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研究成果の概要（和文）：申請者は、人工癌幹細胞（induced cancer stem cells: iCSC）技術を基盤にし、癌幹細胞
の体内での挙動の解析、癌幹細胞と非癌幹細胞との相互作用の解析を行い、それらを制御・構成する分子の同定と阻害
化合物の探索を行い、最終的に癌幹細胞の治療抵抗性を克服する戦略をデザインすることを目的として研究を行った。
その結果、①骨肉腫において腫瘍形成能を決定づける因子としてImp3を同定し、②治療によって癌幹細胞が抵抗性を発
揮する際、IGFシグナルが重要であること、更に③癌幹細胞におけるCD44vの発現は、活性酸素の蓄積を抑制し、腫瘍の
増大と治療抵抗性を促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously developed induced cancer stem cells (iCSCs). Based on this 
technology, we characterized the dynamics of CSCs and analyzed their interaction with non-CSCs. Specific 
aim of our project was to identify the molecules regulating the functions of CSCs and compounds targeting 
those molecules, leading to the development of the strategies to overcome therapeutic resistance of CSCs. 
We have identified: i) Imp3 as a master regulator for tumorigenesis of osteosarcoma CSCs, ii) the IGF 
signals which promote therapeutic resistance of CSCs and iii) CD44v as a functional molecule to reduce 
reactive oxygen species and to promote tumor growth and therapeutic resistance.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 発がん　がん微小環境　幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
 
癌幹細胞画分は、極めて少数の細胞集団であ
り、特に生体内における周囲環境との相互作
用の分子メカニズムやその意義について明ら
かにすることは非常に困難である。また、階
層性に乏しい培養癌細胞株を用いた従来の研
究手法では、様々な分化段階の非癌幹細胞と
の相互作用について解析するには十分ではな
い。私達は、これらの問題点を考慮に入れ、
ヒトに発生する癌に構造的、性質的に類似し
た腫瘍を形成・維持する起源となる細胞を、
マウス正常細胞から作製することを目指した。
その結果、正常細胞に必要最小限の遺伝子操
作を加えることで、過形成や遺伝子不安定化
という時期をほとんど経ることなく、永続的
な自己複製能と分化能を有し、それを免疫系
が正常である同系マウスに移植することで、
短期間でほぼ同時期に悪性腫瘍を作ることの
できる誘導性癌幹細胞（induced cancer stem 
cell: iCSC）を様々な細胞種を用いて作製する
ことに成功した。iCSC から発生した腫瘍はヒ
ト癌組織と同様に、階層構造に基づく不均一
性な細胞によって構成され、癌幹細胞の分化
や可塑性のメカニズム、さらには非癌幹細胞
との生体内における相互関係について明らか
にするための絶好のモデルであると考えた。 
 

２．研究の目的 
 
iCSC 技術を基盤にして、癌幹細胞の体内での
挙動と特性、癌幹細胞と非癌幹細胞との相互
作用の解析を行い、腫瘍形成性・治療抵抗性・
再発能・転移能を制御・構成する分子の同定
と阻害化合物の探索を行い、最終的に癌幹細
胞の治療抵抗性を克服する戦略をデザインす
ることを目的として研究を実施した。 

 
３．研究の方法 
 
（１）腫瘍形成能を決定づける分子の同定 
 
骨肉腫 iCSC を同系マウスに移植することに
より悪性の骨肉腫が 100%の確率で成立する
が（Shimizu et al., Oncogene 2010; Shimizu et al., 
Mol Cancer Res 2012）、その腫瘍組織から単離
した細胞（AXT 細胞と呼ぶ）は腫瘍形成能が
オリジナルの iCSC（AX 細胞と呼ぶ）より遥
かに高く、その能力は細胞の足場非依存性増
殖能と相関することが分かった。そこで in 
vivo における腫瘍形成能、および足場非依存
性増殖能を規定している分子の同定を試みた。
遺伝子発現解析によって候補分子を絞り込み、
それらを導入した AX 細胞とノックダウンし
た AXT 細胞を用いて評価を行った。 
 

（２）治療ストレスによる癌幹細胞の変化 
 
骨肉腫 iCSC およびグリオーマ iCSC をそれぞ
れ抗がん剤処理、放射線処理し、それら治療
ストレスに耐性を持つようになった iCSC に
おいて活性化している分子あるいはシグナル
を探索した。見出した分子あるいはシグナル
を処理前の細胞で活性化させた場合、治療耐
性が生じるか否かについて確認を行った。 

 
（３）CD44v-xCT 相互作用によるがん幹細胞
の酸化ストレス回避機構 
 
Wnt1 とプロスタグランジン E2 を同時に胃上
皮粘膜で活性化させることによって胃癌を
100％形成する遺伝子改変マウスの癌組織か
ら CD44 のバリアントアイソフォーム
（CD44v）が、発現している細胞を単離し解
析を行ったところ、酸化ストレスに対する耐
性の高い細胞群であることが明らかになった。
そのメカニズムについて解析を行った。そし
て、その所見に基づいて非臨床試験及び臨床
試験のデザインを行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）腫瘍形成能を決定づける分子の同定 
 
AX 細胞に比べて AXT 細胞において有意に高
く発現している 20 の遺伝子の中で、腫瘍形成
能に機能的に関与している遺伝子を 7 つのク
ライテリアを設定して選択したところ、2 つ
の遺伝子がそのクライテリアに合致した。そ
のひとつである IGF2BP3/Imp3（以下 Imp3 と
呼ぶ）は iCSC が生体において腫瘍を形成する
過程においてその発現が上昇し、発現を抑制
することによって完全にマウスにおける腫瘍
化を防ぐことができることが分かった。更に、
AX 細胞に Imp3 を強制発現することで、AXT
細胞と同様の腫瘍形成能をもつ細胞を作成す
ることができた（Ueki et al., PLoS One 2012）。
また Imp3 は RNA 結合たんぱく質であり、そ
の標的 mRNA を同定したところ、クロマチン
制御分子と細胞骨格制御分子が多く結合して
いることが分かり、in vivo における腫瘍形成
能を細胞内の多くの分子とシグナルを一斉に
コントロールする分子である可能性がある。 
 
（２）治療ストレスによる癌幹細胞の変化 
 
①  脳腫瘍 iCSC をもちいた解析 
脳腫瘍腫瘍幹細胞集団(TS)を単離し、これを
モデル細胞として利用した。この TS に X 線
照射を合計 60Gy(5Gy×12)施行し、残存する
細胞集団(TS-RR)を獲得した。この二つの細胞
の特徴を比較検討して、抵抗性に関わる分子
メカニズムを解析した。TS-RR は TS に比べ



て、in vitro と in vivo ともに強い放射線抵抗性
を示した。また、TS-RR は腫瘍幹細胞の特徴
を増強していた。TS では放射線照射が繰り返
される間に IGF1 分泌増加に伴う IGF1 シグナ
ル経路の活性化が誘導された。その結果、最
終的にシグナルの抑制的変化と FoxO3a 活性
化が引き起こされ、幹細胞特性が増強し、放
射線障害を軽減していることが判明した。こ
の所見に基づき、放射線照射に IGF1R 阻害剤
投与を加えたところ、TS-RR の抵抗性が減弱
でき、治療効果を上げることが確認できた。
（Osuka et al., Stem Cells 2013）。  
 
②  骨肉腫 iCSC を用いた解析 
iCSC から骨肉腫を形成したマウスに化学療
法を行った結果、腫瘍内で IGF2 の上昇が認め
られた。そこで、骨肉腫細胞に対する IGF2
の影響を調べたところ、血清の非存在下での
IGF2 処理は抗がん剤に対する耐性と休眠状
態をもたらすことが分かった。更に、長期的
な IGF2 刺激は、受容体下流シグナルの減弱を
引き起こし、休止状態を誘導し、オートファ
ジー機構の亢進と細胞外グルタミンの濃度を
高め、細胞の生存に有利に働くことがわかっ
た。更にオートファジー機構の阻害とグルタ
ミンの枯渇は、in vivo において化学療法感受
性を増加させた。この結果は、IGF またはイ
ンスリンを発端とするシグナルが治療後の残
存疾患を引き起こす重要なシグナルであるこ
とが分かった（Shimizu et al., Cancer Res 2014）。 
 
（３）CD44v-xCT 相互作用によるがん幹細胞
の酸化ストレス回避機構 
 
CD44v が細胞膜においてシスチンのトランス
ポーターである xCT と結合し、グルタチオン
の生成を促進することでがん細胞の活性酸素
種の蓄積を抑制し酸化ストレスへの抵抗性を
高めていることを見出した（Ishimoto et al., 
Cancer Cell 2011; Yoshikawa et al., Cancer Res 
2013）。更に、転移性マウス乳がんモデルを用
いて解析を行ったところ、CD44v を発現する
細胞は原発巣から有意に肺に転移する能力を
持ち、それはやはりグルタチオンの合成能に
依存することが分かった（Yae et al., Nat 
Commun 2012）。これらの結果から，CD44 や
xCT による酸化ストレス制御機構が、癌幹細
胞の治療抵抗性や転移機構に重要であること
が明らかになった。 
 本研究成果に基づいて進行性胃癌に対する
xCT 阻害剤の第一相臨床試験を行い（この臨
床試験の経費は「厚生労働省早期・探索的臨
床試験拠点整備事業」によるため、本研究の
成果には含めなかった）、本研究課題において
掲げた「癌幹細胞に対する治療戦略を立案す
る」という最大の目的を達成できたことにな

る。更にその臨床研究では 11 例中 4 例におい
て POC（proof of concept）を取得できたこと
から、次相の臨床試験に駒を進めることとな
った。実際に、H26 年度より「文部科学省橋
渡し研究加速ネットワークプログラムシーズ
C」として九州大学拠点において、従来の抗が
ん剤との併用療法の医師主導治験を実施する
こととなった。以上のように、本研究で得ら
れた基礎および前臨床研究の成果に基づいて
臨床試験が進行している。 
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