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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞は、自己複製能、多分化能、免疫不全マウスにおける高い腫瘍形成能を示
す細胞集団と定義され、がん発症だけでなく、がん進展、再発、転移に重要な役割を果たすだけでなく化学療法
に抵抗性を示すため、がん幹細胞を標的とした治療戦略は必要不可欠と考えられている。
　本研究は、極めて病態進行が早く、効果的な治療法がない犬の難治性がんを対象とし、難治性がんのがん幹細
胞の同定を行い、薬剤ライブラリーを用いてがん幹細胞の自己複製能を抑制する阻害剤を抽出し、がん幹細胞移
植モデルマウスにおける抗腫瘍効果を評価した。その結果、mTOR阻害剤の抗癌幹細胞効果を明らかにし、獣医医
療に有用な候補治療薬として同定された。

研究成果の概要（英文）：Cancer consists of heterogeneous cells that contain a small population of 
cells that possess stem cell properties; these cells, referred to as cancer stem cells (CSCs) or 
tumor-initiating cells, are involved in tumor progression and metastasis. The sphere assay is a 
useful tool for identifying TICs and evaluating their properties, including self-renewal capacity 
and sensitivity to chemotherapeutic drugs.
　We firstly identify CSCs derived from refractory cancers, including inflammatory mammary 
carcinoma, rhabdomyosarcoma, melanoma, and osteosarcoma by sphere-forming assay. Next, we performed 
in vitro screening using sphere-forming assay for identification of CSCs-targeting drugs, and were 
extracted candidate drugs, such as mTOR inhibitors. Xenograft transplantation demonstrated that mTOR
 inhibitor, everolimus, inhibited tumor growth in canine inflammatory . These results suggest that 
anti-CSCs therapy with mTOR inhibitors may be useful for treatment of canine refractory cancers.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、正常組織幹細胞の研究が進展する
中で、乳癌等の固形がんにおいても“がん”
の根源となる“がん幹細胞”の存在が報告
され、正常の幹細胞システムに類似した分
化階層システムを構築すること（がん幹細
胞理論）が提唱されている。がん幹細胞 
は、自己複製能、多分化能、免疫不全マウ
スにおける高い腫瘍形成能を示す細胞集団
と定義され、がん発症だけでなく、がん進
展、再発、転移に重要な役割を果たしてい
る。さらに、がん幹細胞は、化学療法や放
射線療法に抵抗性を示すため、がん根絶に
向けて、がん幹細胞を標的とした治療戦略
は必要不可欠と考えられている。がん幹細
胞集団は、1）sphere（浮遊細胞塊）assay、 
2）アルデヒド脱水素酵素（ALDH）活性
を用いた aldefluor assay、3）がん幹細胞
表面マーカー（CD44, CD24、CD133）解
析、4）幹細胞の特性である色素排出能を
利用した side population（SP）解析を用
いて効率よく濃縮できる。これらのがん幹
細胞の特性を理解することは、がん発症機
構の解明だけでなく、バイオマーカーの探
索、がん幹細胞を標的とした新たな治療法
の開発につながるため、国際的にがん幹細
胞研究は脚光を浴びている。 
 獣医学分野におけるがん幹細胞研究は、
緒に就いたばかりであるが、犬の乳癌、リ
ンパ腫に関する研究は国内外で盛んに行わ
れている。しかし、犬の乳癌、リンパ腫な
ど高頻度に発生する腫瘍では、がん細胞を
標的とした抗がん剤および分子標的薬の感
受性試験が中心であり、現在までにがん幹
細胞を標的とした詳細な知見は報告されて
いない。犬の難治性がんは、炎症性乳癌に
加え、骨肉腫、肝細胞癌、メラノーマ、血
管周皮腫、組織球性肉腫など数多く存在し、
いずれも早期の外科切除以外に確立した治
療法がないため、獣医医療における重要な
研究課題となっており、新規治療戦略が求
められている。 
 
２．研究の目的 
 近年、薬剤・放射線に抵抗性を示す、が
ん幹細胞を標的とした新規治療法が世界的
に注目され、その開発が進んでいる。本研
究は、極めて病態進行が早く、効果的な治
療法がない犬の難治性がんを対象とし、獣
医医療における難治性がんの、がん幹細胞
標的療法の基盤を構築することを目的とす
る。研究項目は、1）難治性がんにおける
がん幹細胞の同定・特性解析、2）in vitro
および in vivo スクリーニングによるがん
幹細胞の幹細胞性（自己複製）を阻害する
分子標的薬の同定、3）選択した候補分子
標的薬の幹細胞性維持に関連するシグナル
の解析、4）がん症例に対し選択した候補
分子標的薬を用いた臨床試験の実施である。
これにより、難治性がんにおけるがん幹細

胞標的療法の基盤が構築され、新たな獣医
医療が展開されることが期待できる。 
 
３． 研究の方法 
 本研究は、犬の難治性がんのがん幹細胞
を標的した治療法の確立に向けて、研究期
間内で以下の実験を遂行した。 
 
1）難治性がんにおけるがん幹細胞の同定
および特性解析：臨床サンプルを用いて、
これまで報告のない難治性がんにおけるが
ん幹細胞を sphere assay およびフローサ
イトメトリー解析により同定し、それらの
幹細胞性（自己複製能）および腫瘍形成能
を明らかにする。 
 
2）in vitroスクリーニングによる分子標的
薬/低分子化合物の同定：多種類の阻害剤お
よび低分子化合物ライブラリーを用いて網
羅的に、難治性がん株化細胞（炎症性乳癌、
骨肉腫、横紋筋肉腫、メラノーマ）および
臨床サンプルに含有するがん幹細胞の自己
複製能に与える影響を評価し、候補分子標
的薬/低分子化合物を抽出する。 
 
3）in vivoスクリーニングによる分子標的
薬/低分子化合物の同定：上記で得られた候
補分子標的薬/低分子化合物について、各種
がん幹細胞移植モデルにおける抗腫瘍効果
を評価する。 
 
4）シグナル伝達経路の解析：スクリーニ
ングにより抽出した分子標的薬/低分子化
合物の抗腫瘍効果に関わるシグナル経路を、
分子生物学的手法を用いて解析し、抗腫瘍
効果機構を明らかにする。特に、候補シグ
ナルについては、タンパク質のリン酸化の
変化や発現レベルを解析する。 
 
４．研究成果 
1）Sphere assay を用いて犬の横紋筋肉腫、
メラノーマ、骨肉腫および炎症性乳癌由来の
がん幹細胞を同定した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 難治性がんのがん幹細胞の同定 
 
2）in vitroスクリーニングによる分子標的
薬/低分子化合物の同定 
犬乳癌幹細胞の自己複製能を抑制する阻害
剤を抽出するために、低分子阻害剤ライブ
ラリーを用いたin vitroスクリーニングを

 



行った。その結果、低濃度で sphere 形成を
阻害する化合物22種(PI３K/Akt/mTOR経路
セリン・スレオニンキナーゼ阻害剤など)
を同定した(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
図 2. In vitro スクリーニング. 
A)対照. B-D）mTOR 阻害剤 
 
 
3）候補阻害剤の犬炎症性乳癌幹細胞移植モ
デルマウスにおける抗腫瘍効果の検討 
In vitro スクリーニングで抽出された阻害
剤（mTOR 阻害剤）を注目し、犬炎症性乳癌
幹細胞移植モデルマウスの抗腫瘍効果を検
討した結果、阻害剤投与群は対象群と比べ
て抗腫瘍効果が得られた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. In vivo スクリーニング.  
 
 
4）シグナル伝達経路の解析 
がん幹細胞とがん細胞における mTOR シグ
ナル経路に関わり分子を対象にウェスタン
ブロットを行った結果、sphere でそれらの
分子の活性化が明らかとなった（図 4）。ま
たガスクロマトグラフィー-マススペクメ
トリー解析を行い、がん幹細胞に特有なア
ミノ酸および脂肪酸を抽出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. がん幹細胞における mTOR シグナル経
路の活性化. 
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