵発癌を浸潤癌の形成に至る

前段階より腫瘍が形成される局所から何ら
かの生体シグナルを「受容」し、その機能を
変化させている可能性が示唆された。 
 
 
（２）大腸癌患者の毛根における遺伝子発現 
 
	
 引き続き、臨床検体を用いた解析を行った。
検体（バルジ領域を含む毛根）の採取は徳洲
会グループ共同倫理委員会の承認のもと（承
認番号 TGE00358-012）、被験者本人の同意を
得たうえで行った。 
	
 Stage III以上の男性の大腸がん患者と、年
齢をマッチさせた健常人の頭皮より毛根部
の付着した毛髪を採取し、毛根部を切断のう
え直ちに RNA laterによる安定化処理を行い
（4℃にて一晩インキュベート）、安定化液を
取り除いた後に-80℃で凍結保存した。この試
料を融解後に金属ビーズによる組織破砕を
行い、RNeasy micro kit（Qiagen社製）を用い
て精製した。毛根 10-20本より 100ng程度の
RNA が採取可能であることが報告されてい
るが（Akashi M, PNAS 2010）、実際に採取で
きた RNA 量は 10ng 以下であった。直接
RNA-sequence による発現解析を行うのは困
難であったため、SMARTer Ultra Low Input 
RNA Kit for Sequencing. v3を使用して RNA
の増幅を行った後に、IonTorrent PGMを用い
て Ampliseq ラ イ ブ ラ リ を 作 成 し 、
RNA-sequenceを行った。これまでに大腸がん
患者６人、健常人４人分のデータを得て、癌
患者の毛根において特異的な遺伝子発現パ
ターンが見られることを確認している（図
２）。 
未発表のため、遺伝子名は示さないが、特に
細胞分化や代謝に関連する複数の遺伝子発

現が、健常人と癌患者で大きな違いが認めら
れることが現時点で確認されている。 
	
 現在、大腸癌患者群と健常者群との比較解
析をもとに、両者間での発現の異なる複数の
遺伝子による診断アルゴリズムの構築を進
めている。Stage II以下の大腸癌、特に早期浸
潤癌の判定が可能かについて、今後 validation 
sample set を用いてのより大規模な検証が必
要と考えている。 
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