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研究成果の概要（和文）：人工多能性幹細胞から自然発生的にがん幹細胞を誘導する過程において、いかなる細
胞内の変化が惹起されるかを求めた。細胞外の刺激を伝達する様々な細胞内経路の阻害剤を添加し、がん幹細胞
化に必要な経路を求めたところ、GSK3beta阻害、MEK阻害ががん幹細胞化を促進する事が明らかとなった。さら
に、がん幹細胞化に伴う遺伝子発現変化、遺伝子変異以外のがん幹細胞化の特徴を求め、がん幹細胞を生み出す
細胞内変化の知見を得た。

研究成果の概要（英文）：During the process of cancer stem cells (CSC) generation from induced 
pluripotent stem cells (iPS), we investigated which signaling pathways were involved in the CSC 
generation. By screening from various signal inhibitors, we found that the GSK3beta and MEK 
inhibition promoted CSC generation. In addition, we performed the comprehensive gene expression and 
epigenetic analysis to find out the intracellular change(s), and nominated candidate genes that 
might be contributing to the CSC generation.

研究分野： 総合生物

キーワード： iPS細胞
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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 
 がん細胞の内、ごく少数細胞のみが自己
複製能と、造腫瘍性が低いか欠けている細
胞群を造成する能力を持ち（がん幹細胞）、
これが増殖することによって多様性を持つ
腫瘍が形成されるという「がん幹細胞」説
は、広く認識されるようになった。がん幹
細胞の存在は種々な形で示される一方で、
外来遺伝子導入以外の，自然発生的ながん
幹細胞発生のメカニズムについては、未だ
報告が無い。 
 がん幹細胞の自然発生的なメカニズムは、
根源的ながんの治療に結びつく事は明らか
である。がん幹細胞の根源を幹細胞に求め
れば、遺伝子導入などのリプログラミング
に依らず、幹細胞からがん幹細胞を生み出
すニッチにより、多くのがん化を再現して
新たな研究に取り組む事が可能になると考
え、我々は、がん由来細胞株の培養液をニ
ッチに見立てて iPS 細胞を培養し、未分化
な状態を保って増殖する細胞群を得てがん
幹細胞モデルとして発表した。半世紀近く
に及び重点的な研究対象であったがんに対
して、依然として決定的な治療方法が見出
せていない現状を打開し、根本的に観点を
変えてがん研究を見直す原点となる研究で
ある。 
 
２．研究の目的 
 人工多能性幹細胞（iPS 細胞）からがん
幹細胞を誘導する過程に於いて、誘起され
る細胞内の変化に着目し、これを網羅的に
解析して、がん幹細胞が誘導されるメカニ
ズムを解明する。我々は iPS 細胞をがん由
来細胞の培養液を用いて培養するとがん幹
細胞様の性質をもつ細胞が得られることを
世界で初めて報告した。本研究では、がん
由来細胞の培養液とともに iPS 細胞からが
ん幹細胞を誘導する化合物を探索する。見
つかってくる化合物の中から非変異原性の
化合物を中心に選択して iPS 細胞内に誘起
される変化を種々の手法により網羅的に解
析する。これにより iPS 細胞からがん幹細
胞が生成する機序を詳細に記述する。 
 本研究でがん幹細胞発生のメカニズムが
証明できれば、がんの根治を目指す新しい
方向性を与える事ができる。 
 
３．研究の方法 
 iPS 細胞ががん幹細胞へ分化する過程
における細胞の変化を網羅的に解析して、
がん幹細胞生成のメカニズムを明らかにす
る為、「がん由来細胞株の培養上清」の効果
に影響を示す非変異原性化合物の探索を行
った。選出された候補化合物存在下での
iPS 細胞に引き起こされる変化を遺伝子発
現プロフィール、エピジェネティクスの面
からがん幹細胞化の時系列を含めて検討し
て、iPS 細胞ががん幹細胞へ変化していく
メカニズムの解明を試みた。 

(1)iPS 細胞のがん幹細胞化に影響を及ぼす
化合物の検索。 
 化合物による幹細胞のがん幹細胞化の影
響を評価するにあたり、これまでがん幹細胞
作成の実績がある miPS 細胞と LLC 細胞培養
上精（CM）の組み合わせでがん幹細胞化を誘
導した。この時キナーゼ阻害剤、増殖・分化
に関わる種々のシグナル伝達経路阻害剤を
添加し、その細胞形体や、GFP 蛍光をレポー
ターとしたNanog遺伝子発現のモニタリング
を指標として培養を行った。化合物を添加す
ることでより GFP 蛍光が見られるものを、が
ん幹細胞化促進物質、GFP 蛍光を減少させる
ものをがん幹細胞化抑制物質の候補化合物
として選出した。選出した化合物存在化で
iPS 細胞の CM によるがん幹細胞化を行い、造
腫瘍能を免疫不全マウス皮下移植系で確認
した。 
 
(2)iPS 細胞のがん幹細胞化での網羅的遺伝
子発現解析、がん幹細胞のエピジェネティッ
ク解析。 
 化合物添加条件でがん幹細胞誘導した細
胞（６日間の培養）についての網羅的遺伝子
発現解析を、DNA マイクロアレイにより行っ
た。また、解析には球面自己組織化マップ
(sSOM)を利用し、その遺伝子発現プロファイ
ルと化合物（阻害剤）の作用点からがん幹細
胞化に関与するシグナル経路を推定した。 
 また、これまで作成したがん幹細胞株のエ
ピジェネティック解析を行い、親株 iPS 細胞
との比較を通してゲノムメチル化が変化し
ている領域の同定を試みた。 
 
(3)化合物作用点からの in slico がん幹細胞
化パスウェイの解析。 
 がん幹細胞化に影響を与える化合物、影響
を与えなかった化合物の作用点を化合物デ
ータベース Pubchem より検索し、作用標的候
補リストを作成した。これらの関与するパス
ウェイ解析を行い、がん幹細胞化に関係する
シグナル伝達経路の推定を行った。 
 また、既知キナーゼ阻害剤とキナーゼ構造
とのドッキングシミュレーション、 sSOM を
利用した化合物のクラスタリングを行った。 
 
４．研究成果 
(1)化合物による幹細胞のがん幹細胞化の影
響を評価するにあたり、これまでがん幹細胞
作成の実績がある miPS 細胞と LLC 細胞培養
上精（CM）の組み合わせで造腫瘍性、幹細胞
マーカー遺伝子発現の経時変化を確認した。
最短一週間の CM 処理で外因の LIF 非依存的
に継代可能な細胞が取得できるが、造腫瘍性
獲得には４週間の CM 処理が必要であった。
この時２週間目から親株 miPS 細胞と比較し
てNanogの高発現が確認された。多くのがん、
がん幹細胞でNanogの高発現が報告されてい
る。したがって、GFP 発現をレポーターとし
て Nanog 発現を指標とし、約１０日の CM 処



理中のGFP蛍光を変化させる化合物を検索し
た。その結果、MEK 阻害剤、GSK3beta 阻害剤
ががん幹細胞化を促進する物質として得ら
れた。これらの化合物存在下での CM 処理に
よりiPS細胞の造腫瘍能獲得も３週間で確認
され、早期にがん幹細胞化が起きていること
が確認された。今回見出された阻害剤は正常
幹細胞では幹細胞性維持に関わるものとし
て知られている。本実験系においては、がん
幹細胞化は細胞分化の極初期に起きている
ものと推測された。さらに、GSK3beta の阻害
はWntシグナルの活性化を推測させるもので
あるが、大腸癌等の発生初期に APC 変異によ
る Wnt シグナル更新を考えると、癌幹細胞の
発生にWntシグナルが大きく貢献しているこ
とが考えられた。 
 本研究では上記阻害剤以外、複数の候補化
合物を得ている。今後、これらの化合物に対
しての解析に努め、がん幹細胞発生にかかる
シグナル伝達経路の解明を進める予定であ
る。一方で、がん幹細胞化に対し抑制的に働
く化合物も得られており、これらは幹細胞の
分化を促進するものとして知られている。こ
の知見はがん幹細胞の分化誘導療法に大き
く貢献するものと思われ、こちらの解析も重
要な課題となっている。 
 
(2)iPS 細胞のがん幹細胞化での網羅的遺伝
子発現解析、がん幹細胞のエピジェネティッ
ク解析。 
 幹細胞からがん幹細胞に変化する過程で発
現変動する遺伝子を、網羅的解析、sSOM を通
して同定を試みた。本研究では先の解析でが
ん幹細胞化促進効果が見られたMEK阻害剤存
在下、がん幹細胞化の極初期の変化を見出す
ため、培養６日目のサンプルを調整し、親株
iPS 細胞、化合物非添加条件等で比較した。
その結果、CM処理によりがん幹細胞化の初期
では 158 種の遺伝子が高発現し、100 種類の
遺伝子が抑制されていた。個々の遺伝子の詳
細な解析は今後の課題であるが、MEK 阻害剤
存在下でも共通して発現している 11 遺伝子
を見出した。RT-PCR で遺伝子発現変動の確認
できたもの（ケモカインの一種）に関して、
がん幹細胞化過程での経事変化を確認する
と、MEK 阻害剤存在下ではその発現は早期に
検出されることがわかった。 
 本遺伝子発現とMEK経路との関連は明らか
ではないが、ケモカイン/ケモカインレセプ
ターの経路ががん幹細胞化に寄与している
可能性が見出された。興味深いことに、この
遺伝子の発現は、同様にがん幹細胞化促進効
果がみられた GSK3beta 活性状態下ではこと
なる発現パターンを示していた。このことは、
がん幹細胞化のプロセスにおいて異なるシ
グネル伝達経路の活性化（抑制）により異な
る種類のがん幹細胞が生じる可能性、或いは
同一がん幹細胞が異なるプロセスで生み出
される可能性を示唆するものである。 
 本研究では、遺伝子発現解析と合わせて、

エピジェネティック解析も行った。親株 iPS
細胞と比較して CM 処理で作成したがん幹細
胞のゲノム  DNA 状態を比較すると、
hypomethylation 領域が多数見られた。現在
これらの領域の詳細な解析を進めている。あ
わせて、遺伝子発現解析結果との比較、照合
を進める予定である。 
 今後は、メタボロミクス、プロテオミクス
といった網羅的解析を行い、本研究で得られ
た知見を統合し総合的なパスウェイ解析を
進めることで、がん幹細胞化関連シグナル同
定、マップ化が可能と思われる。これより得
られる知見は、新規がん治療標的の発見にも
大きく貢献すると考えられる。 
 
(3)化合物作用点からの in silico がん幹細
胞化パスウェイの解析。 
 iPS 細胞からがん幹細胞化に関連するタン
パク質、シグナル伝達経路の詳細な解析と選
択するシグナル阻害剤の妥当性を検証する
為、in silico での検討を行った。前述の細
胞を用いた化合物評価から、がん幹細胞化に
は多数のキナーゼが関与することが推測さ
れた。そこでキナーゼの酵素活性ポケット構
造を sSOM 解析によりクラスタリングを行い、
その分類と低分子化合物のドッキングシミ
ュレーションをするアプローチを検討した。
現在のところクラスタリング精度改善の必
要性が見受けられるものの、この解析を進め
ることにより、キナーゼ阻害剤の未知の標的
が明らかになることが期待される。 
 一方で、化合物データベース Pubchem を利
用して、化合物評価実験の結果をもとに、が
ん化抑制化合物作用標的リストを作成した。
ここでは 123 種類の作用標的候補が得られ、
これらより 12 種類の候補パスウェイを見出
した。この結果より、より効果の高いがん幹
細胞化抑制化合物を見出すことが期待され
る。 
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