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研究成果の概要（和文）：臨床検体を一旦ゼノグラフトとしてマウスに移植、腫瘍サイズを増大した。ゼノグラフト回
収後、コラゲナーゼ処理、癌幹細胞培養条件下で培養した。CD166ソーティングによって癌幹細胞を濃縮、1000個の細
胞をマウスに移植。腫瘍形成の有無を観察した。一ゼノグラフトでCD166陽性細胞に腫瘍形成が観察された。この検体
より培養細胞を確立した。同定遺伝子のノックダウンを行い、上記実験を行った。また、644種からなる低分子化合物
ライブラリーを用いてスクリーニングを行い、標的候補タンパク質の酵素活性に対する阻害活性を有する低分子化合物
を得た。現在、その化合物を元に至適化を行っている。

研究成果の概要（英文）：We collected clinical lung cancer specimens and transplanted each of in the 
immune-deficient mice. Xenografts were recovered after tumor formation, collagenase-treated, and sorted 
for CD166 positive population. In a cell line, the CD166 positive cells successfully formed secondary 
tumors in mice. We performed database analysis to figure out a gene candidate which may contribute to the 
cancer initiating cell nature. By using the above cell line, we established a stable cell line that is 
associated with a knockdown of this gene, and inoculated thousands of cells in mice. Results are 
forthcoming. We also screened for an inhibitor against this gene product. Among the 2000 candidates, we 
found a compound that inhibits the activity. To decrease the EC50 value, we started optimization of this 
compound.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 肺がん　がん幹細胞　低分子化合物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
近年、癌(腫瘍)幹細胞仮説(Nature, 199; 79, 
1963)が白血病、脳腫瘍、乳癌領域などを中
心に広く認識されてきた。特にこの 10 年ほ
どの知見の蓄積は、癌幹細胞仮説が単に癌研
究に新たな領域を加えたというだけでなく、
癌組織中で大多数を占める非癌幹細胞、ある
いは、培養細胞を用いた研究に基づくこれま
での知識を根底から見直す必要性を提起し
ている。また、癌幹細胞が従来の化学療法に
抵抗性を示し、癌治療の障壁となっていると
いう仮説に立てば、癌幹細胞の性質解明が今
後の研究、診断、および治療の鍵となる。そ
の一方で、一部の癌においては、癌幹細胞の
存在自体に懐疑的な意見も根強く（Nature 
456; 593, 2008 など）、癌幹細胞を巡る状況は
未だ混沌としていることも事実である。 
 
申請者らはこれまで、主として発癌と転移の
観点から肺癌研究を行ってきた。（Cancer 
Cell 20, 348, 2012; EMBO J 31, 481, 2011; 
Cancer Res 70, 8407, 2010 など）。この研究
手法を肺癌幹細胞研究に応用することで、肺
癌の理解と診断、治療法開発に貢献できると
考え、手術検体を用いた研究を通じて、肺癌
幹細胞マーカータンパク質候補を同定して
きた。 
 
２．研究の目的 
 
近年認識されてきた癌（腫瘍）幹細胞仮説は、
癌組織中で大多数を占める非癌幹細胞、ある
いは、培養細胞を用いた研究に基づくこれま
での知識を根底から見直す必要性を提起し
ている。癌（腫瘍）幹細胞仮説は、血液腫瘍、
脳腫瘍、乳癌等一部で先駆的研究が行なわれ
ているが肺癌では立ち遅れている。我々はこ
れまで、肺癌手術検体を用いた検討より、新
規肺癌幹細胞因子候補を見出してきた。本申
請ではこのタンパク質の肺癌幹細胞特性に
対する機能を明らかにし、この機序に立脚し
た肺癌幹細胞に対する分子標的治療薬候補
のスクリーニングと個体レベルの薬剤評価
系開発を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）候補タンパク質の肺癌幹細胞特性に対
する機能を明らかにする。 
 
腫瘍形成に対する役割：癌幹細胞の一つの特
徴は少数の細胞で腫瘍形成を行うことであ
る。候補遺伝子が癌幹細胞因子か否か決定す
るため、臨床検体由来肺癌幹細胞を用いて以
下の実験を行う。 
 
実験に必要な細胞数を確保するため、臨床検
体を一旦ゼノグラフトとしてマウスに移植、
腫瘍サイズを増大する。ゼノグラフト回収後、

コラゲナーゼ処理、癌幹細胞培養条件下で培
養し候補タンパク質の遺伝子操作をおこな
う。この後 CD166 ソーティングによって癌幹
細胞を濃縮、1000 個の細胞をマウスに移植。
腫瘍形成の有無を観察することで候補タン
パク質の癌幹細胞性へ与える影響を調べる
（図 1）。 

 
候補タンパク質に対する遺伝子操作実験に
より、酵素活性から類推されるシグナル変
化と表現型変化観察を行う。また、遺伝子
操作実験により細胞内シグナル/転写ネッ
トワークに与える影響を調べる。即ち、遺
伝子発現プロファイルの取得。mRNA、
miRNA 発現解析に基づく標的遺伝子下流
の遺伝子群の同定、GSEA 解析法等を用い
たパスウエー解析、その他バイオインフォ
ーマティクス解析を実施することで下流遺
伝子群とネットワークを同定する。相関検
定においては膨大な数のパラメータを扱う
多重検定に起因して誤って有意と判定する
危険性を回避するため、Bonferroni 法など
による補正を行う。候補遺伝子のノックダウ
ン、過剰発現条件下に観察される表現型を調
べ、癌幹細胞性を規定するメカニズムを明ら
かにする。 
 
さらに、がん幹細胞性の評価に際して、以下
の二つの仮説を考慮する。「従来の化学療法
は選択的に非幹細胞群に対して効果がある
が、癌幹細胞は抵抗性を示す」、即ち、がん
幹細胞に対する分子標的が癌治療の鍵とな
るという仮説。一方「がん幹細胞を根絶して
も非幹細胞群より再びがん幹細胞が出現す
る」という仮説、即ち、がん幹細胞と非幹細
胞は相互移行が可能でありがん根治には両
者を並行して根絶する必要があるという仮
説。このどちらの仮説が肺がん幹細胞の性質
に当てはまるのか検討を行う。 
 
（２） 肺癌幹細胞に対する分子標的治療薬
開発を行う。 
2000 種からなる低分子化合物ライブラリー
を用いてスクリーニングを行う：このため開
発したポジティブスクリーニング法あるい
は、古典的な生化学的手法を併用し、標的候

図 1. マウス移植実験フローチャート
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補タンパク質の酵素活性に対する阻害剤を
スクリーニングする。 
 
阻害活性を示した化合物に対して、50％阻害
値、酵素特異性、細胞毒性、転移能に対する
効果を調べる。 有望な化合物につき細胞毒
性等も考慮してリード化合物を選択。最適化
作業を開始する。 
 
肺癌幹細胞研究は歴史が浅く、薬剤に対する
評価系が十分に確立していない。スクリーニ
ングされたリード化合物を用いて、マウスに
おける治療評価法の確立を目指した実験を
開始する。 
 
４．研究成果 
 
（１）候補タンパク質の肺癌幹細胞特性に対
する機能を明らかにする。 

 
臨床検体を一旦ゼノグラフトとしてマウス
に移植、腫瘍サイズを増大させた。ゼノグラ
フト回収後、コラゲナーゼ処理、癌幹細胞培
養条件下で培養した。CD166 ソーティングに
よって癌幹細胞を濃縮（図 2）、1000 個の細
胞をマウスに移植。腫瘍形成の有無を観察し
た。平成 27 年度中に 40 検体、平成 28 年度
に 38 検体を用いて実験を実施したところ、1
検体由来の細胞において、培養細胞系出の実
験が可能であった。その細胞株においては、
CD166 依存的皮下腫瘍形成（図 3）にくわえ、
肺転移モデルとして用いることも可能であ

った（図 4）。以上の結果はこの細胞中にがん
幹細胞画分を含むことをしめしており、本モ
デルががん幹細胞モデルとして、薬剤評価も
含めた各種研究及び開発に使用できること
を示している。 

 
ソート後の細胞における mRNA マイクロアレ
ー解析の実施を試みたところ、得られる mRNA
量が極めて少なく、解析に用いるには困難で
あった。そこで、公開データベースを用いて、
がん幹細胞性と関係がある遺伝子のピック
アップを行った。まず、3つの mRNA 発現デー
タベースを用い、肺腺がん細胞と正常肺細胞
で発現差の大きい 20 遺伝子をピックアップ
した。次にそれぞれの遺伝子の CD166 陽性細
胞と陰性細胞での発現差をスコア化し、上位
5遺伝子をリストアップした（図 5）。 

1、2、5 位にがんおよびがん幹細胞に関連す
る遺伝子がリストアップされており、この解



析方法の妥当性を示していた。一方、３位と
４位にあたる遺伝子についてはがんとの関
連がほとんど知られていなかった。今回はこ
の う ち CCS1 (Candidate of  Cancer 
Stemness）についてがん幹細胞の可塑性に関
する実験を行った。 

 
がん幹細胞の可塑性仮説とはすなわち「従来
の化学療法は選択的に非幹細胞群に対して
効果があるが、癌幹細胞は抵抗性を示す」と
いう従来型仮説（図 6A）に対して、「がん幹
細胞を根絶しても非幹細胞群より再びがん
幹細胞が出現する」という考え方、即ち、が
ん幹細胞と非幹細胞は相互移行が可能であ
りがん根治には両者を並行して根絶する必
要があるという仮説（図 6B）である。このど
ちらの仮説が肺がん幹細胞の性質に当ては
まるのか検討を行った。 

 
一般に肺がん細胞は培養条件下で全ての細
胞ががん幹細胞マーカーCD166 陽性になり、
非対称分裂を行わない。我々は、種々条件検
討を行い、培養細胞ががん幹細胞画分と、非

幹細胞画分に分化する条件を発見した。その
上で培養肺がん細胞において、CD166 陽性細
胞と陰性細胞を FACS にて分離し、それぞれ
の画分の増殖曲線を調べた。丸プロットが
CD166 陽性細胞、四角プ ロットが CD166 陰
性細胞の数を示す。3 日目までは CD166 陽性
画分の細胞のみ増殖しているように見受け
られるが、5 日目以降は両者とも増殖が観察
された。また、この時点でどちらの画分から
も CD166陽性細胞と陰性細胞の両方が観察さ
れた（図 7）。さらに、7日後に細胞をリプレ
ートすると、その増殖速度に差は観察されな
かった。この結果は、増殖性の低い CD166 陰
性細胞から、陽性細胞が出現することを示し
ている。 
 
さらに、CCS１ノックダウン細胞 CD166 陽性
および陰性画分を FACS にて分取し、それぞ
れの細胞各 1000 個ずつマウスに接種した。
コントロールでは CD166陰性細胞からも造腫
瘍が確認された。これは in vitro 実験と同
様に CD166陰性細胞から陽性細胞への転換が
起こったためと考えられる。これに対して、
CCS１をノックダウンした CD166 陰性細胞か
らは腫瘍形成が確認されなかった(図 8)。こ
のことから CCS１はマウスにおける造腫瘍性
に一定の役割を果たしている可能性が示唆
された。一つの可能性として、CCS１が CD166
陰性細胞から陽性細胞への転換に必要であ
る可能性が考えられる。 
 

 
さらに、ゼノグラフトよりの腫瘍の回収条件、
細胞培養条件あるいは、ショートヘアピンコ
ンストラクトなどに関して各種条件検討を
行った結果、臨床検体由来がん幹細胞を用い
た CCS１遺伝子のノックダウンが可能となっ
た。ノックダウン後の細胞についてはさらに
CD166陽性細胞をFACSにて回収し一定数をマ
ウス皮下及び尾静脈より接種した。通常 1000
個の細胞から腫瘍形成にいたるには数ヶ月
要する。このため、マウスにおける腫瘍形成
能の有無につき現在も観察を継続している。 
 
（２）肺癌幹細胞に対する分子標的治療薬開
発を行う。 
実験開始時に予定していた 2000 種の低分子



化合物のうち、そのクオリティーあるいは保
管量などを考慮し、644 化合物種を用いて標
的候補タンパク質の酵素活性に対する阻害
剤をスクリーニングした。1 化合物及びその
類縁体で阻害活性を有する化合物が得られ
た(表 1)、細胞毒性、転移能に対する効果を
調べたところ、実験的肺転移モデルにて、転
移能を阻害することが明らかとなった。この
結果を受けて、これら化合物を元に当初の予
定通り最適化作業を開始した。 
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