
特集　骨髄由来間葉系幹細胞によるがん幹細胞性再獲得機構 89

1.　はじめに

近年，がん研究の分野ではがんを理解するための新たな仮

説『がん幹細胞（cancer stem cell）』が注目を集めている．

これは，がん細胞の増殖・分化の過程においても組織幹細胞

（tissue stem cell）と同様，自己複製能（self-renewal）に基

づく細胞の階層構造（hierarchy）が存在するという概念で，

がん細胞の多様性（heterogeneity）や治療抵抗性，局所再発，

引いては遠隔転移の誘因となると考えられている 1）．造腫瘍

能（tumorigenicity）と多分化能（multipotency）に代表され

るがん幹細胞の性質（＝がん幹細胞性）維持のため，様々な

分子レベルのメカニズムによるがん幹細胞自身の制御が必要

であることが明らかとなっているが，これらは 1）がん幹細

胞内部のシグナル伝達経路の影響（intrinsic signal），2）が

ん細胞を取り巻く微小環境による影響（extrinsic signal），の

2 つに大別することが出来る 2）．前者は，がん幹細胞内での

がん幹細胞性を維持するために不可欠なシグナル伝達経路で

あり，これまでの研究から WNT・Notch・Hedgehog シグナ

ルに代表される胚性幹細胞（embryonic stem cell）や組織幹

細胞等に共通する細胞内シグナルがいくつか同定されてい

る．一方，後者のがん微小環境の重要性については未だ不明

な点が多い．しかし，in vitro でのがん幹細胞の長期培養実

験や 3 次元での tumor sphere 形成実験には特殊な培養液が

必要であることは，がん幹細胞性維持にはがん微小環境を模

倣する液性因子や細胞増殖のための足場の必要性が想定され

る 3）．がん幹細胞仮説を否定する実験結果として，マウス皮

下に移植された 1 個の非がん幹細胞メラノーマ細胞も腫瘍形

成能を示すという事実が報告されたが 4），がん幹細胞の存在

を否定するというよりもむしろ，がん細胞自身が存在する微

小環境の影響を受けて分化した非がん幹細胞からがん幹細胞

へと転換する能力（interconvertibility）が存在する可能性を

示唆するとも捉えられる．この様に，がん微小環境の理解は

がん幹細胞の性質を理解するために不可欠であり，がん幹細

胞を標的としたがん治療開発のためにも，分子レベルでの解

明が急務である．

2. cancer-associated fi broblast としての骨髄由来間葉系

幹細胞の役割

正常細胞から発生したがん細胞は常に環境ストレスに晒さ

れており，炎症細胞による生体の防御反応（がん免疫），血

管から供給される酸素や栄養状態は，がん細胞が分裂・増殖

を行う間刻一刻と変化している．様々な細胞から成るがん微

小環境構成因子の中，活性化された線維芽細胞（cancer-

associated fibroblast［CAF］）が注目されており，がん細胞の

運動能や間質マトリックスの分解をはじめとする悪性度を増

加させる作用や腫瘍内部の血管新生の誘因となる事実も実験

レベルで証明されている 5）．CAF の起源となる細胞としては

未だ議論の余地が残されているが，1）がん原発部に存在す

る線維芽細胞や間葉系幹細胞，2）がん細胞自身の上皮―間

葉移行（epithelial-mesenchymal transition［EMT］），3）循環

がん幹細胞の動態とその制御
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血液を介し動員された骨髄由来間葉系幹細胞（bone marrow-

derived mesenchymal stem cell［BM-MSC］），が想定されて

おり，実験レベルではいずれの説もその可能性が証明されて

いる．特に近年，BM-MSC の CAF としての役割がにわかに

研究者たちの議論の中心になっている．本来，骨や軟骨，筋

肉，脂肪，神経といった多種多様な間葉系細胞へ分化する能

力を潜在的に有している BM-MSC であるが，組織修復の際

にも上皮細胞の再生や血管新生に関与しており，腫瘍内部で

どの様ながん微小環境を構成するのか，その生物学的意義は

非常に興味深い．

組織幹細胞の中，間葉系幹細胞は骨や軟骨，筋肉，脂肪，

神経等の各種間葉系細胞へ分化を示すものと考えられている

が，間葉系幹細胞はそもそも骨髄に存在し，様々な間葉系組

織を構成可能な細胞として単離されたものである 6）．即ち，

細胞の有する「能力」から定義された細胞であるが故，その

形態学的特徴や細胞表面マーカーから定義されたものではな

い．このことが，BM-MSC が体内にどの様に分布し，CAF

としてどの様な作用を有しているのか解析することを困難に

している．現在までに用いられている BM-MSC の特徴として

は，細胞表面マーカー CD105/CD73/CD90 陽性・CD45/CD34/

CD14/CD11b/CD79/CD19 陰性の細胞群で，プラスチック

ディッシュに付着し，in vitro での骨，軟骨，脂肪に分化可

能な細胞とされている．最近では，CD106/CD146 に加え，

CD271（低親和性 NGF 受容体）も BM-MSC を同定する細胞

表面マーカーとして有用ではないかと考えられている．

このような BM-MSC マーカーの同定と共に，がん微小環

境を形作る CAF としての BM-MSC の機能に関するデータが

蓄積されてきている．末梢循環を巡る組織幹細胞として損傷

部位の組織修復・再生への関与が当初想定されてきたが，

BM-MSC は B リンパ球由来の腫瘍の増殖を in vitro・in vivo

で促進するのみならず，乳癌組織中に BM-MSC が検出され

たという報告もあり 7），腫瘍内でサイトカインやインターロ

イキン分泌を介し，がん細胞の浸潤・転移に関与することが

明らかとなってきた．興味深いことに，乳癌細胞と BM-

MSC の共培養は，がん細胞からの IL-6 の分泌は IL-6 の受容

体（IL-6 receptor，gp130）発現レベルの高い BM-MSC に作

用し，BM-MSC からの CXCL7 発現を亢進させる 2）．これに

より乳癌細胞の運動能亢進に至るのであるが，同時に BM-

MSC が CAF として作用することにより，共培養した乳癌細

胞中の aldehyde dehydrogenase（ALDH）陽性細胞が増加，

即ち BM-MSC により乳癌細胞のがん幹細胞性が回復する結

果が得られている 2）．この様なサイトカインネットワークに

よる BM-MSC ががん幹細胞性回復の他，TRAIL を介したグ

リオーマのがん幹細胞性再獲得機構も実験モデルでも証明さ

れている 8）．この様に，BM-MSC はがん細胞の悪性度を助長

させる CAF としての作用のみならず，がん幹細胞性を再獲

得させる影響があるという面でもその生物学的意義が注目さ

れている．

3.　骨髄由来間葉系幹細胞が胃癌がん幹細胞に及ぼす影響

これまで胃癌細胞の増殖・浸潤過程における間質線維芽細

胞の CAF としての役割について検討してきた経緯より，

BM-MSC との共培養による胃癌細胞の性質の変化について

検討を試みた．高分化型胃癌より樹立されたヒト胃癌細胞株

MKN-7 とヒト由来 BM-MSC である UE6E7T-12 細胞を 1 :1

の割合で単純に混合・共培養行うと，MKN-7 細胞は

UE6E7T-12 細胞と高頻度に接触し，それを足場とした増殖

を示した（図 1A）．この UE6E7T-12 細胞（original）と MKN-7

細胞との接着は，長期継代培養により分化を促した UE6E7T-

12 細胞（differentiated）や胃壁より樹立された線維芽細胞

NF-23 と比べても顕著であり，BM-MSC は胃癌細胞の増殖の

ために有利な足場を提供する可能性が考えられた．興味深い

ことに，UE6E7T-12 細胞を GFP でラベルすると，MKN-7 細

胞との接触が UE6E7T-12 細胞に形態的変化を誘導し，線維

芽細胞様の紡錘形細胞突起を延長させるようになり（図1B），
CAF への分化・成熟を示唆する α-smooth muscle actin 発現

も誘導されていた．軟寒天培地で MKN-7 細胞と UE6E7T-12

細胞を混合した際には，MKN-7 細胞の凝集を亢進させる結

果が得られた（図 1C）．本来 MKN-7 細胞と UE6E7T-12 細

胞は元来細胞集塊形成能が殆ど認められないにも関わらず，

MKN-7 細胞集塊の中心に UE6E7T-12 細胞が位置することに

よって，胃癌細胞の凝集を亢進させる結果となった．

MKN-7 細胞と UE6E7T-12 細胞の混合共培養後，両者を上皮

マーカー EpCAM を用いて細胞分離後細胞数を計測すると，

UE6E7T-12 細胞との共培養により MKN-7 細胞の増殖促進効

果が確認されたが，これは UE6E7T-12 細胞のコンディショ

ンメディウムでは見られなかったことから，MKN-7 細胞の

増殖亢進は液性因子を介してではなく BM-MSC
4 444 44

との直接的
4 4 4 4 4

接触
4 4

が引き金となったと考えられた．尚，この時 UE6E7T-12

細胞の増殖は見られない．以上より，BM-MSC は胃癌細胞

の増殖にとって有利な足場を提供し，細胞凝集と増殖を促進

する作用があると考えられた（図 1D）．

この際，BM-MSC との共培養・直接的な接触により

MKN-7 細胞はどの様な性質の変化が見られるであろうか．

RT-PCR による MKN-7 細胞の遺伝子発現解析を行ったとこ

ろ，上皮系マーカー E-cadherin には大きな発現の変化は認

められなかったが，間葉系マーカー vimentin と EMT を司る

転写因子 Snail の発現上昇が見られ，同時にがん幹細胞性マー

カー CD133 発現レベルの増加が観察された（図 2A）．また，

これも UE6E7T-12 細胞のコンディションメディウムでは誘

導されず，BM-MSC との直接的コンタクトが刺激となった

と考えられた．CD133 はグリオーマや乳癌，大腸癌をはじ

め様々なヒト悪性腫瘍でがん幹細胞を識別するためのマー

カーとして有用であることが報告されているが 9），造腫瘍能

と多分化能の点から，CD133はMKN-7でもがん幹細胞性マー

カーとして利用するデータが得られている．このことから，

BM-MSC は胃癌細胞に EMT とがん幹細胞性回復に作用する

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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可能性が示唆された．この事実を踏まえ，UE6E7T-12 細胞

との共培養が CD133 陰性 MKN-7 細胞のがん幹細胞性を回

復・維持に有利に作用しているかについて検討した．マグネ

ティックビーズと抗 CD133 抗体を用い CD133 陰性 MKN-7

細胞を分離し，UE6E7T-12 細胞と 48 時間培養を行うと，

CD133 陽性 MKN-7 細胞の割合が 4.9％に回復したが，これ

は UE6E7T-12 細胞非存在下での結果（0.9％）と比べ，有意

に高い結果が得られた．尚，両者の混合共培養下では，

UE6E7T-12 細胞の周囲に CD133 陽性 MKN-7 細胞の存在が

確認された（図 2B）．電子顕微鏡での CD133 陽性 MKN-7 細

胞，CD133 陰性 MKN-7 細胞の観察を行うと，CD133 陽性細

胞では細胞表面に特徴的な微絨毛構造が観察されたが，

CD133 陰性細胞には見られなかったことから，がん幹細胞

に特徴的な細胞表面の構造と考えられた．また，分離前の

MKN-7 細 胞 と UE6E7T-12 細 胞 の 共 培 養 を 行 っ た 際，

UE6E7T-12 細胞との直接的接触を示す MKN-7 細胞にもこの

微絨毛構造が見られ，この細胞は CD133 陽性 MKN-7 細胞

であり，BM-MSC との直接的接触ががん幹細胞性を回復さ

せたというひとつの傍証となった（図 2C）．

UE6E7T-12 細胞との接触により増加する CD133 陽性

MKN-7 細胞，これががん幹細胞としての性質を本当に有し

ているのであろうか．マウス皮下への接種実験では，

UE6E7T-12 細胞単独ではマウス皮下に腫瘍を形成すること

はないが，MKN-7 細胞と UE6E7T-12 細胞の混合した群では

高い造腫瘍能が見られ，腫瘍の大きさは MKN-7 細胞のみ

を接種した群と比べても顕著であった．MKN-7 細胞と

図 1 A．MKN-7 細胞を間質細胞と共培養した際，MKN-7 細

胞は UE6E7T-12 細胞（original）を足場とした増殖を示し，

UE6E7T-12 細胞（differentiated）や NF-23 細胞との違いが顕

著．B．UE6E7T-12 細胞を GFP でラベル．UE6E7T-12 細胞は

MKN-7 細胞との共培養で細胞突起を延長．C．軟寒天培地で

の細胞凝集実験．D．MKN-7 細胞と UE6E7T-12 細胞の共培養

による相互作用．

図 2 A．RT-PCR による発現遺伝子の変化は，EMT とがん幹

細胞性回復を示唆した．B．UE6E7T-12 細胞近傍に存在する

MKN-7 細胞はがん幹細胞性が回復．C．CD133 陰性 MKN-7 細

胞，CD133 陽性 MKN-7 細胞，MKN-7 細胞と UE6E7T-12 細

胞の混合培養の電子顕微鏡像．D．マウス皮下に MKN-7 細胞

と UE6E7T-12 細胞の混合したものを接種した腫瘍では，BM-
MSC の増生が確認され（左），間質細胞近傍に CD133 陽性

MKN-7 細胞が認められた．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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UE6E7T-12 細胞の混合したものを接種した群では腫瘍内部

に UE6E7T-12 細胞由来の線維成分の増生を伴っており，高

い造腫瘍性は BM-MSC が CAF として作用している可能性を

示唆するものであった（図 2D）．この時にも，BM-MSC 近傍

に CD133 陽性 MKN-7 細胞が局在しており，両者が直接的

に接触する状況がマウス皮下腫瘍の形成に一役買ったものと

考えられた．更に，MKN-7 細胞が CD10 や MUC2（大腸上

皮マーカー）や villin（小腸上皮マーカー），chromogranin A（神

経内分泌マーカー）の発現を示し，BM-MSC が多分化能回

復の面でもがん幹細胞性を亢進させたものと推測された．

4. 骨髄由来間葉系幹細胞による胃癌細胞のがん幹細胞性

再獲得機構

UE6E7T-12 細胞との接触は MKN-7 細胞の内部にどの様な

細胞内シグナル伝達経路が活性化されたのか検討するため，

cDNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析を試み

た．MKN-7 細胞（original）に加え，CD133 抗体を用いて分

離した CD133 陽性 MKN-7 細胞，CD133 陰性 MKN-7 細胞を

用い，UE6E7T-12 細胞との共培養時に共通して発現誘導さ

れる遺伝子を解析した結果，細胞同士のコンタクトにより特

異的に発現誘導される 65 個の共通遺伝子を同定し，その中

よ り wingless-type MMTV integration site family, member 5A

（WNT5A）遺伝子，及び transforming growth factor-β-  (TGF-β β- )-

induced（TGFBI）遺伝子に着目した．WNT シグナルは生物

の発生段階で活性化される重要な細胞内シグナル経路であり

ながら，がん細胞の自己複製能をはじめとするがん幹細胞性

や上皮―間葉移行に関与すると考えられており，事実強制的

に WNT5A 遺伝子をがん細胞に発現させることによって，胃

癌転移巣形成が亢進すると報告されている 10）．また，TGFBI

遺伝子が MKN-7 細胞に発現誘導されることはこの細胞が細

胞外の TGF-β- 刺激を受けていることに他ならない．これま

でにも TGF-β- 刺激がグリオーマ前駆細胞を増加させること

も報告されており，がん幹細胞性に及ぼす影響を有するもの

として知られている 11）．そこで，MKN-7 細胞と UE6E7T-12

細胞，両者の共培養条件下での WNT5A，TGF-β- 1 発現を免

疫組織化学的に検討したところ，WNT5A は BM-MSC との

接触が引き金となり MKN-7 細胞発現が誘導され，同時に

TGF-β- 1 は BM-MSC に特異的にのみ発現誘導され（図 3A），
培養上清中の TGF-β- 1 濃度も共培養により上昇した．

それでは，本当に WNT シグナルと TGF-β- シグナルが

MKN-7 細胞のがん幹細胞性回復に有効に作用するのであろ

うか．そこで，CD133 陰性 MKN-7 細胞をリコンビナント

WNT5A（500 ng/ml）で 48 時間処理すると CD133 mRNA レ

ベルは 26 倍にも発現増加すると同時に，CD133 陽性 MKN-7

細胞割合は 4.8％に増加した（コントロール：0.9％）．同様

に TGF-β- 1（10 ng/ml）も CD133 mRNA レベルを 51 倍に上

昇させ，CD133陽性MKN-7細胞割合は 3.2％へと増加させた．

BM-MSC との共培養は WNT5A と TGF-β- 1 発現を増加させる

のみならず，これらの下流で作用する β-catenin，Smad4 発

現亢進を引き起こしたが，WNT5A 阻害剤 XAV939，TGF-β-

阻害剤 SB431542 はこれら分子の核内移行を妨害し，CD133

陽性 MKN-7 細胞回復を抑制した．以上より，BM-MSC が提

供するがん微小環境は直接的コンタクトするがん細胞自身の

WNT5A 発現を亢進させ，また一方 BM-MSC からの TGF-β- 1

分泌も促進される．これら WNT5A のオートクライン作用，

TGF-β- 1 のパラクライン作用がそれぞれがん幹細胞性再獲得

を生じていることが明らかとなった．

WNT シグナルと TGF-β- シグナルの活性化は特に胃癌の悪

性度，特にスキルス型胃癌との関連が示唆されている．

WNT5A 高発現する胃癌はとりわけスキルス型胃癌に多く見

られ 10），TGF-β- シグナルは間質の線維成分増加に必要である

のみならず，がん細胞に作用することによりがん細胞に

EMT を引き起こすことが明らかとなっている 11）．今回，我々

の解析では，BM-MSC マーカー CD271 陽性 BM-MSC は

スキルス型胃癌間質に高頻度に検出されたが，高分化型管状

腺癌症例には CD271 陽性 BM-MSC は認められなかった

（図 3B）．特に，スキルス型胃癌症例は高い WNT5A 発現，I

型 TGF-β- レセプター（TGFBR1）発現を示し，がん細胞は

図 3　A．MKN-7 細 胞 と UE6E7T-12 細 胞 を 混 合 し た 際，

MKN-7 細胞には WNT5A 発現，UE6E7T-12 細胞には TGF-β- 1
発現亢進が確認された．B．ヒト胃癌組織での CD271 陽性間

質細胞はスキルス型胃癌症例にのみ認められた．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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高い WNT5A 発現と共に，高い TGF-β- に対する感受性を有

するものと推測された．更に，CD133 陽性がん細胞はスキ

ルス型胃癌内に多く認められたことより，BM-MSC は胃癌

細胞のがん幹細胞性再獲得のために有利ながん微小環境を提

供し，胃癌細胞の浸潤能や転移能に代表される悪性度，特に

スキルス型胃癌への転換を促進させている可能性がある．こ

の様に，胃癌の増殖・進展過程において BM-MSC との接触

が胃癌細胞に EMT やがん幹細胞性回復させ，これは WNT・

TGF-β- シグナルの活性化によるものであることが明らかと

なった（図 4）．スキルス型胃癌で特に BM-MSC がその悪性

度を増している可能性も考えられたことより，将来 WNT5A

や TGF-β- を標的とした胃癌治療の開発が望まれる．

5. 骨髄由来間葉系幹細胞の形成するがん微小環境の生物

学的意義

がん細胞が原発巣から離れ脈管内に侵入した後，体内循環

により全身を巡って骨髄ニッチを利用し静止期に入り，抗が

ん剤に対しての不応性を発揮，時期をずらしての再発・転移

を引き起こすのではないかと信じられてきた．この cancer

dormancy の概念からもがん細胞にとって骨髄は非常に“住

み心地の良い”環境であり，骨髄ニッチががん細胞にどの様

な変化をもたらすのか研究が行われてきた．上述の我々の研

究成果は，この骨髄ニッチに類似したがん微小環境が胃癌，

特にスキルス型胃癌の原発部位において BM-MSC により模

倣される可能性を支持するものとなった．同時に，BM-MSC

が存在する体循環においても，がん細胞は抗がん剤の影響や

炎症反応，血流や血管による物理的影響も受ける可能性があ

り，この様な場においてもがん細胞と BM-MSC との凝集や

がん幹細胞性回復に作用するのではないかと推測される．が

ん細胞が他臓器に転移を形成する際にも，脈管中で BM-

MSC と共存することによりがん幹細胞性を維持することが

可能になるのではないかと想像も膨らむ．

また，以前の我々のスキルス型胃癌細胞 HSC-39 と胃壁由

来の線維芽細胞との直接的接触の生物学的意義についての研

究では，1）スキルス型胃癌細胞との vascular cell adhesion

molecule-1（VCAM-1）と integrin α4 を介したコンタクトが

線維芽細胞の増殖を促し，スキルス型胃癌の豊富な間質増生

と密接に関連すること，2）胃壁由来の線維芽細胞とのコン

タクトが胃癌細胞に Snail 発現と間質マトリックス分解酵素

群の発現を誘導することを報告した 13）．上述の結果と WNT

シグナル，TGF-β- シグナルのいずれも EMT を誘引する中心

的な役割を担うことを鑑みると，これらにより回復するがん

幹細胞性は EMT と密接に関連するのではないかと考えてい

る．『Snail
44444

により生じる
4 4 4 4 4 4

EMT
4 4 4

こそが分化したがん細胞のが
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

ん幹細胞生再獲得の本質である
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

』と断定するために更なる

データを蓄積し，Snail により発現回復する新規がん幹細胞

マーカーを同定すべく現在研究を遂行している段階である．

6.　おわりに

BM-MSC が実際のヒト悪性腫瘍の発生のみならず，進展・

転移に「がん幹細胞性再獲得」という側面を持つのであれば，

これを標的とした治療法を開発し，既存のがん治療と併せた

相乗効果も見込まれる．治療抵抗性の悪性腫瘍に対しては，

がん幹細胞性を維持しにくい環境を人為的に作り上げること

により，薬剤や放射線に対する感受性が増加する可能性もあ

る．CAF のマーカーを抗原提示能を有する樹状細胞に導入

し CAF に対する免疫応答を誘導させたり，腫瘍内部に取り

込まれる BM-MSC に抗がん作用のあるインターフェロンを

発現させる試みも報告されている．BM-MSC は腫瘍に取り

込まれ血管新生に関与することを利用するならば，反対に血

管新生を妨害するためにも用いることが出来るかもしれな

い．未来のがんの制圧のためにも今後更なるデータの集積が

望まれる．
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