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要旨	
 

本研究では、婦人科癌における癌幹細胞(CSC)様細胞集団（スフェロイド）の特

性解析を行い、再発・転移に関する治療戦略の構築の検討を行った。メタボロ

ーム解析を用いた網羅的解析を用いて、スフェロイドでは TCA サイクルを活性

化させATPを効率良く得ている可能性を示した。また、RNAシーケンスを用いて、

スフェロイドではFAK経路が活性化していることを示した。これらの結果から、

グルタミン代謝と FAK 経路を阻害することで、スフェロイドにおける mTOR 活性

を相乗的に阻害できる可能性を示した。さらに、iPS 細胞から子宮頸部リザーブ

細胞様集団(iRC)を誘導することで、新規 CSC モデルを提唱した。総じて、CSC

様細胞集団の特性解析を行うことが、婦人科悪性腫瘍における転移・再発に関

する治療戦略の構築をするための知見を得るために有用である可能性が示唆さ

れた。	
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第1章	
 序文	
 

<1>	
 背景	
 

1) 婦人科悪性腫瘍における再発癌の問題点	
 

	
 	
 	
 婦人科悪性腫瘍には子宮頸癌や子宮体癌、卵巣癌、乳癌などが挙げられるが、

生活様式の変化に伴い日本では近年増加傾向にあると言われている。例えば、

子宮頸癌は世界の女性の死因の上位を占めるとされるが、日本においては婦人

科悪性腫瘍の中で最も多いとされる[1]。特に子宮頸癌では疫学的に若年者に多

いことから、初回治療において子宮の温存(妊孕性温存)を求められる機会が多

くなっている。しかし、それによって治療の根治性が損なわれることはあって

はならず、再発をさせない治療が至上命題である。それは、手術や化学療法な

どの初回治療後における再発や転移は、患者の予後不良に直結するからである。

子宮頸癌の治療の例では、前治療として放射線療法が施行されている再発癌は

極めて予後不良であると言われている[2]。照射野内の局所再発の場合、化学療

法の奏効率は数十%程度と極めて低い[2]。骨盤内除臓術といった手術療法が行

われることもあるが、手術の侵襲や合併症の頻度は高く、患者のQOLが損なわれ

る可能性が否定できない[5-8]。そのため、再発の判明した時点で緩和医療が原

則とされている。卵巣癌に関しても同様のことが言える。卵巣癌は世界の女性

の癌死亡の原因の第5位に位置するとされ、極めて予後不良であると言われてい

る[3]。予後不良の原因の一つとしては、患者の多くが無症候性であるがゆえに、

ほとんどの症例が進行癌、すなわち腹腔内への播種・転移をきたした状態とし

て発見されるためと言われている。TC療法(パクリタキセル、カルボプラチン併
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用療法)の出現以来、卵巣癌患者の予後は劇的に改善されたとされるものの、卵

巣癌患者の40-50%を占めるとされる進行症例(III期、IV期)では依然予後不良で

ある[4]。進行癌患者の予後が不良である原因としては、再発のしやすさが挙げ

られる。卵巣癌は初回治療が奏功するとされる一方で、約半数の症例が再発す

るとも言われている[4]。再発後の生存期間の中央値は約2年と言われており、

再発後は根治が困難であることから、再発後の治療は主として生存期間の延長

や症状の緩和が目的とされる[5]。このように、再発や転移をさせない治療法、

また、再発・転移後も寛解を望める治療法の探索が急務である。	
 

	
 

2) 癌幹細胞(Cancer	
 Stem	
 Cell,	
 CSC)について	
 

他方、癌の再発・転移に関しては、癌幹細胞(Cancer	
 Stem	
 Cell,	
 CSC)の関

与が近年指摘されている[6]。すなわち、癌組織の中にも不均一性

(heterogeneity)が存在し、その一部の癌細胞が CSC として再発や治療抵抗性に

関わっているというものである。非癌幹細胞(non-CSC)を治療したとしても、CSC

が生存している限りは再発し得るというもので、逆に、CSC さえ根絶できれば

non-CSC が残存していたとしてもその癌組織はやがて自己免疫等で排除されて

いくであろう、というものである。	
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図 1	
 CSC 仮説	
 

従来の治療では、一時的に腫瘍の増勢を抑制することはできても、CSC 自体が残

存する限り再発をしてしまう。他方、CSC を標的とした治療ができれば、効率良

く腫瘍の増勢を抑制することができる。引用文献 6より引用。	
 

	
 

	
 	
 	
 CSC の定義は必ずしも一致した見解は得られていないものの、①未分化(自己

複製能及び多分化能を有する)、②高い増殖能力、の 2点に関しては同意が得ら

れている[7-11]。これらを実験的に示す方法として、①であれば未分化マーカ

ーの発現や表面抗原の異なる細胞への分化、が検索されている。②であれば、

vitro ではスフェロイド形成能、vivo では少数の細胞での腫瘍形成能がしばし

ば検討される[12-21]。	
 

	
 

3) CSC マーカーに関して	
 

	
 	
 	
 現時点において数々の提唱はされているものの、CSC のマーカーに関して確

固たるものは存在していない[22]。それらの報告のほとんどは、基本的には前

述の①や②を満たす細胞集団を同定するという検討である。例えば、肺癌、乳
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癌、前立腺癌など多くの癌種において、正常未分化幹細胞で発現している Nanog

や OCT3/4、SOX2 といった遺伝子を一部の癌細胞も同様に発現しており、それら

の癌細胞が分化・増殖に関わっているという報告がある[12-21]。また、卵巣癌

においては、CD44 や CD133 といった表面抗原を発現している癌細胞が、それ以

外の細胞に比べて腫瘍形成能が高いという報告がある[23-24]。子宮体癌におい

ては、色素染色性の異なるサイドポピュレーション細胞(SP	
 cell)が CSC の特徴

を有しているという報告がある[25-26]。子宮頸癌に関しては、ALDH1 陽性細胞

が CSC のマーカーであるとすると報告が存在する[27-29]。このように、文献的

に CSC マーカーを探索した研究は数多く存在するが、CSC として必要十分である

という条件・マーカーの共通の見解は存在しない。 

	
 

図 2	
 CSC に関わるとされる因子や経路	
 

CSC の特性に関しては様々な検討がなされているが、必要十分とされるマーカー、

特性などは明らかとなっていない。引用文献 22 より引用。	
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<2>	
 本研究の目的	
 

婦人科悪性腫瘍における CSC 様細胞集団の存在を確認し、その上で CSC 様細

胞集団の特性解析とそれを応用した治療戦略を構築することを研究の目的とし

た。すなわち、以下のことを明らかとすることを目的とした。	
 

⑴	
 婦人科癌においても、他癌種で示されているように CSC の特徴を示す細胞集

団が存在することを確認する。	
 

⑵	
 それらの CSC 様細胞集団が再発・転移をきたしやすいメカニズムを、特に細

胞外基質(ECM)の観点から検討する。	
 

⑶	
 CSC 様細胞集団の本質として重要と考えられる特性を解析する。すなわち、

表現系に最も近いとされる代謝の観点から、CSC 様細胞集団の特性を解析す

る。	
 

⑷	
 (3)で得られた知見が、臨床的にどのような意義を有するかを検討する。	
 

⑸	
 (3)、(4)で得られた知見を標的とすることで、婦人科癌における新たな治療

戦略が構築できるかを検討する。	
 

⑹	
 CSC 様細胞集団を標的とした治療戦略を構築するにあたり、上記(1)-(5)の手

法を用いるのによりよいモデルとなる細胞株を樹立する。	
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第2章	
 対象と方法	
 

1) 癌細胞株培養	
 

	
 	
 	
 癌細胞株は、子宮頸癌細胞株としてCaSki、SiHa、卵巣癌細胞株としてOVTOKO、

OVISE、JHOC5の計5株を用いた。CaSki、SiHaはAmerican	
 Type	
 Culture	
 Collection	
 

(ATCC,	
 Manassas,USA)	
 より購入した。OVTOKO、OVISEはJCRB	
 Cell	
 Bank	
 (Osaka,	
 

Japan)より購入した。JHOC5はRIKEN	
 Cell	
 Bank	
 (Ibaraki,	
 Japan)より購入した。

10%仔ウシ血清(FBS;	
 Invitrogen)添加RPMIまたはDMEM培地(Wako)にて培養した。

継代では、0.25%	
 trypsin/EDTA	
 (Wako)を用いて剥離した。細胞株は全て37°C、

5%CO2	
 下で培養した。3D培養(スフェロイド形成培養)に関しては、他に記載の

ない限り、剥離した細胞を1-2	
 x105	
 cells/mlの細胞数でultra-low	
 attachment	
 

プレート(Corning	
 Inc.)に播種し、48	
 時間培養した。スフェロイドは、培地を

100	
 x	
 Gで2分間遠心処理することで回収した。検討1のおけるスフェロイド形成

能の評価においては、スフェロイド培地を用いた。スフェロイド培地とは、20	
 

ng/ml	
 human	
 recombinant	
 epidermal	
 growth	
 factor	
 (EGF;	
 Wako)及び10	
 ng/ml	
 

basic	
 fibroblastic	
 growth	
 factor	
 (bFGF;	
 ReproCELL,	
 Inc.)、0.3%	
 bovine	
 serum	
 

albumin	
 (BSA;	
 Sigma-Aldrich)	
 (sphere	
 medium)	
 を含むDMEM/F12	
 (Invitrogen)

培地である。	
 	
 

	
 

2) iPS細胞培養	
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 ヒトiPS細胞株としては、201B7	
 株を使用した[30]。この株はRIKEN	
 

BRC(Ibaraki、Japan)	
 	
 を通じて	
 National	
 Bio-Resource	
 Project	
 of	
 the	
 MEXT	
 

(Kyoto、Japan)	
 から供与された。iPS細胞はmitomycin	
 C	
 処理を施されたフィ

ーダー細胞(mouse	
 embryonic	
 fibroblasts,	
 MEF)	
 上で培養した。MEFはReproCoat

コーティング後のディッシュに、推奨の方法で播種した。培地として5	
 ng/ml	
 

recombinant	
 basic	
 fibroblastic	
 growth	
 factor	
 (bFGF)	
 を含むES培地を用い

た。4日毎に1:4の濃度で播種し直し、継代を行った。培地は毎日交換した。こ

こで用いた試薬は全てReproCELLから購入した。	
 

	
 	
 	
 中間中胚葉(IM)の誘導に関しては既報を参照したため、簡単に記述する

[31-32]。ReproCoatによりMEFを除去後、iPS細胞をSynthemax	
 (Corning)でコー

ティングされたディッシュに播種した。この際培地は、Glutamax(Invitrogen)

及びB27	
 supplement	
 (Invitrogen)、500	
 U/ml	
 penicillin/	
 streptomycin	
 (Wako)	
 

を含む	
 DMEM/F12(Gibco)	
 を用いた。播種直後には、10	
 μM	
 Y27632	
 (Wako)を添

加した。播種後2日間の培地には3	
 μM	
 CHIR99021	
 (Wako)及び1	
 μM	
 TTNPB	
 (Wako)	
 

を添加した。その後の3日間には、1	
 μM	
 TTNPBのみ添加した。	
 

	
 	
 	
 ヒトiPS由来リザーブ細胞様細胞(iRC)の誘導は下記である。培地としては付

属のサプリメントを含んだKeratinocyte-SFM(Invitrogen)	
 を用いた。Collagen	
 

IVコーティングプレートはCorningより購入した。Insert(pore	
 size	
 0.4	
 μm)

は	
 Corningより購入し、human	
 placental	
 collagen	
 IV	
 (10	
 μg/cm2,	
 

Sigma-Aldrich)を用いてコーティングした。iRCの3D培養には2種類の方法を用
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いた。一つ目は	
 Air-Liquid	
 Interface(ALI)培養であり、IM細胞をcollagen	
 IV	
 

後の35-mm	
 inserts	
 に播種した[33-34]。コンフルエンス後、inserts内の

Keratinocyte-SFM培地を除去し、細胞が空気に触れた状態で1-3週間培養した。

もう一つは3D-embedded培養である[35-37]。誘導後10日目の細胞を、10	
 μM	
 

Y27632添加CnT-Prime	
 3D	
 Barrier培地(CELLnTEC)	
 を用いて	
 ultra-low	
 

attachment	
 24-well	
 plates	
 (Corning)	
 に播種し、1日間培養した。このプロセ

スによりスフェロイドが形成された。これらのスフェロイドを後述の

Matrigel-coated	
 platesで培養した。Matrigel-coated	
 plates	
 とは、6-well	
 

platesの一つのwellに250	
 μlのMatrigelを添加し、37	
 °Cで2	
 時間インキュベ

ートしたものである。これによりMatrigelは半固体となった。培地は250	
 μlの

Matrigelと250	
 μlのCnT-Prime	
 3D	
 Barrier培地を混合したものとし、2-3日間

培養した。この過程で	
 スフェロイドの内部の細胞は分化またはapoptosis	
 を来

たし、腺管様の構造が形成された。	
 	
 

	
 

3) RNA抽出及び	
 RT‐quantitative	
 PCR	
 (RT‐qPCR)	
  	
 

	
 	
 	
 Tissue	
 Total	
 RNA	
 Kit	
 (Favorgen	
 Biotech	
 Corp.)を用いてtotal	
 RNAを抽出

した。	
 First-strand	
 cDNAは500	
 ng	
 の	
 total	
 RNA	
 からReverTra	
 Ace	
 (Toyobo)

を用いて生成した。qPCRは	
 SYBR	
 Green	
 PCR	
 master	
 mix	
 (Roche)を用いて行っ

た。	
 Denaturation	
 は	
 95	
 °C	
 で2分間行い、続けて98	
 °C	
 で10	
 分間65	
 °C	
 で

10	
 秒間、68	
 °C	
 で8	
 秒間	
 35	
 サイクル行った。.	
 β-actin	
 をinternal	
 control
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として用い,	
 発現変化はβ-actin	
 発現との比較(2-ΔΔCt)で解析した。qPCRは

triplicateで検討した。本研究で用いたプライマー配列を表1に示す。	
 

遺伝子名	
 プライマー配列	
 

Nanog 

 

GCTGAGATGCCTCACACGGAG 

TCTGTTTCTTGACCGGGACCTTGTC 

Oct3/4 

 

TGGAGAAGGAGAAGCTGGAGCAAAA 

GGCAGATGGTCGTTTGGCTGAATA 

Sox2 

 

GGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG 

TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG 

PAI1 

 

GCACCACAGACGCGATCTT 

ACCTCTGAAAAGTCCACTTGC 

hOSR1 

 

GCTGTCCACAAGACGCTACA  

CCAGAGTCAGGCTTCTGGTC  

hPAX2 

 

GCTTTGGATCGGGTCTTTGA  

CTCGTTCCCCTGTTCTGATTTG 

hLIM1 

 

TCATGCAGGTGAAGCAGTTC  

TCCAGGGAAGGCAAACTCTA  

CK7 

 

TCCGCGAGGTCACCATTAAC  

GCTCTGTCAACTCCGTCTCAT 

AGR2 

 

GTCAGCATTCTTGCTCCTTGT 

GGGTCGAGAGTCCTTTGTGTC 

CD63 ATGCAGGCAGATTTTAAGTGCT 
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表 1	
 本研究で用いたプライマー配列	
 

	
 

4) RNA	
 シーケンス(RNA-seq)	
 

	
 	
 	
 RNA-seqにおけるRNAの抽出からデータ解析に至るまで、APRO	
 life	
 Science	
 

Institue,	
 Inco.に委託した(http://aproscience.com/item/370/)。2D及び3D培

養細胞は洗浄、回収後速やかにRNAlater	
 (Thermo	
 Fisher	
 Scientic)を用いて処

理した。シーケンサーにはIllumina	
 HiSeq2000	
 (Illumina,	
 Inc.)を用いた。生

データからCufflinks	
 software	
 を用いてFPKMを算出し、FPKMが一つでも0とな

 GTTCTTCGACATGGAAGGGATTT 

MMP7 

 

GAGTGAGCTACAGTGGGAACA 

CTATGACGCGGGAGTTTAACAT 

GDA 

 

GCTGGAAGTAGCATAGACCTGC 

TCTTCTGCAAAGTCGATGTTCTG 

ERα 

 

CCCACTCAACAGCGTGTCTC 

CGTCGATTATCTGAATTTGGCCT 

ERβ 

 

CCGACAAGGAGTTGGTACA  

CAGGAGCATCAGGAGGTTA  

CA125 

 

GCCTCTACCTTAACGGTTACAATGAA  

GGTACCCCATGGCTGTTGTG  

β-actin 

 

CATGTACGTTGCTATCCAGGC  

CTCCTTAATGTCACGCACGAT 

GAPDH 

 

GAAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

GAAGATGGTGATGGGATTTC 



	
 17	
 

る遺伝子は除外した。log10	
 transformationを行い、有意な発現変化を|fold	
 

change|	
 ≥2とした。パスウェイ解析はThe	
 Kyoto	
 Encyclopedia	
 of	
 Genes	
 and	
 

Genomes	
 (KEGG)	
 database	
 を用いて行った(http://www.genome.jp/kegg/)。	
 	
 

	
 

5) ウェスタンブロッティング法	
 

	
 	
 	
 培養細胞から各条件で同量のタンパクを抽出し、SDS-polyacrylamide	
 gel	
 

(Bio-Rad	
 Laboratories,	
 Inc.)を用いて SDS-PAGE 法にて泳動を行った。

polyvinylidene	
 difluoride(PVDF)	
 membrane	
 (Millipore)に転写を行った後、

membrane を TBS-Tween-20	
 に溶解した 5%	
 (w/v)	
 skim	
 milk を用いて室温で 1時

間ブロッキングした。その後、一次抗体は	
 1:500	
 の希釈濃度で 4	
 ̊C 一晩、

horseradish	
 peroxidase	
 結合二次抗体(GE	
 Healthcare)で室温 1 時間インキュ

ベ ー ト し た 。 二 次 抗 体 は Immobilon	
 Western	
 Chemiluminescent	
 HRP	
 

Substrate(Millipore)	
 を用いて検出した。検討 5における定量化には、既報に

基づいて Image	
 J	
 を用いて解析した[67]。ウェスタンブロッティング法に関し

てはいずれも3回以上検討を行い,再現性を確認した後、代表的な画像を記した。	
 

	
 

6) フローサイトメトリー	
 	
 

ALDH1陽性細胞の検出にはALDEFLUOR	
 kit	
 (StemCell	
 Technologies)を用いて

プロトコルに従って行った。1x106	
 cellsの細胞をALDH	
 substrate	
 を含む

ALDEFLUOR	
 assay	
 bufferに懸濁し、FACSCalibur	
 flow	
 cytometer	
 (BD	
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Biosciences)を用いてALDH1陽性細胞数を検出した。ネガティブコントロー

ルとして、ALDH	
 inhibitor	
 N,N-diethylaminobenzaldehyde(DEAB)処理を行

ったサンプルを用いた。ALDH1陽性細胞のソーティングには、MoFlo	
 XDP	
 

(Beckman	
 Coulter,	
 Inc.)を使用した。	
 	
 

	
 

7) ELISA法	
 

	
 	
 	
 培養細胞の上清及び細胞内のactive	
 PAI-1及びactive	
 uPAを、ELISA	
 

kit(Innovation	
 Research	
 Inc.,	
 カタログ番号	
 IHPAIkT及びIHUPAkT)	
 を用いて

プロトコルに従い検出した。上清は300	
 x	
 Gで10分間遠心後回収し、すぐに-80	̊
 C

で保存した。細胞内のactive	
 PAI-1測定には、0.5%	
 Triton	
 X-100で20分間処理

をした。ELISA	
 readerはEPOCH	
 (BioTek)を利用した。	
 	
 

	
 

8) サイトカインアレイ	
 	
 	
 

	
 	
 	
 Cytokine	
 array	
 kitはR&D	
 system(カタログ番号ARY005)より購入し、プロト

コルに従い行った。	
 	
 

	
 

9) 細胞内活性酸素種	
 (ROS)	
 測定	
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培養細胞を剥離後2′,7′-Dichlorofluorescin	
 diacetate	
 (DCF-DA;	
 Sigma-	
 

Aldrich)	
 を用いて37°C	
 で40分間処理した。洗浄後100	
 mM	
 H2O2	
 (Wako)	
 で20

分間処理した。Fluorescence	
 intensity	
 を	
 FACS	
 Calibur	
 flow	
 cytometerを用

いて検出した。	
 

	
 

10) メタボローム解析	
 	
 

	
 	
 	
 メタボローム解析における代謝物の検出から解析まで、Human	
 Metabolome	
 

Technologies,	
 Inc.	
 (HMT,	
 Inc.)に委託した。同社のC-SCOPEサービスを利用し

た(https://humanmetabolome.com/services/c-scope)。各群	
 n=3で検討を行い、

116	
 の代謝物が検出された。以下、要約である。	
 CE-MS	
 のカチオンモード、ア

ニオンモードによる測定を実施した。測定対象として、解糖系、ペントースリ

ン酸経路、クエン酸回路、尿素回路、ポリアミン・クレアチン代謝経路、プリ

ン代謝経路、グルタチオン代謝経路、ニコチンアミド代謝経路、コリン代謝経

路及び各種アミノ酸代謝経路にて主要な役割を占める116（カチオン	
 52,	
 アニ

オン	
 64）種の代謝物質を選出し、解析を行った。これらの代謝物質の絶対定量

値を算出し、それぞれの物質を代謝経路に描画した。定量換算には内部標準物

質により補正したピーク面積値を用い、各代謝物質について三点からなる検量

線を作成して濃度を算出した。	
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11) FDG-PET/CT	
 

	
 	
 	
 東京大学医学部附属病院において、2010年から2012年の間に卵巣腫瘍の診断

で手術を行った患者で、手術の一ヶ月以内にFDG-PET/CTを施行し、かつ術後病

理診断が上皮性腫瘍であった患者を最初の対象とし、後方視的にデータベース

を解析した。術後診断の内訳は、良性腫瘍13	
 例、境界悪性腫瘍11例、悪性腫瘍

26例であった。非悪性腫瘍24例のSUVmax	
 値と、悪性腫瘍26例のSUVmax	
 値を比

較した。カットオフ値はROC曲線を用いて検討した。次に、ここで求めたカット

オフ値から、悪性腫瘍としてはSUVmax	
 値が低値と考えられる症例を抽出した。

すなわち、東京大学医学部附属病院において、2012年から2015年の間に卵巣腫

瘍の診断で手術を行った患者から 	
 SUVmax	
 値が低値と考えられる症例をデータ

ベースから抽出した。PET/CT検査に関しては、画像検査センターなど多施設由

来のデータが含まれているため、統一されたプロトコルは存在しないが、代表

的なPET/CTのプロトコルを示す。4時間の絶飲食の後、185-370	
 MBq	
 のFDGを静

注し、50分ほど安静の後評価を行った。血清グルコース濃度が200	
 mg/dl以下で

あることを事前に確認している。Discovery	
 ST	
 Elite	
 Performance	
 PET/CT	
 (GE	
 

Healthcare	
 Corp.)を用いて、頭部から骨盤部まで3.75-mmの幅で通常のプロト

コルで解析、再構築した。SUVmax	
 は後述の計算式から求めた。つまりSUV	
 =	
 

Cdc/(di/w)であり、Cdc	
 は病巣部のPET値(becquerel/gram)、di	
 は投与FDG放射

能(becquerel)、そして	
 wは患者の体重	
 (gram)	
 である。	
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12) 免疫蛍光染色及び免疫組織染色	
 	
 

	
 	
 	
 免疫蛍光染色は既報に基づき行われた[33]。誘導後11日から14日のiRCを4%	
 

paraformaldehyde	
 を用いて20分間処理、固定した。洗浄後、0.1%	
 Triton	
 X-100

で10分間処理し浸透化を行った。Nonspecific	
 binding	
 sitesは3%	
 BSA	
 を用い

て1時間処理しブロッキングを行った。一次抗体反応は1%	
 BSA及び0.3%	
 Triton	
 

X-100に溶解した一次抗体を用いて4	
 °Cで一晩インキュベートした。一次抗体

の検出には適したAlexa	
 Fluor	
 488-	
 or	
 594-結合二次抗体を用いて室温で1時間

インキュベートした。	
 最後に、4',6-diamidino-2-phenylindole	
 (DAPI)	
 を用

いて核を染色した。画像解析には	
 BZ-X700	
 fluorescence	
 microscope	
 (Keyence)

を用いた。細胞数の解析は、hybrid	
 cell	
 counting	
 BZ-H3C	
 software	
 (Keyence)

を用いてDAPIで染まった核の数を計測することで解析した。接着細胞の範囲か

らランダムに検出箇所を選択し、最低でも3回繰り返し染色された細胞数を測定

した。一つの範囲に含まれる細胞数の平均は302	
 細胞であった。同様の実験、

計測を最低3回行った。3D培養におけるparaffin	
 blockの作成やHE染色は

Genostaffに委託した(https://genostaff.com/services/he/)。paraffin	
 block

の作成にはiPGell	
 (Genostaff)をプロトコルに従い使用した。	
  

	
 

13) 試薬	
 

	
 	
 	
 本検討で用いた抗体、試薬を下記に示す。	
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抗体	
 製造会社及びカタログ番号	
 

CD44v6	
 abcam,	
 ab78960	
 

ASCT2	
 abcam,	
 ab84903	
 

LAT1	
 Cell	
 Signaling	
 Technology,	
 Inc.,	
 5347	
 

GLUT1	
 abcam,	
 ab40084	
 

p-AMPK	
 Cell	
 Signaling	
 Technology,	
 Inc.,	
 2535	
 

AMPK	
 Cell	
 Signaling	
 Technology,	
 Inc.,	
 2532	
 

p-FAK	
 (Tyr397)	
 Life	
 Technologies,	
 44-624G	
 

FAK	
 BD	
 Biosciences,	
 610088	
 

p-S6(Ser	
 235/236)	
 Cell	
 Signaling	
 Technology,	
 Inc.,	
 4858	
 

S6	
 Cell	
 Signaling	
 Technology,	
 Inc.,	
 2217	
 

α-tubulin	
 Millipore,	
 CP06	
 

p63	
 abcam,	
 ab735	
 

CK8	
 Santa	
 Cruz	
 Biotechnology,	
 sc-8020	
 

CK5	
 abcam,	
 ab24647	
 

CA125	
 abcam,	
 ab134093	
 

Alexa	
 Fluor	
 488	
 anti-mouse	
 Molecular	
 Probes,	
 A-11059	
 

Alexa	
 Fluor	
 488	
 anti-rabbit	
 abcam,	
 ab150077	
 

Alexa	
 Fluor	
 594	
 anti-mouse	
 Molecular	
 Probes,	
 A-11005	
 

Alexa	
 Fluor	
 594	
 anti-rabbit	
 Molecular	
 Probes,	
 A-11012	
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表2	
 本検討において使用した一次抗体及び二次抗体	
 

	
 

	
 	
 	
 添加試薬に関しては、recombinant	
 Gremlin	
 1(終濃度1000ng/ml)はR&D	
 

Systems	
 Inc.から、PF	
 573228	
 (1μM)及びAOA(2mM)	
 は	
 Sigma-Aldrichから購入

した。	
 	
 

	
 

14) 統計解析	
 	
 

	
 	
 	
 平均の比較にはt-testを用いた。P	
 values	
 が	
 0.05より小さい場合に、統計

学的に有意であると判断した。統計解析には主にJMP(SAS	
 Institute	
 )を用いた。

メタボローム解析における統計解析には	
 SampleStat	
 3.14を用いた。RNA-seqの

一連の解析には、R	
 3.2.2	
 (www.r-project.org)を用いた。	
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第3章	
 結果	
 

1.婦人科癌における CSC 様細胞集団の存在の確認	
 

TGF-βファミリーの１種である BMP は、発生や分化の過程で重要な役割を果

たしている[38-39]。Gremlin1 は BMP のアンタゴニストであり、BMP の分化作用

を阻害することで、同様に分化に関わっていると言われている[40-43]。近年、

グリオブラストーマにおいて、CSC が Gremlin1 を分泌することによって周囲の

微小環境由来の BMP による分化作用を阻害し、未分化状態を維持しているとい

う研究が報告された[44-45]。	
 

そこで、Gremlin1 が婦人科腫瘍における CSC 様細胞集団の維持に関わってい

るかを検討した[46]。本検討では子宮頸癌由来細胞株 CaSki 細胞を用いた。CSC

様細胞集団の指標として、未分化マーカー遺伝子の発現、ALDH1 陽性細胞の割合

およびスフェロイド形成能を検討した。図 3 に示す様に、Gremlin1 に暴露され

た細胞集団では、Nanog、Oct3/4、SOX2 といった未分化マーカー遺伝子の発現が

上昇していた。同様に、CSC マーカーの一つとされる ALDH1 に関しても、その陽

性細胞数が有意に増加した。	
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図3	
 CSC様細胞集団に対するGremlin1の影響	
 

A. Gremlin1処理による未分化マーカー発現への影響(RT-qPCR)。Gremlin1処理

により、有意にNanogの発現が上昇した。Oct3/4、Sox2に関しては、上昇傾

向を認めたものの有意ではなかった。平均	
 ±	
 標準偏差。	
 n	
 =	
 3。	
 

B. Gremlin1処理によるALDH1陽性細胞数への影響。Gremlin1処理により、有意

にALDH1陽性細胞の割合が増加した。平均	
 ±	
 標準偏差。n	
 =	
 3。	
 

n.s.:有意差なし。	
 

	
 

同様の処理により、3D 培養系におけるスフェロイドの形成能も増加した(図

4)。	
 

	
 

図4	
 スフェロイド形成能に対するGremlin1の影響	
 

A. 代表的なスフェロイド像。Gremlin1処理後24時間経過した細胞を低接着性デ

ィッシュに播種し、7日間培養を行った。白線	
 =	
 100μm。	
 

B. Gremlin1処理によるスフェロイド形成数の変化。Gremlin1処理により得られ

るスフェロイドの数が有意に増加した。平均	
 ±	
 標準偏差。n	
 =	
 3。	
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これらの事実から、婦人科癌においても、CSC 様細胞集団が存在することが

示され、また、その維持に Gremlin1 が他の癌種と同様関わっていることが示唆

された。	
 

	
 

2.	
 CSC 様細胞集団と細胞外基質(ECM)との関係	
 

	
 	
 	
 次に、CSC は転移に関わっているということの機序を考えるために、CSC 様

細胞集団と ECM との関係を検討した[47]。	
 

	
 	
 	
 子宮頸癌の発生母地である子宮頸部の上皮幹細胞集団の周囲には、コラーゲ

ン IV が豊富に存在することが知られている[48]。そこで、CSC 様細胞集団とコ

ラーゲン IV との関係を検討することとした。本検討では検討 1同様、子宮頸癌

由来細胞株 CaSki 細胞を用いた。この実験系を構築するにあたっては、CSC 様細

胞集団と非 CSC 様細胞集団を区別して培養する必要があることから、選別の可

能なマーカーを用いることで CSC 様細胞集団を抽出することとした。そこで、

子宮頸癌における CSC マーカーとして提唱されている ALDH1 に着目して、ALDH1

陽性・陰性細胞とコラーゲン IV の有無との関係を検索した。既報において、子

宮頸癌における ALDH1陽性細胞は ALDH1陰性細胞に比して、未分化性や分化能、

vivo における高増殖能を有していることから、CSC 様細胞集団であると考えら

れている[27-29]。すわなち、本章においては ALDH1 陽性細胞を CSC 様細胞集団

として扱い以後の検討を行った。検討項目としては、PAI1 の発現を検討した。

ECM の分解に直接関わっているとされるのは MMP2 などのプロテアーゼであると

されるが、MMP を活性化するのに寄与している物質が uPA であり、PAI1 は uPA
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を阻害する作用を持っているとされているためである[49-55]。すなわち、PAI1

は ECM の維持に関与していると言われている。	
 

図 5A に示す通り、ALDH1 陽性、陰性に関わらず、コラーゲン IV の存在下で

は PAI1 の発現が増加していた。実際、これは細胞上清中のタンパク濃度として

も確認され(図 5B)、細胞内の PAI1濃度に関しても同様の結果が得られた(図 5C)。	
 

細胞内の PAI1 濃度は、ALDH1 陽性細胞の方が ALDH1 陰性細胞に比べて高い傾向

にあったが(図 5C)、これは、ALDH1 陽性細胞においては ALDH1 陰性細胞に比べ

て生成されたPAI1が細胞外へ分泌されにくいという何かしらの機序があると考

えれば、PAI1 の細胞外濃度の結果(図 5B)と矛盾しないと考えられた。	
 

	
 

図5	
 PAI1の発現に対するコラーゲンIVの影響	
 

A. ALDH1陽性または陰性細胞における、PAI1の発現に対するコラーゲンIVの影

響(RT-qPCR)。コラーゲンIVにより、ALDH1陽性細胞、陰性細胞いずれにおい

ても、PAI1の発現が上昇した。平均	
 ±	
 標準偏差。n	
 =	
 4。	
 

B. ALDH1陽性または陰性細胞における、PAI1の発現に対するコラーゲンIVの影

響(ELISA、細胞上清)。コラーゲンIVにより、ALDH1陽性細胞、陰性細胞いず

れにおいても、PAI1の発現が上昇した。平均	
 ±	
 標準偏差。n	
 =	
 6。	
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C. ALDH1陽性または陰性細胞における、PAI1の発現に対するコラーゲンIVの影

響(ELISA、細胞内)。コラーゲンIVにより、ALDH1陽性細胞において、PAI1の

発現が上昇傾向を示した。平均	
 ±	
 標準偏差。n	
 =	
 3。	
 

*:	
 p	
 <	
 0.05。n.s.:	
 有意差なし。N:	
 non-coating	
 plates,	
 IV:collagen-IV	
 coating	
 

plates。	
 

	
 

以上の結果をまとめると下記のような仮説シェーマとなる(図 6)。すなわち、

コラーゲン IV の豊富な基底層付近の癌細胞は PAI1 を多く分泌し、結果として

周囲の ECM が安定する。他方、増殖などにより基底層から物理的に離れた癌細

胞では PAI1 の発現、分泌が低下し、結果として周囲の ECM が脆弱となり、癌細

胞が転移しやすくなる、というものである。さらにこれは、非	
 CSC 様細胞集団

よりも CSC 様細胞集団に起きやすい、ということが推察された。これらの結果

は、CSC が転移・再発に寄与しているという概念に一致するものであると考えら

れた。	
 

	
 

図 6	
 仮説的シェーマ	
 

コラーゲン IV に近接した癌細胞は PAI1 を多く分泌し、結果として周囲の ECM

が安定する。他方、基底層から離れた癌細胞では PAI1 の発現、分泌が低下し、
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結果として周囲の ECM が脆弱となり、癌細胞が転移しやすくなる。これらは、

non-CSC よりも CSC に起きやすい。	
 

	
 

3.CSC 様細胞集団の特性解析	
 -代謝の観点から-	
 

1 の検討から、婦人科癌においても CSC 様細胞集団が存在することが示唆さ

た。また、2の検討では、CSC 様細胞集団の特徴の一つとして ECM との関係から、

非	
 CSC 様細胞集団に比べて転移しやすい性質を有する可能性を検討した。以後

の検討では、CSC 様細胞集団の特性の中でも特に中核となる特徴を抽出すること

を目的とした。つまり、治療戦略を構築する上で標的となりうる CSC 様細胞集

団の特性解析を行うことを目的とした。本検討においては、CSC 様細胞集団に共

通した知見を得るという目的で、卵巣癌由来細胞株 OVTOKO 細胞と子宮頸癌由来

細胞株 SiHa 細胞を用いた。	
 

ところで、メタボローム解析の開発・普及により、近年代謝が注目されてい

る。生命の維持には、ミクロレベルであれマクロレベルであれエネルギーが必

要となるが、細胞レベルではそのエネルギーとは ATP である。この ATP を得る

回路が代謝系であり、遺伝子発現の変化や発現タンパクの変化というのは、こ

の代謝系を動かす手段に他ならない。すなわち代謝の変化こそが細胞レベルで

の表現系であり、この解析を行うことは、その細胞が生体内でどのように振る

舞うか（癌細胞であれば悪性度が高いか、など）ということと密に関わると考

えられる。つまり、代謝こそ「究極の表現系」として、様々な研究がなされて

いる[56-64]。	
 



	
 30	
 

	
 	
 	
 そこで、CSC 様細胞集団の特性解析として代謝を検討することとした[65]。

その際、既存の CSC マーカーで細胞を選別した場合には、単にそのマーカーに

よる代謝変化をとらえてしまう可能性がある。例えば、卵巣癌においては CD44v6

が CSC マーカーとして提唱されているが、同時にこの細胞表面抗原はシスチン

トランスポーターと相互作用をすることが知られているため、CD44v6 の陽性・

陰性のみで細胞を選別し代謝を解析することは、シスチン代謝等の変化が強調

してとらえられてしまう可能性があるということである[66]。そこで、なるべ

く恣意的でない CSC 様細胞集団の抽出方法として、当研究室では 3D 培養による

スフェロイドの形成を行っている[67]。	
 

簡単なプロトコルを図 7A に示す。通常培養した細胞を播種する際に、従来

のプレート(2D 培養)ではなく、低接着性プレート(3D 培養)に播種することによ

って、図 7B に示すようなスフェロイドが得られる。このスフェロイドは文献的

にも腫瘍系性能が高くCSC様の特徴を有していると考えられている[57,68-69]。	
 

子宮頸癌細胞に関してはスフェロイドがCSC様細胞集団としての特徴を有し

ていることを当研究室においても既報にて示している[67]。卵巣癌由来細胞株

(OVTOKO)に関しても、図 7C に示す通り、3D 培養によって得られたスフェロイド

において、通常の 2D 培養で得られた細胞集団に比して、CD44v6、ALDH1 といっ

た CSC マーカーを発現している細胞の割合が多いことを確認した。本研究では

このスフェロイドがvivoにおいて高い増殖能や分化能を有していることを検証

はしていないが、CD44v6 や ALDH1 陽性細胞が CSC 様細胞集団であるとする既報

やスフェロイド形成細胞自体が CSC 様細胞集団であるとする既報が存在するこ
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とから[66,68-69]、この 3D 培養細胞(スフェロイド)と 2D 培養細胞(通常培養細

胞)の差を検討することが、CSC 様細胞集団と非 CSC 様細胞集団の特性の違いの

知見を得る実験系になりうると考えた。すなわち、本検討(検討 3、図 7以降の

検討)を含め以後の検討(検討 4、5)では、3D 培養細胞（スフェロイド）を CSC

様細胞集団と定義し、2D 培養細胞(通常培養細胞)を非 CSC 様細胞集団として扱

った。	
 

	
 

図7	
 CSC様細胞集団の単離	
 

A. 本実験のプロトコルシェーマ。培養細胞を通常のディッシュ(2D培養)、及び

低接着性ディッシュ(3D培養)にて培養した。	
 

B. 代表的な3D培養細胞像。3D培養細胞は、スフェロイドを形成した。白線	
 =	
 	
 

100	
 μm.	
 	
 

C. CSCマーカー陽性細胞数。OVTOKOの3D培養細胞(OVTOKO-3D)は、OVTOKOの2D培

養細胞(OVTOKO-2D)	
 と比較し、有意に効率にCSCマーカーを発現していた。

実験は少なくとも最低3回繰り返した。平均	
 ±	
 標準偏差。	
 ***:	
 p	
 <	
 0.001、	
 

*:	
 p	
 <	
 0.05。	
 	
 

	
 

	
 	
 	
 図 8の通り酸化ストレスにおいても CSC 様細胞集団及び非 CSC 様細胞集団で

異なる結果が得られ、スフェロイドが酸化ストレス抵抗性を示すことが考えら
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れた。CSC様細胞集団と非CSC様細胞集団では、代謝が異なる可能性が示唆され、

次のメタボローム解析へと進んだ。	
 

	
 

図8	
 	
 細胞内活性酸素種(ROS)	
 

OVTOKOやSiHaのCSC様細胞集団においては、ROSの分布は二峰性を示した。これ

らの分布は、スフェロイド内においても代謝の観点から不均一性が存在するこ

とがうかがわれた。	
 	
 

	
 

	
 	
 	
 メタボローム解析では、CSC様細胞集団と非CSC様細胞集団による細胞内代謝

の違いを検索した。対象と方法の項に記載した通り、メタボローム解析では細

胞内のアミノ酸など116種類の代謝物の定量値を求める解析である[70, 71]。

OVTOKO、SiHaという２種類の細胞株を用いたため、計4通りの細胞群を検討した

ことになる。それら４群の代謝物を、主成分分析(PCA)によって解析した。図9

に示す通り、4群は明確に分離された。特に、第二主成分(PC2)がCSC様細胞集団

培養と非CSC様細胞集団の違いを反映していることが示唆された。	
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図9	
 主成分分析(PCA)結果	
 

PCAによって4群が分けられた。主成分1(PC1)は細胞種を反映していると考えら

れ、主成分2(PC2)	
 は培養条件の違い、すわなちCSC様細胞集団培養と非CSC様細

胞集団の違いを反映していると考えられた。	
 各群	
 n	
 =	
 3。	
 

	
 

	
 	
 	
 そこで、PC2 を説明する因子を抽出した。表 3に示す通り、特にセリン(Ser)、

アスパラギン酸(Asp)、グルタミン酸(Glu)、グルタミン(Gln)といったアミノ酸

が、PC2 を説明する因子であった。	
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表3	
 PC2を説明する因子（上位及び下位30位）	
 

上位30の代謝物は、セリンやアスパラギン酸、グルタミン酸など、TCAサイクル

を効率良く回すことに用いられるアミノ酸であった。下位30の代謝物は、解糖

系及びペントースリン酸回路などの中間代謝物が主であった。	
 	
 

	
 

	
 	
 	
 実際、図 10 に示す通り CSC 様細胞集団は非 CSC 様細胞集団に比べて、各ア

ミノ酸の濃度が有意に上昇していた。	
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図10	
 PC2上位のアミノ酸	
 	
 

CSC様細胞集団において、有意にアミノ酸濃度は高値であった。平均	
 ±	
 標準偏

差。	
 縦軸:pmol/106	
 cells。	
 ***:	
 p	
 <	
 0.001、	
 *:p	
 <	
 0.05。	
 N.A.:	
 算出不能。

測定方法に関しては第2章を参照。本結果はメタボローム解析によって得られた

結果の一部である。	
 

	
 

	
 	
 	
 これらのアミノ酸はTCAサイクルを効率良く機能させる役割を果たしている

ことが知られている[61,63-64,72]。実際、図 11 に示す通り、CSC 様細胞集団に

おける総アデニレートは非 CSC 様細胞集団の総アデニレートに比して高濃度で

あることが示された。	
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図11	
 培養条件の違いによる、アデニレート量の変化	
 

CSC様細胞集団において、総アデニレート量は増加していた。平均	
 ±	
 標準偏差。

縦軸:pmol/106	
 cells。*:	
 p	
 <	
 0.05。測定方法に関しては第2章を参照。本結果

はメタボローム解析によって得られた結果の一部である。	
 

	
 

以上の結果から、CSC 様細胞集団に特徴的な代謝として、TCA を活用し効率

的に ATP を得ているという特性が推察された。	
 

	
 

4.生体内におけるグルタミン代謝の意義	
 

上記のように、CSC 様細胞集団が TCA サイクルを活用している可能性がある

ということは非常に興味深い結果である。というのは、正常細胞は酸素のある

環境では TCA サイクルを活用し、酸素の得られない環境において酸素を必要と

しない解糖系に代謝を切り替えることに対して、癌の代謝は元来、「十分な酸素

下であったとしても解糖系を行っている」と考えられてきたからである[56]。

これは「好気的解糖」や「ワーブルグ効果」とも言われており、これによって

癌細胞が低酸素状態などに曝されても、増殖能を維持するのに役立っていると

考えられてきた[56]。しかし代謝には、グルタミン中毒という言葉があるよう
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に、癌細胞自体は必ずしも糖代謝（ワーブルグ効果）にのみ依存しなくても良

いはずである[61]。実際、本研究で行ったメタボローム解析の結果からも、CSC

様細胞集団にはグルタミン・グルタミン酸が蓄積していた。	
 

そこで、生体内における癌細胞の代謝の手がかりを得るために、臨床におけ

る PET/CT の結果の検討を行った[73]。PET/CT とは、糖代謝の勢いを反映するも

のである。癌細胞は糖代謝を専ら活用しているという考えのもと、PET における

取り込みが正常細胞に比べて上昇するというものである[74-75]。本検討におい

て目的としたことは、検討 3の vitro における実験で考察したような糖代謝を

活性化していない癌というものが（それが CSC 様細胞集団であるかどうか以前

に）存在するのかを確認するということと、仮にそうした癌が実際に存在する

のであればどのような特徴を有しているのかを検索するということ（例えば組

織型により異なる、腫瘍の部位により異なる、進行期により異なる、など）、そ

してそこから CSC 様細胞集団に関係する知見が得られるかどうかを検討する、

ということである。	
 

まず、「PET における取り込みが高い・低い」ことの基準値を得るために、非

悪性細胞と悪性細胞の PET における取り込みの程度を比較した。指標としては

SUVmax を指標とした。	
 

図 12A に示す通り、悪性細胞における SUVmax は、非悪性細胞の SUVmax に比

べて有意に高値を示した。卵巣腫瘍を扱う臨床における PET/CT の活用方法・診

断意義に関しては必ずしも結論は得られていないが、少なくとも本検討におい

ては悪性・非悪性の区別に用いることができると考えた。図 12B に示す通り ROC
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曲線を用いてそのカットオフ値を検討したところ、SUVmax	
 =3.6 が、一つの目安

となった。	
 

	
 

図12	
 	
 診断的SUVmaxの値	
 

A. 非悪性腫瘍と悪性腫瘍のSUVmax値	
 。上皮悪性腫瘍ではSUVmax値が有意に高

かった(p	
 <	
 0.001)。	
 	
 

B. ROC曲線。カットオフ値を3.6とすると、感度・特異度がそれぞれ0.92、0.88

となった。	
 

	
 

次に、卵巣癌患者で PET/CT を施行した患者において、SUVmax が低値を示す

癌を検索した。前述の通りカットオフ値自体は 3.6 となったが、年度の異なる

患者から抽出するために実験誤差があり得ることや、糖代謝を活性化していな

い癌を広く抽出するという意味で、SUVmax が 4.0 未満の症例を検索した。結果

は表 4のようになった。表に示す通り、SUVmax が低値を示す癌種のほとんどは

卵巣明細胞腺癌であった。	
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表 4	
 SUVmax が低値である癌症例の特徴	
 

SUVmax が 4.0 未満の症例を抽出した。患者 5は漿液粘液性腺癌、患者 7は明細

胞腺癌+類内膜腺癌の混合癌、残りは全て明細胞腺癌(clear)であった。	
 

	
 

	
 	
 	
 	
 つまり、卵巣明細胞腺癌は他の癌腫に比べると、癌でありながらも糖代謝

を活用していないと考えられた。検討 3の結果とあわせて、卵巣明細胞腺癌に

おいて CSC 様細胞集団の割合が高ければ表 4の結果を説明できるのではないか

と考えた。	
 

	
 	
 そこで以下、卵巣明細胞腺癌の代謝の特徴をvitroで検索することとした。

OVTOKO、OVISE、JHOC5 という３種類の卵巣明細胞腺癌細胞株を用いた。さらに、

検討 3と同様に 2D 培養、3D 培養(スフェロイド形成培養)を行うことで非 CSC 様

細胞集団、CSC 様細胞集団を得、両者の代謝を比較した。代謝の比較方法として

は、代謝に関わる輸送体のタンパク発現と、代謝のセンサーと言われる AMPK の

リン酸化を比較した。いずれの細胞株においても、CSC 様細胞集団では非	
 CSC

様細胞集団に比して ASCT2(グルタミン酸の流入トランスポーター)の発現が横

ばいもしくは増加しており、逆に LAT1(グルタミン酸流出トランスポーター)の

発現は減少していた(図 13A)。糖代謝の指標とされる GLUT1 の発現に関しては、
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JHOC5 以外の 2種類の細胞株で、CSC 様細胞集団では非	
 CSC 様細胞集団に比して

発現が低下していた。一方、AMPK(糖代謝スイッチ)のリン酸化は CSC 様細胞集

団で非	
 CSC 様細胞集団に比べて低値であった(図 13B)[76]。これらの vitro の

結果からは、細胞株による違いはあるものの、CSC 様細胞集団では非	
 CSC 様細

胞集団に比べて糖代謝ではなくグルタミン酸代謝に依存している可能性を示唆

した。	
 

	
 

	
 

図13	
 	
 CSC様細胞集団、非	
 CSC様細胞集団におけるトランスポーターや

代謝センサーの発現	
 

A. 各種トランスポーターの発現。CSC様細胞集団では非	
 CSC様細胞集団に比し

てASCT2(グルタミン酸の流入トランスポーター)の発現が横ばいもしくは増

加しており、逆にLAT1(グルタミン酸流出トランスポーター)の発現は減少し

ていた。GLUT1(グルコース流入トランスポーター)の発現はOVTOKO、OVISEで

低下していた。	
 

B. AMPKのリン酸化。糖代謝スイッチと言われるAMPKリン酸化は、CSC様細胞集

団では非	
 CSC様細胞集団に比べて低発現であった。	
 

各群左：非	
 CSC様細胞集団、右：CSC様細胞集団。	
 

	
 

	
 	
 以上の結果は下記のように解釈された。PET/CT の結果からは卵巣明細胞

腺癌は糖代謝に比較的依存しない癌種であると考えられた。一方で、vitro
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実験の結果からは、同一の卵巣明細胞腺癌由来の細胞であっても CSC 様細胞

集団と非	
 CSC 様細胞集団において代謝が異なる可能性が示唆され、非	
 CSC

様細胞集団は糖代謝に比較的依存していると考えられた。統合して考えると、

PET/CT において卵巣明細胞腺癌の糖代謝が比較的活性化されていなかった

理由として、卵巣明細胞腺癌における CSC 様細胞集団の割合が高いためでは

ないかと考えた。	
 

	
 

5.グルタミン代謝を標的とした、新規治療標的の探索	
 

	
 	
 	
 3、4 の検討から、子宮頸癌や卵巣癌において、グルタミン代謝が治療標的と

して有望であるように思われた。他方、代謝というのは様々なサルベージ回路

が存在したり、細胞の状態や微小環境の変化によって切り替わりが起こったり

するため、単一の代謝酵素を阻害することは文献的には必ずしも好ましい結果

が得られていない[64]。	
 

そこで、代謝とは別の階層(系)での、標的の探索を検討した[77]。	
 

具体的には、3と同様のプロトコル・細胞群(OVTOKO および SiHa の CSC 様細胞

集団と非	
 CSC 様細胞集団)を用いて、メタボローム解析と同様に網羅的解析の１

つである RNA シーケンス(RNA-seq)を行った。	
 

	
 	
 	
 OVTOKO、SiHa それぞれで有意に変化のあった経路を図 14 に示す。その中で、

両者で共通に変化のあった経路は Focal	
 adhesion 経路のみであった。この経路

は、インテグリンなどの接着等をスイッチとした、FAK というタンパクを中心と
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する経路である。

	
 

図 14	
 RNA シークエンス結果(CSC 様細胞集団と非	
 CSC 様細胞集団の発現比

較)	
 

OVTOKO 及び SiHa の両者で共通に変化のあった経路は Focal	
 adhesion 経路のみ

であった。***:	
 p	
 <	
 0.001、**:	
 p	
 <	
 0.01、	
 *:	
 p	
 <	
 0.05。	
 

	
 

	
 	
 	
 実際、図 15 に示す通り各細胞株において、CSC 様細胞集団において非 CSC 様

細胞集団と比べて、FAK のリン酸化が増加していた。	
 

	
 

図 15	
 FAK のリン酸化	
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各細胞株において、CSC様細胞集団において非CSC様細胞集団に比べて、FAKのリ

ン酸化が増加していた。各群左：非	
 CSC様細胞集団、右：CSC様細胞集団。	
 

	
 

	
 

	
 	
 	
 FAK 自体は卵巣癌（漿液性腺癌）の治療標的として既に注目されており、諸

外国では臨床治験も行われている[78-81]。図 16 に示す通り、FAK のリン酸化阻

害剤である PF573228 を用いることで、CSC 様細胞集団、非 CSC 様細胞集団のい

ずれにおいても FAK のリン酸化を阻害することができた。しかしながら図 16 の

結果は、PF573228 処理によっても、CSC 様細胞集団における FAK のリン酸化状

態は、PF573228 処理のない非 CSC 様細胞集団の FAK のリン酸化状態以下に低下

させることができなかった、と解釈することにもつながると考えられた。	
 

	
 

図 16	
 FAK 阻害剤 PF573228 の有効性	
 

PF573228 処理により、CSC 様細胞集団、非 CSC 様細胞集団のいずれにおいても、

FAK のリン酸化を阻害することができた。ただし、PF573228 処理によっても、

CSC 様細胞集団における FAK のリン酸化状態は、PF573228 処理のない非 CSC 様

細胞集団の FAK のリン酸化状態以下に低下させることができなかった。	
 

	
 

	
 	
 	
 そこで、CSC 様細胞集団を治療標的とした際に相乗効果が得られることを期

待して、グルタミン代謝と FAK のリン酸化を同時に阻害することを検討した。
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前述の通り、FAK 阻害の可能性に関しては既に卵巣漿液性腺癌において見いださ

れていることから、本検討においては卵巣明細胞腺癌に注目して実験を行った。	
 

	
 	
 	
 CSC 様細胞集団に対して、グルタミン代謝の阻害剤(代謝酵素の一つである

GOT1 を阻害する AOA)と、PF573228 の相乗効果を検討した[64,82-83]。	
 

評価項目として、卵巣癌で専ら効果判定や治療標的に使用される mTOR 経路の下

流である、S6 のリン酸化を検討した[84-85]。	
 

	
 	
 	
 図 17 に示す通り、OVISE、JHOC5 では AOA と PF573228 の相乗効果が確認され

た。他方、OVTOKO では AOA、PF573228 いずれも単独での効果は認められるもの

の、併用ではむしろ S6 のリン酸化が増加していた。前述のように、これは何か

しらのサルベージ回路の存在を示唆するものかとは考えられたが、逆に対象を

選べばグルタミン代謝と FAK の併用が CSC 様細胞集団を標的とした治療として

有望である可能性が示唆された。	
 

	
 

図 17	
 mTOR 経路を標的とした、グルタミン代謝及び FAK のリン酸化阻害

による相乗効果	
 

3D 培養細胞(CSC)に対して、AOA 及び PF573228 を使用することで、mTOR 経路の

下流である S6 のリン酸化が阻害された。ただし、OVTOKO では AOA、PF573228 い

ずれも単独での効果は認められるものの、併用ではむしろ S6 のリン酸化が増加

していることから、何かしらのサルベージ回路の存在が示唆された。ウェスタ

ンブロットの定量化には Image	
 J	
 を用いた[67]。同様の実験を 3回以上行い、
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再現性を確認した。図および定量値は代表的な実験結果である。PF	
 573228	
 は

終濃度 1μM、AOA は終濃度 2mM で用い、48 時間培養した。	
 

	
 

	
 

6.新たな CSC モデルの樹立の試み	
 

3-5 で示した通り、CSC 様細胞集団を対象としたメタボローム解析や RNA シ

ーケンスによる網羅的解析によって、新たな有望な治療標的を見出すことがで

きると考えられた。	
 

ただし、こうした研究に用いられる細胞は、文献的にも既存の樹立された細

胞株であることが多い。しかしながら、細胞株は培養をしやすいというメリッ

トがある反面、継代を重ねており必ずしも得られた知見が生体内での特徴を反

映しているとは限らない。他方、臨床サンプルから得られたプライマリー細胞

は継代など培養の確立が難しく、また、個体間差異もあり得るため、やはり CSC

様細胞集団の探索として適切であるかはわからない。	
 

そこで、そうした限界の打開策として、多能性幹細胞(iPS 細胞)から CSC モ

デルを樹立する方法論を探索することとした[86]。iPS 細胞から CSC モデルを樹

立するプロトコルを作成できれば、理論的には各患者からそれぞれの特徴に応

じた CSC モデルを誘導できるという理屈である。	
 

CSC の起源には諸説ある。すなわち、(1)正常幹細胞が癌化する	
 (2)正常上皮

幹細胞が癌化する	
 (3)分化後の上皮が、癌化の過程で脱分化する・脱分化後に

癌化する、というものである。iPS 細胞が作成可能となったことからも明らかな

ように、(1)-(3)のいずれも有り得るというのが共通認識である[6,87-88]。	
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 婦人科癌における発癌メカニズムに関しては、特に子宮頸癌が詳細に研究さ

れている。子宮頸部には扁平上皮・円柱上皮境界(S-C	
 junction)が有り、そこ

には扁平上皮にも円柱上皮にも分化しうる上皮幹細胞(リザーブ細胞)が存在す

ると言われている。このリザーブ細胞にヒトパピローマウィルス(HPV)が感染し、

HPV 由来の癌タンパクである E6、E7 が持続発現することで、異形成を経て癌化

すると考えられている[89]。このプロセスは前述の(2)に相当すると考えられる

が、この各段階のプロセスが詳細に検討されていることから、子宮頸癌は CSC

の研究に適していると考えた。つまり、iPS 細胞からリザーブ細胞を誘導するこ

とができれば、そこから子宮頸癌の CSC の特徴を見出すことができるという仮

説である。さらに、この方法論(iPS 細胞から上皮幹細胞を誘導すること)が確立

されれば、他の癌種にも応用可能であると期待された。 

	
 	
 	
 プロトタイプの作成として、iPS 細胞株である 201B7 株を用いた[30]。	
 

誘導の理論は発生学を根拠とした。つまり、子宮は発生学上ミュラー管由来で

あり、ミュラー管は中間中胚葉(IM)由来であることから、iPS 細胞から IM を誘

導し、さらにそこからリザーブ細胞を誘導することを検討した[90-93]。誘導し

た細胞を iPS 細胞由来リザーブ細胞様細胞、iRC と命名した。IM の誘導に関し

ては既報に準じた[31-32]。そこから iRC の誘導は試行錯誤によったが、頸部上

皮細胞で用いられる培養液(Keratinocyte-SFM)と、子宮頸部に豊富に存在する

コラーゲンIVでディッシュをコーティングするという組み合わせを利用するこ

ととした。プロトコルのシェーマを図 18 に示す。iRC のマーカーとして、上皮

幹細胞のマーカーとして、p63、CK5、CK8 を用いた。p63 は基底層に存在する前
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駆細胞のマーカーとして広く用いられており、CK5 と CK8 は未分化なサイトケラ

チンとしてしばしば用いられているからである[94-98]。S-C	
 junction のマーカ

ーとしては既報に従い CK7、AGR2、CD63、MMP7、GDA の発現を検索した[94]。ミ

ュラー管由来のマーカーとして ERα、ERβ、CA125 の発現を検討した[94-98]。	
 

	
 

	
 

図18	
 誘導プロトコルのデザイン	
 

プロトコルは主に２つの部分からなる。前半はIMの誘導であり、後半はIMから

上皮細胞の誘導である。	
 	
 

	
 

	
 	
 	
 誘導後 11 日前後の代表的な iRC の画像を図 19 に示す。細胞質に比較し腫大

した核が認められ、リザーブ細胞の病理学的特徴としては矛盾しない所見であ

った。	
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図 19	
 iRC の位相差顕微鏡像	
 	
 

代表的な iRC 像。核は類円形で核細胞質比が高かった。白線	
 =	
 100μm。	
 

	
 

	
 

	
 	
 	
 各種蛍光免疫染色の結果を図 20 に示す。約 70%程度の細胞が、上皮幹細胞の

マーカーとして考えた p63、CK5、CK8 が陽性であった。コンフルエンス後の時

間によっては細胞が盛り上がることがあった(垂直方向への進展)。図 20 では A

より Bの方がコンフルエンス後の時間が経っていた。	
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図20	
 リザーブ細胞マーカーの発現	
 

A. CA125およびp63の発現。p63は基底層の前駆細胞のマーカー、CA125はミュラ

ー管由来細胞のマーカーとして用いた。	
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B. CK5およびCK8の発現。いずれも未分化なサイトケラチンのマーカーとして用

いた。	
 

誘導後11-14日目のiRC像。約70%以上の細胞が、リザーブ細胞マーカー陽性であ

った。コンフルエンス後の時間によっては細胞が盛り上がることがあった(垂直

方向への進展)。図ではAよりBの方がコンフルエンス後の時間が経っていた。白

線	
 =	
 100	
 μm.	
 	
 

	
 

	
 	
 	
 遺伝子発現の組み合わせとしては、各種 S-C	
 junction マーカーを発現して

いた(図 21)。コントロールとして内頸部よりの頸部上皮細胞(Endocervix)、外

頸部よりの頸部上皮細胞(Ectocervix)を用いた。遺伝子発現の組み合わせは、

Endocervix に似ていたが、これはリザーブ細胞が円柱上皮の下に位置し、円柱

上皮様の特徴を有するという既報とも矛盾しない結果であった[94]。	
 

	
 

	
 

図21	
 iRCにおけるSC	
 junctionマーカー及びミュラー管マーカーの発現	
 

A. 誘導前(iPS細胞)及び誘導後(iRC)におけるSC	
 junctionマーカーの発現

(RT-PCR)	
 。iRCの発現パターンは、Endocervixのそれと似ている。	
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B. 誘導前(iPS細胞)及び誘導後(iRC)におけるミュラー管マーカーの発現

(RT-PCR)	
 。iRCはERα及びERβは発現していないが、CA125を発現していた。

これは(A)同様、	
 Endocervixに似た発現パターンであった。	
 

	
 

リザーブ細胞の特徴は、円柱上皮にも扁平上皮にも分化しうることである

[26,95]。そこで、第 2章に記載の方法で iRC を 3D 培養することで、それぞれ

への分化能を検討した。マトリゲル内での培養では、図 22A に示すように腺様

の細胞集団を形成した。また図 22B に示すように、ALI 培養では扁平上皮様の発

育を認めた。Vitro での実験ではあるが、iRC の分化能が確認された。	
 

	
 

図22	
 iRCの3D培養におけるHE染色	
 

A. 代表的な3D培養像。2-3日後に、iRCsは腺様構造を形成した。白線	
 =	
 50	
 μm。	
 	
 	
 

B. 代表的なALI培養像。1-3週間の培養で、iRCは垂直方向へと成長した。白線	
 =	
 

50	
 μm。	
 	
 

	
 

厳密な意味での分化能の検証としては、免疫不全マウスに iRC を移植し生体

内での分化能を確認する、等の手法が考えられるが、本検討の目的は「CSC の特

徴を抽出できるモデルの作成」であることから以下の検討を行った。つまり、
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誘導された iRC の特徴を検討することで CSC の洞察が得られるか、という検討

を行った。iRC の上清内のサイトカインをサイトカインアレイにて検討した。図

23 に示すように、iRC の上清には、MIF 及び PAI1 が認められた。2で既に検討

したように、PAI1 は CSC 様細胞集団の転移に関わっていることが示唆されてい

ることから翻って、iRC の特性解析を行うことが子宮頸癌の CSC 様細胞集団の特

性解析につながる可能性が示された。	
 

	
 

	
 

図23	
 iRCにおけるサイトカイン分泌パターン	
 

(i)MIF及び(ii)PAI1が検出された。*:ポジティブコントロール、**:ネガティブコ

ントロール	
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第4章	
 考察	
 

	
 	
 	
 本検討においては、下記の 3 点を検討した。	
 

①	
 婦人科癌における CSC 様細胞集団の存在の確認と特徴解析	
 

②	
 網羅的解析を用いた CSC 様細胞集団の特性解析と治療戦略の構築	
 

③	
 iPS 細胞を用いた新規 CSC モデルの提唱	
 

	
 

①	
 婦人科癌における CSC 様細胞集団の存在の確認と特徴解析	
 

	
 	
 	
 本研究では、婦人科癌における CSC 様細胞集団の存在を確認することから検

討を開始した。具体的には、発生学的に分化に関わっている BMP を阻害する

Gremlin1 に着目し、それが CSC の定義と言われる未分化能、増殖能等に与える

影響を検討した。BMP は中胚葉の発生に重要であると考えられているため、婦人

科臓器がミュラー管由来である事、ミュラー管は中胚葉由来である事を合わせ

て、婦人科癌においても BMP シグナルが関与していると考えることは理にかな

っているからである。実際、子宮頸癌由来細胞株をGremlin1で処理することで、

未分化マーカーの一つとされる Nanog の発現は上昇するとともに、ALDH1 陽性細

胞の割合も増加した(図 3)。また、増殖能の指標と言われるスフェロイド形成能

も Gremlin1 処理によって増加した(図 4)。この検討から、婦人科癌においても、

CSC 様細胞集団が存在することが確認され、その維持において Gremlin1 の関与

が示唆された。Gremlin1 の処理により CSC 様細胞が維持された結果としてその

割合が増えたのか、非 CSC 様細胞が CSC 様細胞になったために CSC 様細胞の割

合が増えたのかに関しては検討できていない。しかしながら、Gremlin1 は分化
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を阻害することで未分化性の維持に寄与していると考えられていることからは

[44-45]、もともと細胞株内に存在していた CSC 様細胞が Gremlin1 への暴露に

よってその未分化性を維持し、結果として CSC 様細胞の割合が増加したのでは

ないかと考えた。	
 

	
 	
 	
 次に、CSC 様細胞集団及び非 CSC 様細胞集団の PAI1 の分泌を ECM との関係か

ら検討することで、CSC 様細胞集団が転移しやすい理由の一つを見出した。すわ

なち、コラーゲン IV から離れた CSC 様細胞集団においては PAI1 の分泌が減少

するため、相対的に uPA の濃度が高くなり、その下流として知られる MMP が活

性化され、CSC 様細胞集団の周囲の ECM が脆弱になるという仮説である(図 6)。	
 

	
 	
 	
 これらの検討は子宮頸癌株のみを用いた検討であるという限界はあるもの

の、婦人科癌においても CSC 様細胞集団が存在することを示した。既存の癌研

究では細胞株を一様な集団として扱っている検討が少なくないが、このような

不均一性(heterogeneity)を念頭に置いた研究の重要性を(CSC 様細胞集団に着

目するか否かに関わらず)提示したと言える。	
 

	
 

②	
 網羅的解析を用いた CSC 様細胞集団の特性解析と治療戦略の構築	
 

	
 CSC 様細胞集団の特性を解析する上で、まず代謝に注目した。	
 

	
 メタボローム解析の登場により、近年代謝の研究は注目を集めている。すな

わち、元来ゲノム解析、トランスクリプトーム解析、プロテオーム解析などの

網羅的解析が行われてきたものの必ずしも細胞の包括的な働きは理解できず、

近年では表現系に最も近いとされるメタボローム解析を行うことが重要だと考
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えられているのである。	
 

	
 	
 検討としては、CSC 様細胞集団と非 CSC 様細胞集団の代謝物を網羅的に解析す

ることで、CSC 様細胞集団に特徴的な代謝パターンを抽出することを試みた。実

際、PCA により CSC 様細胞集団に特徴的な代謝変化を分離することができた(図

9)。具体的には、セリンやアスパラギン酸、グルタミン酸、グルタミンといっ

た TCA サイクルを効率良く働かせるアミノ酸が CSC 様細胞集団で増加していた

こと(図 10)、総アデニレートが CSC 様細胞集団で高かったことから(図 11)、CSC

様細胞集団では非 CSC 様細胞集団に比べて、TCA サイクルを活性化させて効率良

くエネルギーを蓄えている可能性を示した。この結果は、CSC 様細胞集団が高い

増殖能を持つこと、抗癌剤などに抵抗性を示すことを説明し得る結果であると

考えられた。そしてこれは代謝の観点からは極めて重要な知見であると考えら

れた。なぜならば、ワーブルグ効果という好気的解糖の概念が 1920 年代に提唱

されて以来、癌の代謝は専ら解糖系であると考えられてきたからである[56]。

TCA サイクルが実際に活性化しているかの検証に関しては、ミトコンドリアにお

ける酸素消費量を測定したり、同位体でラベルされた代謝物質の追跡実験を行

ったりすることが厳密には必要である。しかしながら、本実験からは少なくと

も相対的にTCAサイクルが用いられている状態であるということは推察された。	
 

	
 	
 	
 実際、PET/CT の結果(表 4)から示された通り、糖代謝活性の低い癌種（本検

討においては卵巣明細胞腺癌）が存在することが明らかとなった。これらを一

元的に考えると次のようになる。つまり、CSC 様細胞集団では TCA サイクルを活

性化し、非 CSC 様細胞集団が解糖系を利用しているというもので、さらに CSC
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様細胞集団の割合が癌種によって異なるという解釈である。例えば卵巣明細胞

腺癌においては、CSC 様細胞集団の割合が高いために、PET/CT の結果からは糖

代謝の活性が低いと考えられたのではないかということである。こうして解釈

すると、本研究で得られた結果と過去 100 年近く支持されている好気的解糖の

概念とは矛盾しないと考えられた。また、卵巣明細胞腺癌において解糖系が亢

進しているという既報も存在する[99,100]。本検討においても vitro 実験にお

いては非 CSC 様細胞集団が糖代謝を活性化している可能性を見いだしているた

め、そうした既報とも矛盾しないと考えられた。	
 

	
 	
 	
 PET/CT を用いた検討の限界としては、婦人科悪性腫瘍を扱う臨床において、

PET/CT は日常的に行われている検査ではないため、施行されている症例内での

検討しか行えなかったことが挙げられる。つまり、例えば再発時において糖代

謝がどうなるか、再発部位など部位の違いによって糖代謝がどのように変化す

るか、という点に関しては検討できていない。また、卵巣明細胞腺癌の振る舞

いが特徴的であったために vitro 実験においては卵巣明細胞腺癌に関する検討

のみを行った。そのため卵巣明細胞腺癌以外の組織型の癌に関する知見は得ら

れていないため、今後は他の組織型に関しても状態や集団によって代謝が切り

替わるのか、切り替わるとすればどのように切り替わるのか、という検討が期

待される。	
 

	
 	
 	
 このように少数の細胞集団の代謝まで詳細に検討できるようになってきた

のは、メタボローム解析の発明による。実際、メタボローム解析の登場以降、

癌代謝のリプログラミング、癌組織内の代謝の不均一性に着目した検討は近年
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多く報告されている[101-106]。CSC の代謝に関しては、TCA サイクルを活性化

しているという報告、解糖系を利用しているという報告のいずれも存在するが、

筆者の解釈では、CSC には代謝の可塑性があるのではないかと考えている

[101-102,106]。本研究では CSC 様細胞集団としてスフェロイドを一貫して用い

た。そもそもなぜスフェロイドにおいて CSC 様細胞の割合が増えるかという疑

問が生じるが、これに関しては、Gremlin1 の検討の際の解釈同様、もともと細

胞株内に存在していた CSC様細胞が 3D培養という浮遊状態においてその状態を

維持し、結果として CSC 様細胞の割合が増加したのではないかと考えている。

状態の維持の機序に関しては更なる検討が必要であるが、スフェロイド(3D 培養

細胞)における代謝活性経路やエネルギー状態が、状態の維持に寄与しているの

ではないかと推察している。	
 

	
 	
 	
 代謝に関する検討の最後には、メタボローム解析で得られた知見をもとに、

代謝を標的とした治療の探索を試みた。特に、グルタミン中毒という名で知ら

れるように、癌代謝においてグルタミン代謝が重要であることから、グルタミ

ン代謝経路を阻害することを検討することとした(図 10)。ところで、前述の通

り近年では癌代謝の検討が詳細に行われつつあるが、代謝を標的とした治療は

必ずしも成果を出していない。この理由の一つに、サルベージ回路の存在が示

唆されている。つまり、代謝経路は複雑であるがゆえに、一つの代謝酵素や代

謝系路を阻害したとしても、他の経路を癌細胞が利用できてしまうということ

が挙げられる。	
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 そこで、CSC 様細胞集団の特性解析としてメタボローム解析とは別の網羅的

解析を行うこととした。具体的には RNA シーケンスを行い、CSC 様細胞集団に特

徴的な経路を見出すことを目的とした。興味深いことに、卵巣癌由来 CSC 様細

胞集団と子宮頸癌由来 CSC 様細胞集団において、Focal	
 adhesion 経路のみが共

通していた(図 14)。すなわち、婦人癌由来 CSC 様細胞集団において Focal	
 

adhesion 経路の重要性が示唆された。実際、婦人科の臨床においては Focal	
 

adhesion 経路が卵巣癌の転移において重要な役割を果たすとされており、Focal	
 

adhesion 経路において中心的な役割を示す FAK のリン酸化阻害が新規治療とし

て諸外国を初め治験が進んでいる[78-81]。今回得た新しい知見としては、FAK

のリン酸化は CSC 様細胞集団において非 CSC 様細胞集団よりも増加しているこ

とから、CSC 様細胞集団の FAK のリン酸化を阻害するためには高濃度の FAK 阻害

剤が必要になるという可能性があるという結果である(図 15)。実際、高濃度の

PF573228 を用いて FAK のリン酸化を阻害しても、CSC 様細胞集団における FAK

のリン酸化状態は、PF573228 処理のない非 CSC 様細胞集団の FAK のリン酸化状

態以下に低下させることができなかった(図 16)。	
 

	
 	
 	
 以上より、CSC 様細胞集団におけるグルタミン代謝と FAK の働きを同時に阻

害することによって、各々を単独で標的とする限界を補完して、相乗効果が得

られるのではないかと考えた。実際、グルタミン代謝経路の阻害剤の一つであ

る AOA と、PF573228 で処理することで、卵巣癌由来 CSC 様細胞集団において mTOR

活性が相乗的に阻害された(図 17)。検討した三種の癌細胞株のうち OVTOKO にお

いては相乗効果が認められず、バイオマーカーの探索が今後必要であるとは考
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えられるものの、グルタミン代謝と FAK	
 を同時に阻害することが、CSC 様細胞

集団を標的とした治療として有望である可能性が示唆された。同時に、メタボ

ローム解析と RNA シーケンスという網羅的解析を組み合わせて CSC 様細胞集団

の特性解析を行うことが、CSC を標的とした新たな治療戦略を模索するための手

段として有用であることが示された。	
 

	
 	
 	
 以上の検討の解釈の上での注意点としては、本研究では CSC 様細胞集団とし

てスフェロイドを用いていることである。スフェロイドは形態学的にも周囲と

の接着という点でも、本研究において非 CSC 様細胞集団として用いた通常培養

細胞とは異なっている。つまり、CSC 様細胞集団においての FAK 経路の重要性に

ついて考えたが、実際のところはスフェロイドという浮遊細胞の特徴を見てい

るという可能性を否定できない。しかしながら、癌細胞は血液やリンパ液中に

浮遊して転移していくこと、卵巣癌に関しては腹水中に浮遊して腹腔内に播種

していくことなどを考慮すれば、スフェロイドの特性解析を行うことは再発・

転移に関する知見を得るためには重要な実験系であると考えられた。	
 

	
 

③	
 iPS 細胞を用いた新規 CSC モデルの樹立	
 

	
 	
 	
 これまでの検討は既存の細胞株を用いた検討であった。しかしながら、細胞

胞株というものは継代を繰り返されてきた細胞であり、癌細胞の生体内での振

る舞いとは必ずしも一致しない可能性がある。また、そもそも細胞株由来細胞

集団の中に CSC 様細胞集団が含まれているのかどうかということ自体から議論

の余地がある。	
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そこで、新規 CSC モデルの樹立を検討した。CSC の起源には諸説あるものの、

正常上皮幹細胞が癌化する、ということは妥当であると考えられている。その

ため、iPS 細胞から正常上皮幹細胞を誘導しその特性解析をすることが、CSC の

知見を得る新たなモデルとなると考えた。	
 

子宮頸部には S-C	
 junction(扁平上皮―円柱上皮境界)が有り、そこには扁平

上皮も円柱上皮にも分化しうる上皮幹細胞(リザーブ細胞)が存在すると言われ

ている[89,	
 107-108]。子宮頸癌の発癌メカニズムの１つの仮説としては、この

リザーブ細胞に HPV が感染し、HPV 由来の癌タンパクである E6、E7 が持続発現

することで、異形成を経て癌化するというものが存在する。つまり、iPS 細胞か

らリザーブ細胞を誘導することができれば、癌幹細胞の発生前後の知見を得ら

れるのではないかと考え、本検討の目的とした。	
 

	
 	
 	
 iPS 細胞からリザーブ細胞を誘導したとする既報は存在しないことから、プ

ロトコルに関しては試行錯誤を繰り返した。iPS 細胞の誘導に関しては絶対の法

則はないものの、発生学を模倣するやり方が標準的である。そのため、子宮頸

部はミュラー管由来であること、ミュラー管自体は中間中胚葉であることから

逆算して、iPS 細胞から中間中胚葉を誘導し、そこからミュラー管由来様の上皮

集団を誘導することとした。最終的には Keratinocyte-SFM 培地とコラーゲン IV

コーティングを組み合わせることで、リザーブ細胞様細胞集団(iRC)を得ること

ができた(図 18)。Keratinocyte-SFM は子宮頸部の細胞株を培養するのに用いら

れていること、また、コラーゲン IV は子宮頸部に豊富に含まれる ECM であるこ

とから、このプロトコルは理にかなっていると考えられた[109]。ここで誘導さ
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れた iRC は PAI1 を分泌しており(図 23)、これは CSC の転移において PAI1 が重

要な役割を果たしているという先の結果(図 6)と関係している可能性が示唆さ

れた。このように、iRC の特性解析をすることが CSC の洞察を得るモデルとなる

ことが示された。	
 

	
 	
 	
 iPS 細胞から癌(幹)細胞を誘導するという試みは多数存在するものの、その

ほとんどは実際の発癌メカニズムとは異なり人工的な系となっている

[110-112]。	
 

その点、リザーブ細胞を癌化させるという発想は実際の発癌プロセスを忠実に

再現していることになる。今後は、実際に iRC に HPV を感染させることで、さ

らに詳細な発癌メカニズム、CSC の特性解析が可能になると期待される。	
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結論	
 

	
 	
 	
 本研究では、婦人科癌における CSC 様細胞集団の特性解析とそれを応用した

治療戦略に関する検討を行った。	
 

	
 	
 本研究で確認したように、婦人科癌においても CSC 様細胞集団の存在は明ら

かであり、今後の癌研究にはこの不均一性(heterogeneity)を念頭に置いた方法

論の確立が必須であると考えられた。また、特性解析には網羅的解析を組み合

わせることが有用であることが示された。とりわけ、表現系に最も近いとされ

るメタボローム解析によって、抗癌剤耐性などのメカニズムが明らかになるこ

とが期待された。そして、CSC の新規モデルとして、iPS 細胞から CSC モデルを

樹立するという方法論を提案した。子宮頸癌は発癌メカニズムが詳細に研究さ

れている癌の一つであるため、そのプロセスを模倣するのに適したモデルとあ

ると考えられた。iPS 細胞から子宮頸癌 CSC モデルを樹立する方法論が、演繹的

に他の癌種にも応用され得ることが考えられた。	
 

	
 	
 	
 今後さらなる CSC の特性解析が行われ、癌の再発・転移を阻止する治療戦略

が構築されることが期待される。	
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