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1. 研究成果の概要 
ヒトがん幹細胞のマウス移植腫瘍モデルを用いた抗がん剤抵抗性細胞の解析を

最終目的として、その準備にむけた幾つかの検討を行った。とりわけ大腸がん

の irinotecan 治療を検討の主眼におき、（１）大腸がん移植腫瘍における
irinotecan投与条件の最適化、（２）各種実験モデルを用いたシングルセル遺伝
子発現解析、及び（３）irinotecan 抵抗性の大腸がん細胞のシングルセル遺伝
子解析の予備実験を行った。これらの実験結果の詳細は、下記の研究成果に示

した。これらの成果により、irinotecan 等の抗がん剤に抵抗性を示す大腸がん
細胞の特性解析の実験準備が整った。今後の実験により、抗がん剤抵抗性と関

連する遺伝子群が明らかになり、さらに shRNA、CRISPR/CAS9等の遺伝子抑
制法により、抗がん剤抵抗性を担う遺伝子の同定が可能になると期待される。 

 
2. 研究開始当初の背景 
一般に難治がんの抗がん剤において問題となるのは、がん組織の一部を占める

治療抵抗性細胞の存在である。これらの細胞の持つ治療抵抗性は細胞の

stochastic な選択の結果ではなく、がん組織の多様性の結果であって、一部の
細胞のみが持つ特性が抗がん剤存在時に生存に有利に働いた結果であると考え

られる。従って、治療抵抗性細胞の持つ個々の細胞特性を明らかにする事は、

難治がん治療において決定的に重要である。このような考え方のもとに、がん

組織のごく一部を担う細胞群の特性をシングルセル発現解析で明らかにする事

が本研究のねらいである。 
	
 これまでの申請者の研究において、ヒトがん幹細胞の in vitro培養系の樹立
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を行ってきたが、樹立したがん幹細胞を免疫不全マウスに移植する事によりオ

リジナルの原発腫瘍と病理学的に極めて類似した腫瘍を再構成する事が出来る。

従って、このマウス xenograft の実験系において抗がん剤治療を行い、抵抗性
細胞のシングルセル発現解析を行う事により、抗がん剤抵抗性の本態を明らか

にしようと考えた。 
 
3. 研究の方法及び成果 
上記の目的を達成するため、本年度は研究成果の概要に挙げた３方向の実験を

行った。 
（A）大腸がん移植腫瘍における、irinotecan 投与条件の最適化	
 大腸がん幹
細胞をmatrigel存在化で皮下移植し、腫瘍形成を行った後、様々な投与量、投
与間隔、投与期間で、irinotecan を腹腔内投与し、マウスの致死量、及び腫瘍
縮小効果を検討した。その結果、週二回 100mg/kg 投与、２週間の投与（計４
回投与）が最適である事

が明らかになった（図１）。 
	
 また、抗がん剤投与後

の細胞採取までの最適期

間を決定するため、

PCNA及び Caspase-3の
免疫染色で time course
の検討を行なった所、投与

終了後３日後にアポトー

シス細胞死に伴って、治療

抵抗性の残存細胞が最小

になり、その後抵抗性細胞

の増殖の上昇が観察され

た（図２）。従って、最終

投与後３日目の細胞を回

収しシングルセル解析を

行う事とした。 
（B）各種実験モデルを用
いたシングルセル遺伝子発現解析	
 治療抵抗性がん細胞のシングルセル発現解
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析を行なう前に、マウス大腸炎症発がんモデル、及び卵巣がん幹細胞の in vitro
分化系の２つの実験モデルにおいてシングルセル発現解析を行い、我々の実験

手法が妥当なものであるか確認を行なった。 
	
 第一に、マウス大腸炎症発がんモデルにおいては、ApcMinマウスに DSS経
口投与を行なう事により、大腸発がんを起こす実験系を用い、がん部及び非が

ん部より、腸管上皮をフローサイトメトリー（FacsAria II, Becton Dickinson）
を用いて単離した。単離した腸管細胞を用いて、シングルセル遺伝子発現解析

（Fluidigm、Biomark HD）により、各種細胞マーカー（幹細胞及び分化細胞、
４８遺伝子）等の発現解析を行なった（図３、上部）。えられた結果の数理的解

析を行い、主成分解析により、がん部及び非がん部を構成する細胞（幹細胞、

分化細胞）を２次元マップ上に分離した（図３、下部）。発がんに伴い、幹細胞

群において、Wnt経路のターゲット遺伝子の一部が選択的に上昇する事を認め
た（未発表）。このように、発がん過程における幹細胞の動態を明らかにした。 
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 次に、ヒト卵巣がん由来のがん幹細胞を用いたシングルセル発現解析を行な

った。これまでの研究により、卵巣がん幹細胞も、大腸がん幹細胞と同様にス

フェロイド（球状体）として、in vitro で維持、増殖できる事を確認している
（未発表データ）。スフェロイド状態のがん幹細胞を用い、血清添加で分化誘導

を起こす事により、がん幹細胞の未分化状態から分化状態への遷移過程での細

胞特性の変化をシングルセル発現解析で検討した。実験手法としては、上の実

験と同様に、フローサイトメトリーで細胞を単離後、Fluidigmのシステムでシ
ングルセル解析を行なった。主

成分解析の結果、分化細胞と未

分化細胞は分離可能である事、

さらに分化細胞は未分化状態

に戻る事ができ分化可塑性を

有している事が明らかとなっ

た（図４）。 
	
 これら（A）、（B）の実験に
より、申請者らの確立したシン

グルセル発現解析は、個々の細

胞レベルでの発現特性の解析

に有力手段となりうる事を明

らかにした。 
（C）irinotecan 抵抗性の大腸が
ん細胞のシングルセル遺伝子解析

の予備実験 (A)、(B)の結果を受け
て、xenograft 由来の irinotecan
抵抗性大腸がん細胞を対象にした、

シングルセル発現解析を開始した。

(A)においては、irinotecan投与の
至適条件を決定したが、まずより

mildな抗がん剤投与条件で、治療
抵抗性細胞のシングルセル発現解

析を行なった所、主成分解析の２

次元マップ上で、治療抵抗性細胞
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の分布の母集団がん細胞からの移行が観察された（図５）。今後は、至適条件で

irinotecan投与を行い、治療抵抗性細胞の特性を明らかにする予定である。 
 

4. 今後の研究の方向性 
今年度の研究結果を受けて、来年度は irinotecan抵抗性大腸がん細胞の遺伝子
発現の特性を明らかにし、抗がん剤抵抗性を担うと予想される遺伝子群の同定

につとめる。同様の解析を他の抗がん剤や、卵巣がんについても行い、治療抵

抗性に関わる遺伝子群の共通性、特異性について明らかにする。さらに、これ

らの遺伝子群の機能的重要性を明らかにするため、in vitro 培養がん幹細胞に
対 し 相 当 す る 遺 伝 子 の shRNA 発 現 レ ン チ ウ イ ル ス 、 又 は

CRISPR/CAS9(double nickase法)発現プラスミドの electroporation（NEON 
technology、Life technologies）の導入により遺伝子抑制を行う。治療抵抗性
遺伝子を抑制したがん幹細胞の移植腫瘍の抗がん剤抵抗性が減弱するかどうか

検証する事により、抗がん剤抵抗性を担う因子の同定を行なう。これらの研究

により、抗がん剤と治療抵抗性遺伝子の抑制による synthetic lethal 法による
革新的治療法構築にむけた検討を行なう。 
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