
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４６０１

挑戦的萌芽研究

2014～2013

癌幹細胞のゆらぎを生体内で観察する

In vivo observation of stemness acquisition in differentiated cancer cells

００２５３０５５研究者番号：

國安　弘基（Kuniyasu, Hiroki）

奈良県立医科大学・医学部・教授

研究期間：

２５６７０１７７

平成 年 月 日現在２７   ６   １

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：がん幹細胞における幹細胞性のゆらぎを検討した。CTマウス大腸癌細胞を単細胞培養し幹細
胞マーカーであるCD133/nucleostemin発現を検討すると、低増殖性がん幹細胞－高増殖性がん幹細胞が3.5％、高増殖
性がん幹細胞－分化がん細胞が5.6%に見られたが、一方、分化がん細胞－高増殖性がん幹細胞が1.7%に、高増殖性がん
幹細胞－低増殖性がん幹細胞が1%に見られた。KT-5マウスグリオーマ細胞を用いたin vivoの系でも幹細胞マーカーのA
LP活性は16%で消失し逆に1%で発現した。こうのように、幹細胞性の消失・分化という一方向性ではない、より上位の
幹細胞ヒエラルキーへの逆分化が認められた。

研究成果の概要（英文）：Dedifferentiation or acquisition of stemness was examined in mouse cancer cells. 
Expression of CD133 and nucleostemin in CT26 cells showed that differentiations of dormant cancer stem 
(DCS) to proliferating cancer stem (PCS) and PCS to differentiated cancer cells (DCC) were found in 3.5% 
and 5.6%, respectively. In contrast, dedifferentiations of DCC to PCS and PCS to DCS were found in 1.7% 
and 1%, respectively. In in vivo observation of KT-5 cells in mouse brain showed stem-related ALP 
activity was disappeared in 16%, whereas appeared in 1%. These findings suggest that the 
dedifferentiation or acquisition of stemness might be a common phenomenon in cancer. The biological 
meaning and clinical importance should be examined in further studies.

研究分野：人体病理
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１．研究開始当初の背景 
 がん幹細胞は、がんの自立性の根源と考え
られ、その発生・進展、転移・再発、治療抵
抗性に深く関与することが広く認識されて
いる。がん幹細胞は、分化がん細胞とヒエラ
ルキーを形成するのみならず、がん幹細胞内
にも、冬眠性がん幹細胞、増殖性がん幹細胞
のヒエラルキーを有する。この、冬眠性がん
幹細胞⇔冬眠性がん幹細胞→増殖性がん幹
細胞→分化がん幹細胞という図式のほかに、
冬眠性がん幹細胞⇔増殖性がん幹細胞⇔分
化がん細胞という両方向性の変化の存在が
疑われているが、その確証は未だ得られてい
ない。 
 
 
２．研究の目的 
われわれは、絶食のがん細胞に及ぼす影響を
検討する中で、がん幹細胞が数時間という早
い時間経過で増減を示すことを見出した。こ
れは、がん幹細胞の「ゆらぎ」と考えられる
幹細胞性の変動を捉えたものと考えられ、が
ん細胞における、幹細胞⇔分化細胞の両方向
性の形質変化が示唆される興味深い現象で
ある。この現象をより詳細に、なおかつ、よ
り生体に近いレベルで検討するため、２光子
励起蛍光顕微鏡による生体内イメージング
を援用し、腫瘍内のがん幹細胞の消長をリア
ルタイムで連続的に観察し、幹細胞⇔幹細胞、
あるいは、幹細胞⇔分化細胞の動的変化を明
らかにすることを目的とする。 
 大腸癌マウス皮下腫瘍モデルを用い、24時
間絶食の癌に及ぼす影響について検討する
過程で、左図のように摂食再開後 6 時間で
CD133陽性がん幹細胞の頻度が約 2倍に増大
することを見出した。CD133陽性がん幹細胞
は絶食中の実験群においては対照群と同等
であることから、摂食再開をトリガーとして
CD133 陽性がん幹細胞が増加したことが考
えられる。われわれはすでに実験に用いた癌
細胞株において、低増殖性がん幹細胞は
CD133 陽性・nucleostemin 陽性、高増殖性が
ん幹細胞は CD133陰性・nucleostemin陽性で
あることを確認しており、絶食→摂食のトリ
ガーにより低増殖性がん幹細胞が数時間の
内に倍増したことが考えられる。しかも BrdU
標識細胞は摂食開始後に増加しておらず、こ
れは低増殖性がん幹細胞の増殖よりも高増
殖性がん幹細胞あるいは分化がん細胞から
の低増殖性がん幹細胞への逆分化を示唆す
るとも考えられる。本研究から得られた結果
は、とくに「逆分化」の可能性など、がん幹
細胞標的化治療に重要な知見をもたらすと
考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
 マウス大腸癌細胞株に、蛍光標識 CD133
遺伝子および蛍光標識 NS 遺伝子をゲノムに
組換え導入し、同系のマウスに移植し腫瘍を

作成したうえで、生体への影響を最小限に留
め、組織深部を含む長時間の生体内蛍光観察
が可能な多光子励起顕微鏡を用い、がん幹細
胞の動態を観察する。この細胞株では、
CD133+/NS+ 低 増 殖 性 が ん 幹 細 胞 、
CD133-/NS+高増殖性がん幹細胞、CD133-/NS-
分化がん細胞を弁別し認識することが可能
でありことを確認しており、３者の相互変化
を in situに経時的に観察可能である。これら
の観察により、がん幹細胞のヒエラルキーの
可塑性についてそのカイネティックスの数
量モデル作成を含め詳細な検討をすること
が可能である。 
 研究は大きく前段・後段に分けられ、前段
ではがん細胞の幹細胞性のゆらぎについて
培養系で検討を行い、後段では生体観察を行
う。このため初年度には、がん幹細胞の分離
培養と幹細胞変化を幹細胞マーカーの発現
検討により行う。また、蛍光による幹細胞関
連遺伝子発現を観察可能な細胞を準備し、幹
同系のマウスに移植し皮下腫瘍を作成、多光
子励起蛍光顕微鏡により生体観察を行う。ま
た、なお、がん細胞株に蛍光標識幹細胞関連
遺伝子を組換え導入したが、安定細胞株樹立
に時間がかかり、有用な観察に至らなかった。 
 
 
４．研究成果 
CT26 マウス大腸癌細胞を限界希釈法により
96-well dishに 1細胞/well捲き、24時間ごと
に、細胞 1 個を取り出し、1 細胞 RT-PCR 法
により幹細胞マーカーである CD133 および
nucleostemin の発現を検討した。その結果、
96-well dish x3の 288 well中、48時間後には 3 
well (1.04%)において、CD133 陰性→CD133
陽性の変化が認められ、nucleostemin の発現
も増加していた。また、10 well (3.47%)では、
CD133 陽性/nucleostemin 陽性→CD133 陰性/ 
nucleostemin陽性の変化が認められた。一方、
16 well (5.56%)では CD133(-)/nucleostemin陽
性→CD133陰性/ nucleostemin陰性の変化が、
5 well (1.74%)では、CD133陰性/ nucleostemin
陰性→CD133 陰性 /nucleostemin 陽性の変化
が認められた。これらの結果から、低増殖性
がん幹細胞 (CD133陽性), 高増殖性がん幹細
胞(nucleostemin 陽性), 分化がん細胞(CD133
陰性/ nucleostemin 陰性)の各ヒエラルキーの
間に、上位から下位と言う一方向性ではなく、
一定のキネティックスを有すると考えられ
る相互変化関係が存在することが示唆され
た。 
 蛍光による幹細胞性の観察のため、まず、
コントロール細胞について検討したところ
組織培養条件では充分な蛍光強度を示した
が、マウス皮下腫瘍を作製し、通常の蛍光顕
微鏡観察を行ったところでは、PKH26化学蛍
光標識と比較しても蛍光強度に乏しく幹細
胞性キネティックスの検討は困難であった。 
 このため、新たな系を確立するため、KT-5
マウス・アストロサイトーマ細胞株を同系の



CH3/He マウス脳に移植し腫瘍を形成し、幹
細胞マーカーであるアルカリ・フォスファタ
ーゼの活性を 2光子顕微鏡で傾向強度から測
定する系を考案した。マウスに対しアルカ
リ・フォスファターゼの蛍光基質を IC10 で
経口投与することによりがん幹細胞に生じ
る蛍光をまず組織培養系で確認すると、細胞
の viabilityは 24時間程度から低下するが、タ
イムラプス撮影により単独の細胞で、
ALP(+)→(-）ALP(-)→(+)の変化が確認され、
前者は 28%／時間、後者は 1%／3時間程度観
察された。マウスモデルで頭蓋開窓状態で 3
時 間 ま で 2 光 子 顕 微 鏡 観 察 し た が
ALP(+)→(-）ALP(-)→(+)の変化は 8%／時間、
0%／3時間であったため、脳スライスによる
ex vivo観察を行い 16%／時間、1%／3時間程
度の変化が見られた。このことから、実際に
動物モデルでの観察に実験系の工夫が必要
であるとが分かったとともに、in vitro, ex vivo
の系では幹細胞性キネティックスの解析が
可能であると考えられた。 
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