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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞はがんの再発や転移を引き起こす原因となる細胞として注目されているが，上皮
性腫瘍におけるがん幹細胞の維持機構は明らかでない．本研究では，がん幹細胞の制御メカニズムの共通性を手掛りと
して上皮性腫瘍のがん幹細胞の特性を明らかにするため，CML幹細胞と乳がん幹細胞の代謝産物の比較解析を行った．
その結果，乳がん幹細胞, 並びにCML幹細胞において，不飽和脂肪酸ドコサヘキソン酸が発現上昇していることを見出
した．当該研究成果によって，不飽和脂肪酸の獲得や蓄積，あるいはその代謝産物が乳がん幹細胞やCML幹細胞の共通
の制御メカニズムに関与している可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Although it is now widely accepted that cancer stem cells are the cell-of-origin 
of the vast majority of mature cancer cells and are reportedly responsible for the recurrence of disease 
following anti-cancer therapy, the molecular mechanisms regulating cancer stem cells in epithelial tumors 
has remained elusive. The biological characteristics of mature cancer cells appear to be distinct among 
breast cancer cells originate from endoderm and leukemia cells originate from mesoderm. However, I 
hypothesized that common molecular mechanisms such as stem cell quiescence and/or therapeutic resistance 
might sustain the long-term survival of breast cancer stem cells and chronic myelogenous leukemia (CML) 
stem cells. In this study, I used sophisticated metabolomics techniques to investigate the distinct and 
common molecular mechanisms maintaining self-renewal capacity of murine breast cancer stem cells and 
murine CML stem cells in vivo.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景  
近年，がん細胞中には，少数ながら非常に

多くのがん細胞を生み出す能力を有するが

ん幹細胞が存在する可能性が報告されてい

る．このがん幹細胞は抗がん剤に対する抵抗

性を有しており，治療後に残存したがん幹細

胞から再発が引き起こされる．すなわち，が

んの再発を克服する上で抗がん剤抵抗性の

がん幹細胞の治療が重要となる．	
 

このようながん幹細胞は最初に白血病に

おいて発見された．1997年にカナダ・トロン

ト大学の Dick教授らは，白血病患者において

幹細胞様の特性を有する白血病細胞 (白血病

幹細胞)が存在し，この細胞を免疫不全マウス

に移植すると高い自己複製能と白血病発症

能を有することを証明した．現在，このよう

ながん幹細胞コンセプトは一部の上皮性腫

瘍にも適応できると考えられており，上皮性

腫瘍におけるがん幹細胞の同定や治療法の

研究が進められている． 

乳がんでは HER2などの増殖シグナルの活

性化を引き起こす遺伝子変異が知られてお

り，乳がん患者の治療にはハーセプチンなど

の分子標的薬が開発されている．しかし，乳

がん患者では抗がん剤治療後，長期の経過の

のちに再発が起こることが知られており，こ

のような治療後の再発の克服が臨床上の重

大な問題となっている．これまでに，世界の

多くの研究者によって，乳がん患者由来乳が

ん幹細胞，及びマウス乳がんモデルを用いた

乳がん幹細胞の治療法の研究が進められて

いる． 
 
２．研究の目的  
	
 がんの再発や転移を引き起こす原因とし

てがん幹細胞が注目されているが，上皮性腫

瘍におけるがん幹細胞の維持機構は明らか

でない．補助事業者 仲は，これまでに慢性
骨髄性白血病 (CML) のマウスモデルを用
いてCML幹細胞の維持機構を解析してきた. 	
 	
  

内胚葉由来の上皮細胞を起源とする乳がん

細胞と，中胚葉由来の白血病細胞の生物学的

特性は異なると考えられる．しかし，休眠状

態での制御や治療抵抗性といったがん幹細

胞の特性の制御には共通性が存在するので

はないかという独自の仮説を着想するに至

った． 
	
 本研究では，テトラサイクリン制御型 CML

マウスモデルより純化した CML 幹細胞と，

乳がんマウスモデル MMTV-PyVT より純化

した乳がん幹細胞の代謝産物のメタボロー

ム解析を行い，がん幹細胞の制御メカニズム

の共通性を手掛りとして，乳がん幹細胞の特

性を明らかにすることを目的とする． 
 
３．研究の方法  
1) 乳がん自然発症マウスモデル 

乳がん自然発症モデルとして，乳腺組織特異

的マウス乳がんウイルス (MMTV)の LTR 

(long-terminal repeat)	
 配列の制御下で，ポリ

オーマウイルス中型 T 抗原を発現する

MMTV-PyMTマウス (FVBバックグラウンド，

ジャクソン研究所: #002374) を用いて解析を

行った．また，比較対照として，野生型の FVB

マウスを用いた． 

 

2) マウス正常乳腺細胞，並びにマウス乳がん

幹細胞の純化 

	
 乳がんモデル MMTV-PyVTマウスより乳が

ん組織，並びに野生型 FVBマウスより正常乳

腺組織を採取し，抗 CD14 (Sa2-8) 抗体，抗

cKit（2B8）抗体，抗 CD24 (M1/69) 抗体，抗

CD49f (G0H3) 抗 体 ， 抗 CD31 

(PECAM/MEC13.3) 抗体，抗 CD45 (30-F11) 

抗体，並びに抗 TER-119 (Ly-76/TER-119) 抗

体を用いて染色を行った．この染色を行った

マウス乳がん細胞からセルソーター (FACS 

Aria III・米国 BD社製) を用いて，乳がん幹

細胞 CD14+cKit- CD24+CD49fhigh分化マーカー

陰性細胞，分化が進行した乳がん細胞である



 

 

CD14+cKit+ CD24+CD49fhigh分化マーカー陰性

細胞, 及び CD14-CD24+CD49fhigh 分化マーカ

ー陰性細胞を純化した．一方，野生型の FVB

マウスより正常乳腺幹細胞を得るため，

CD24+CD49fhigh 分化マーカー陰性細胞を純化

した． 

 

3) テトラサイクリン制御型 CMLモデル 

	
 CML幹細胞，並びに正常造血幹細胞の比較

を行うため，テトラサイクリン誘導型 CML

マウスモデル，並びに同腹仔の健常マウスを

用いて解析を行った．幹細胞特異的にテトラ

サイクリン制御性転写活性化因子 (tTA) を

発現するトランスジェニックマウス Scl-tTA 

マウス (ジャクソン研究所: #6209)と，tTA に

よって BCR-ABL1の発現制御を行うことが可

能な tetO-BCR-ABL1 トランスジェニックマ

ウス (ジャクソン研究所：#6202) の交配を行

い，両トランスジーンを有する Scl-tTA・

tetO-BCR-ABL1 ダブルトランスジェニックマ

ウスを樹立した．この Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1

ダブル トランスジェニックマウスではテト

ラサイクリン誘導体であるドキシサイクリ

ン (Dox) (20mg/l; Sigma社製) の投与により

BCR-ABL1の発現を抑制することができ，反

対に，Dox 投与を中止することにより

BCR-ABL1 を発現して CML の発症を誘導す

ることができるテトラサイクリン制御型

CML マウスモデルとして知られている. こ

の Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1 ダブル トランス

ジェニックマウスの Dox投与を中止し，5週

間後，CML発症マウスを得た．比較対照とし

て同腹仔の Scl-tTA 単独トランスジェニック

マウスを健常マウスとして用いた． 

 

4) マウス造血幹細胞及び CML幹細胞の純化 

Scl-tTA・tetO-BCR-ABL1ダブル トランスジェ

ニックマウス，並びに同腹仔の Scl-tTA 単独

トランスジェニックマウスの Dox 投与を中

止し，5週間後，CML発症マウス，並びに健

常マウスから骨髄単核球を取得した．この骨

髄単核細胞を，抗CD4 (L3T4), 抗CD8 (53-6.7), 

抗 B220 (RA3-6B2), 抗 TER119 (Ly-76), 抗

Gr-1 (RB6-8C5), 抗 Mac1 (M1/70), 抗 Sca-1 

(E13-161.7), 並びに抗 c-Kit（2B8）抗体を用

いて染色した．これらの染色を行ったマウス

CML細胞，並びに正常骨髄単核細胞から，セ

ルソーター (FACS Aria III)を用いて，それぞ

れ，マウス CML幹細胞 (cKit+, 分化マーカー

陰性, Sca-1+細胞，KLS+細胞)，並びに正常造

血幹細胞 (KLS+細胞) の純化を行った． 

 

5) メタボローム解析 

	
 マウス CML 幹細胞, 並びに正常造血幹細

胞における代謝産物の比較解析を行うため，

メタボローム解析を行った．Dox 投与中止 5

週間後の CML発症マウス(4匹 x 3)，並びに

正常マウス(6匹 x 4)からマウス CML幹細胞 

(KLS+細胞), 並びに造血幹細胞 (KLS+細胞) 

(細胞数 1.8-2.5 x 105)をセルソーター (FACS 

Aria III)を用いて純化した．単離した CML幹

細胞，並びに造血幹細胞は-80℃で凍結した．	
  

	
 同様に，マウス乳がん幹細胞, 並びに正常

乳腺幹細胞における代謝産物のメタボロー

ム解析を行った．MMTV-PyMTマウス(2ヶ月

齢，メス・3匹)，並びに正常 FVBマウス (5

週齢，メス・3匹)からマウス乳がん幹細胞, 並

びに乳腺幹細胞 (細胞数 1.0 -2.0 x 105)をセル

ソーター (FACS Aria III)を用いて純化した．

単離した乳がん幹細胞，並びに正常乳腺幹細

胞は-80℃で凍結した． 

	
 メタボローム解析は米国メタボロン社 

(Durham, ノースカロライナ州，米国)にて実

施した．メタボローム解析は超高速液体クロ

マトグラフィ／質量分析装置  (Ultrahigh 

Performance Liquid Chromatography/Mass 

Spectroscopy: UPLC/MS/MS)  Waters Acquity 

UPLC (Waters 社 製 ) と Q-Exactive high 

resolution/accurate mass spectrometer (米国

Thermo Scientific社製) を用いて実施した. 



 

 

４．研究成果	
 

	
 乳がん自然発症モデルマウス MMTV-PyVT

より乳がん組織を採取し，セルソーターを用

いて，乳がん幹細胞として報告されている

CD24+CD49fhigh 分化マーカー陰性細胞を純化

した．さらに，この乳がん幹細胞うち , 

CD14+cKit-CD24+CD49fhigh 分化マーカー陰性

細胞，分化が進行した乳がん細胞である

CD14+cKit+ CD24+CD49fhigh分化マーカー陰性

細胞, 及び CD14-CD24+CD49fhigh 分化マーカ

ー陰性細胞を純化した．これらの細胞を用い

て，細胞増殖のマーカーとして知られている

Ki67 の染色を行い，細胞増殖能を解析した．

その結果，乳がん幹細胞のうち，細胞増殖活

性の低い特性を有する細胞集団を得ること

に成功した．さらに，この休眠状態の乳がん

幹細胞を, 正常乳腺幹細胞を外科的に切除し

た乳腺脂肪組織 (Cleared fat pad) に移植し，

一ヶ月後，造腫瘍能を解析した．その結果，

当該乳がん幹細胞集団は，造腫瘍能を有する

ことを確認した．	
 

  一方，テトラサイクリン制御型 CML マウ

スモデルを用いて CML 幹細胞 (KLS+細胞)

を得た．まず，マウス CML 幹細胞における
代謝産物を明らかにするためメタボローム

解析を行った．その結果，マウス CML 幹細

胞では正常造血幹細胞と比較してジペプチ

ド種が高発現していることが明らかとなっ

た．ジペプチド種の産生機序として，プロテ

アソームやオートファジーといったタンパ

ク質分解系の亢進や，トランスポーターによ

る取込み活性の関与が推察された．RNAシー

クエンス法によりマウス正常造血幹細胞と

CML 幹細胞での遺伝子発現を解析した結果，

細胞へのジペプチド種の取込みに関わるオ

リゴ/ジペプチドトランスポーターをコード

するSlc15a2遺伝子がCML幹細胞において高

発現していることを見出した  (Naka et al., 

Nat Commun. 2015).  
	
 次いで，これら休眠状態のマウス乳がん幹

細胞と正常乳腺幹細胞におけるメタボロー

ム解析を行った．まず，CML 幹細胞で発現
上昇が認められたジペプチド種について解

析を行ったが，正常乳腺幹細胞と比較して乳

がん幹細胞におけるジペプチド種の発現変

化は認められなかった．次いで，個々のアミ

ノ酸の発現レベルの解析を行った結果，正常

乳腺幹細胞と比較して乳がん幹細胞ではセ

リン，スレオニン，チロシン，アラニン，グ

リシン，ヒスチジン，リジン，トリプトファ

ン，ロイシン，イソロイシン，バリン，メチ

オニン, システイン，アスパラギン酸，グル
タミン酸の発現上昇を認めた．一方で，プロ

リン，アルギニン，チミジン，アスパラギン

は乳がん幹細胞において発現低下が認めら

れた．また，グルタミンは正常乳腺幹細胞と

乳がん幹細胞との間で発現の差は認められ

なかった． 
	
 さらに乳がん幹細胞と CML 幹細胞との間
で共通して変動の見られる代謝産物を解析

した．その結果，不飽和脂肪酸のうちドコサ

ヘキソン酸 (Docosahexaenate) が発現上昇し

ていることが明らかとなった．ドコサヘキソ

ン酸は血中における脂質濃度を低下して動

脈硬化や脳梗塞，冠動脈硬化症などの予防効

果を有することが知られている．しかし，乳

がん幹細胞や CML 幹細胞の自己複製能の維
持や抗がん剤抵抗性における役割は明らか

でない．本解析によって，不飽和脂肪酸の獲

得や蓄積，あるいはその代謝産物が乳がん幹

細胞や CML 幹細胞の維持に関わる共通のメ
カニズムとなる可能性が明らかとなった． 
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