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§１．研究実施の概要  

正常細胞から特定の遺伝子を用いて腫瘍を誘導し、その中に治療抵抗性を示す癌幹細胞

を同定する。そしてこれら人工的に誘導した癌幹細胞（iCSC）の特性を詳細に解析するこ

とによって、癌幹細胞およびニッチを標的とした新たな創薬を推進することが本研究のね

らいである。そして得られた知識と技術を用いて iPS 細胞の腫瘍化を抑制し正常な分化を

遂げさせるための方策を考案することを目的とする。本年度の研究によって、以下の所見

を得ることができた。 

1. マウス各組織の正常細胞を用いて iCSC を誘導し、それらを尐数、同系マウスの同所

に移植することにより、ヒト組織に類似した構造と性質を持つ、致死的な癌組織を構

築することが出来た。現時点で白血病、乳癌、卵巣癌、脳腫瘍、骨肉腫、悪性黒色腫

の iCSC が作製できている。iCSC を用いて、癌幹細胞の起源細胞、腫瘍化の分子背景、

ニッチの候補因子などの探索を行っている。 

2. 骨肉腫においては腫瘍形成性が高く比較的治療感受性の高い iCSC と、腫瘍形成能が

低く治療感受性も低いが分化のレベルが変化することにより高い腫瘍形成性に変化す

る iCSC の二種の細胞を同定し、それらの性質の違いを分子レベルで解析した。 

3. 骨肉腫 iCSC に対して選択的な抗腫瘍活性と脂肪細胞誘導活性を示す薬剤の探索を行っ

たところ、選択的な抗腫瘍活性や顕著な脂肪細胞誘導活性を持った化合物を放線菌とケミカ

ルライブラリーから見出すことに成功した。 

4. CD44 と HMWHA（高分子量ヒアルロン酸）の結合が癌幹細胞の未分化性維持に働い

ているという所見に基づき、その結合およびシグナルを遮断する分子の取得を in vitro 

virus (IVV)法を用いて行い、候補となる分子及び抗体を得ることができた。 

5. 胃癌モデルマウスを用い、癌幹細胞マーカーである CD44 のスプライスバリアント

(CD44v)が細胞の抗酸化能を促進し、腫瘍形成や治療抵抗性において重要な役割を果

たしていることを分子レベルで解明した。 
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② 研究項目 

 胃癌モデルにおける CD44の癌幹細胞維持機構 

 分化細胞からの癌幹細胞の樹立 

 人工骨肉腫癌幹細胞を用いた解析 

 人工白血病癌幹細胞を用いた解析 

 分化度の変化と腫瘍形質の関連解析 

 人工脳腫瘍幹細胞を用いた解析 

 化合物ライブラリーの構築、薬剤スクリーニング 

 

（２）「土居」グループ 

① 研究分担グループ長：土居 信英（慶應義塾大学、准教授） 

② 研究項目 

 癌幹細胞の分化の制御ネットワーク解析 

 癌幹細胞の機能解析と抗ニッチ創薬 

 

（３）「赤羽」グループ 

①研究分担グループ長：赤羽 浩一（第一三共株式会社、所長） 

②研究項目 

 RNAi library を用いた分子スクリーニング  

 

 

§３．研究実施内容  

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

１）各種マウス組織における iCSC の樹立（佐谷研究室） 

【目的】マウスの各種正常組織より組織幹細胞、前駆細胞、分化細胞などを取り出して、

それらの細胞に最小限の遺伝子操作を加えることで自己複製能と分化能を持ち、更に尐数

の細胞を同系マウスに同所移植を行うことで致死的な腫瘍を形成できる人工癌幹細胞

（induced cancer stem cells: iCSCs）を作製し、癌幹細胞の性質の解析と治療戦略の構築

を行うことを目的とした。 

【方法、結果】これまでの研究によって以下の iCSC を樹立することに成功した。 
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            表１：樹立できたマウス iCSC   

 

これらの iCSC を用いた癌幹細胞の機能解析を現在実施中である。造血系 iCSC の起源細

胞を探索する目的で行った研究において、細胞分裂期の制御分子である Cdh1 が、造血系

幹細胞及び前駆細胞の遺伝子損傷ストレスを緩和する作用を持つことを見出した 9)。更に

脳腫瘍（グリオーマ）iCSC の共同研究において、NKX2.2 という分子がグリオーマ癌幹細

胞の自己複製に関わることを見出した 7)。骨肉腫 iCSC については、以下の２）においてそ

の成果を述べる。 

 

２）iCSC を用いた分化能転換薬剤の探索（佐谷研究室、土居研究室、赤羽研究室） 

【目的】我々は、これまでの研究によって、マウス骨髄ストローマ細胞から c-Myc 過剰発

現、Ink4a/Arf-/-の条件により骨肉腫 iCSC を樹立した。この iCSC の性質を詳細に解析し、

その腫瘍形成能を抑制できる薬剤の探索を行うことを目的とした。 

【方法、結果】樹立した骨肉腫 iCSC には、骨および軟骨への分化能力を持つクローン（AX

クローン）と、骨・軟骨・脂肪の３方向に分化能力を持つクローン（AO クローン）が存在

し、AX は AO に比べて明らかに腫瘍形成能と自己複製能が高いことが分かった。AO では

転写因子 PPARγが有意に高く、脂肪分化能を失い PPARγが低下した場合に、AX 化して

腫瘍形成性が上昇することを見出した 5)。 

この所見に基づき、AX から AO への変換を評価できる cell-based assay を確立し、種々

のケミカルライブラリーを用いて、AX（スクリーニングではより AXの性質が顕著である AXT クロー

ンを用いた）に対する選択的細胞毒性と脂肪細胞誘導活性を指標に化合物のスクリーニングを行

った。その結果、フタルイミド誘導体からは化合物 TC11 が、アニリノキナゾリン誘導体からは化合

物Q15が人工癌幹細胞に対して顕著な選択的毒性を示すことがわかった(IC50は数μM)。しかし、

両化合物の脂肪細胞誘導活性は弱かった。 
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 次いで、5000種の化合物からなるケミカルライブラリーから人工癌幹細胞(AXT)に対し強い毒

性を示すものを１次スクリーニングし、WST-1アッセイ値が化合物無添加のコントロールと比較し

30％未満を示した化合物 108個を選択した。２次スクリーニングではAXT細胞とWT（マウス骨髄

ストローマ由来正常細胞）に対してWST-1アッセイで細胞毒性を評価し正常細胞に障害を与えず、

AXT細胞をより強く殺傷する３化合物(YTS-P34、YTS-P43、YTS-P44)を選択した（図１）。また

AXT細胞を分化誘導培地で培養し脂肪細胞への分化誘導を強く起こし oil red染色される５化合

物(YTS-P34、YTS-P43、YTS-P29、YTS-P39、YTS-P76)を選択した（図２）。YTS-P34、

YTS-P43、YTS-P44については約 100mgを目標に合成を開始した。今後マウスを用いた in 

vivoアッセイでの評価を中心に検討を進める。脂肪細胞誘導との関連で PPARγの発現誘導が

起こるかどうかについても調べる予定である。 

 

図１ 
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また AX から AO、逆に AO から AX へと転換するために必要な分子機構を解析するために

RNAi library を用いた分子スクリーニングを実施し、候補となる分子を現在探索中である。現時

点では、発現抑制することによってAOが AX化する有力な候補分子が上がってきており、その分

子の作用を in vitro、in vivoの両面から解析している。 

 

３）CD44-HMWHA（高分子量ヒアルロン酸）のニッチ機構解析と抗ニッチ創薬（佐谷研究室、土

居研究室） 

【目的】CD44 と HMWHA（高分子量ヒアルロン酸）の結合が癌幹細胞の未分化性維持に働いて

いるという所見に基づき、その結合およびシグナルを遮断する分子の取得を in vitro virus (IVV)

法を用いて行い、その検証を試みた。 

【方法、結果】研究分担者らが独自に開発した in vitro virus (IVV)法はタンパク質の多様な機能

スクリーニングに応用可能な技術である 1,2,4,10)。その IVV法を用いて、ヒト・グリオーマ細胞 U251

由来の cDNA ライブラリーから CD44ICDに結合する因子をスクリーニングしたところ、３種類のタ

ンパク質(GTFIIi、CDK5RAP2、MIB1)が得られた。培養細胞内での結合実験をおこなったとこ

ろ、3 種類のタンパク質のうち基本転写因子 GTFIIi については、細胞質画分において全長

CD44および CD44の膜貫通領域および CD44ICD との結合が確認できた。 

 

４）癌幹細胞マーカーCD44 の機能解析に基づく腫瘍形成抑制戦略の考案（佐谷研究室） 

【目的】癌幹細胞のマーカーである CD44 の機能を胃癌モデルマウスを用いて解析し、そ

の所見に基づいて腫瘍形成を抑制する戦略を考案することを目的とする。 

【方法、結果】マウス胃癌において CD44 を発現する癌細胞と発現が極めて低い癌細胞を

比較したところ、CD44 発現癌細胞では活性酸素（ROS）が有意に低いことが分かった。

この ROS 量の調節が CD44 によるものかを検証するために、CD44 高発現癌細胞において

CD44 の発現を RNA 干渉法(RNAi)を用いて抑制してみると、細胞内 ROS 量が増加した。

そこで、その分子機構を解析した結果、抗酸化物質であるグルタチオンの細胞内含有量が

CD44 発現抑制により著明に低下し、細胞内 ROS の蓄積を誘導することが分かった。 

さらに解析を進めた結果、CD44 のバリアントフォーム（CD44v）はグルタチオン合成

の材料となる細胞外シスチンの取り込みに関わるトランスポーターxCT を細胞膜上で安定

化させることで、その機能を亢進させることが明らかになった 8)。（図 3） 

現在 CD44v と xCTの相互作用を阻害することによる腫瘍形成抑制実験を実施している。 
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            図 3 CD44vによる細胞内酸化ストレス抑制機構 
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