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研究成果の概要（和文）：SP(+)細胞は、色素Hoechst 33342の排出能を持つ細胞で、幹細胞形質の一つである。
ヒト大腸がん細胞由来116/slug-25細胞より分取したSP(+)細胞では、薬物排出トランスポーターABCG2とヒスト
ンアセチル基転移酵素HAT1の発現が上昇し、ヒストンメチル基転移酵素EZH2の発現が低下していた。
116/slug-25細胞のSP(+)細胞は、ヒストンのアセチル化/メチル化に関連する酵素の阻害薬により著明に減少し
た。SP(-)細胞にshRNAライブラリーを導入するスクリーニングにより、細胞のSP(+)形質を制御する遺伝子を得
た。

研究成果の概要（英文）：SP(+) cells have a property of Hoechst 33342 exclusion and are considered as
 stem-like cells. SP(+) cells isolated from human colorectal cancer 116/slug-25 cells showed higher 
expression of drug efflux transporter ABCG2 and histone acetyl transferase HAT1, and lower 
expression of histone methyltransferase EZH2 than SP(-) cells. Treatment of 116/slug-25 cells with 
inhibitors of histone acetyltransferases and methyltransferases diminished SP(+) cells. Genes 
regulating this SP(+) phenotype have been identified from a screening with shRNA library.

研究分野： 分子生物学、がん化学療法
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１．研究開始当初の背景 
 がん幹細胞は、自己複製能と多分化能を持
ち、強い造腫瘍性、高転移能、抗がん剤抵抗
性を特徴とする。このためがん薬物療法の効
果を高めるためには、がん幹細胞固有の形質
を制御する因子を同定し、これを標的とした
新しい治療法を開発することが必要である。
申請者らは、ヒト大腸がん細胞株 HCT116 に
SLUG 遺伝子を導入して上皮間葉転換（EMT）
を誘導した 116/slug-25 細胞が、10〜15％の
side population(+)細胞（SP(+)細胞）を含
むことを見出した。セルソーターを用いて分
取した細胞を培養すると、SP(+)細胞からは、
SP(+)細胞と SP(-)細胞を含む細胞集団が形
成された。また細胞の高い浸潤能と抗がん剤
耐性も確認された。よってこの SP(+)細胞は、
がん幹細胞のモデルと位置づけることがで
きる。本研究では、この SP(+)細胞を用いて、
SP(+)細胞形質を制御する因子の同定と、こ
れを標的とした新しいがん分子標的治療の
戦略の開発を目指す。本研究で用いる
116/slug-25 細胞は高率に SP(+)細胞を含む
ため、セルソーターによる SP(+)細胞の大量
分取が可能であり、種々の実験が再現性を持
って行えるという利点がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、SP(+)細胞の自己複製能と多
分化能を制御する因子を同定し、これを標的
としたがん幹細胞に対する分子標的治療の
戦略を開発することを目的とする。SP(+)細
胞を高率に含む 116/slug-25 細胞より SP(+)
細胞、SP(-)細胞を分取して遺伝子発現解析
を行い、両者の比較により、SP(+)細胞の形
質を制御する遺伝子を同定する。候補分子の
活性を制御する化合物による SP(+)細胞形質、
がん幹細胞形質の制御の可能性を検討する。
SP(-)細胞に shRNA ライブラリーを導入して
SP(+)細胞に移行した細胞に組み込まれた
shRNA を同定するスクリーニングにより、
SP(+)細胞の形質を制御する遺伝子を同定す
る。 
 
３．研究の方法 
 セルソーターを用いて116/slug-25細胞よ
り SP(+)細胞と SP(-)細胞を分取し、RNA を精
製して、Agilent 社の SurePrint G3 Human 
Gene Expression 8x60K array を用いて遺伝
子発現を調べた。SP(+)細胞と SP(-)細胞で発
現の異なる遺伝子を抽出した。得られた遺伝
子群の機能を検討し、SP(+)細胞の形質を制
御する候補分子を選択した。SP(+)細胞で活
性が上昇している候補分子について、その活
性を低下させる化合物のスクリーニングを
行った。得られた候補化合物の、SP(+)細胞
形質に与える効果について検討した。 
 また、116/slug-25 細胞由来の SP(+)細胞
を SP(-)細胞に移行させる化合物のスクリー
ニングを行った。得られた候補化合物が
SP(+)細胞形質に与える効果について検討し

た。 
 セルソーターを用いて116/slug-25細胞よ
り SP(-)細胞を分取し、Cellecta 社の
DECIPHER shRNA ライブラリーを導入した。
SP(-)細胞分画より SP(+)細胞分画に移行し
た細胞を分取し、導入された shRNA クローン
を次世代シークエンサーにより解析した。得
られた遺伝子のうち、SP(+)細胞で SP(-)細胞
より発現が低下している遺伝子を選択し、得
られた候補遺伝子の産物が SP(+)細胞形質に
与える効果について検討した。 
 
４．研究成果 
 ヒト結腸がん細胞 HCT116 に SLUG遺伝子を
導入して上皮間葉転換（EMT）を誘導した
116/slug-25 細胞は、10%以上の SP(+)細胞を
含 ん で い た 。 セ ル ソ ー タ ー を 用 い て
116/slug-25 細胞より SP(+)細胞を分取して
培養すると、SP(+)細胞の割合は分取 1 日後
に96%、5日後に67%、10日後に24%であった。
cDNA マイクロアレイを用いて各細胞株の
mRNA 発現を検討したところ、116/slug-25 細
胞の遺伝子発現は親株である HCT116 細胞と
大きく異なっていたが、116/slug-25 細胞由
来の SP(+)細胞と SP(-)細胞の遺伝子発現の
違いは非常に小さかった。その中で、SP(+)
細胞ではABCG2の発現が亢進していた。また、
SP(+)細胞ではヒストンアセチル基転移酵素
HAT1 の関連遺伝子の発現が上昇傾向にあり、
ヒストンメチル基転移酵素 EZH2 の関連遺伝
子の発現が低下傾向にあった。116/slug-25
細胞を種々の阻害薬で処理したところ、ヒス
トンのアセチル化/メチル化に関連する酵素
の阻害薬により、SP(+)細胞は著明に減少し
た。以上より、SP(+)細胞の形質にエピジェ
ネティックな発現制御の関与が示唆された。
116/slug-25 細胞より分取した SP(-)細胞に
shRNA ライブラリーを導入し、SP(+)細胞分画
に移行した細胞を分取して、導入された
shRNA クローンを次世代シークエンサーによ
り解析した。その結果、遺伝子ノックダウン
によりエピジェネティックな発現を制御す
る遺伝子を得た。この遺伝子は、116/slug-25
細胞の SP(+)の形質を制御する遺伝子と考え
ている。 
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