
　　様式２０

研究課題名

氏名

1．研究実施期間

2．収支の状況
（単位：円）

交付決定額
交付を受け

た額
利息等収入

額
収入額合計 執行額 未執行額 既返還額

118,000,000 118,000,000 0 118,000,000 118,000,000 0
35,400,000 35,400,000 0 35,400,000 35,400,000 0

153,400,000 153,400,000 0 153,400,000 153,400,000 0 0

3．執行額内訳
（単位：円）

平成22年度 平成23年度 平成24年度 平成25年度 合計

物品費 12,426,100 64,650,750 17,849,279 13,731,325 108,657,454
旅費 0 72,650 221,700 586,760 881,110
謝金・人件費等 72,200 105,450 62,700 0 240,350
その他 0 171,150 2,168,021 5,881,915 8,221,086

12,498,300 65,000,000 20,301,700 20,200,000 118,000,000
0 3,634,074 6,166,133 25,599,793 35,400,000

12,498,300 68,634,074 26,467,833 45,799,793 153,400,000

4．主な購入物品（１品又は１組若しくは１式の価格が５０万円以上のもの）

仕様・型・性
能等

数量
単価

（単位：円）
金額

（単位：円）
納入

年月日

オリンパス社・
IX71N-22F/PH 1 2,352,000 2,352,000 2011/3/29

アステック社・
WCI-165R 1 981,750 981,750 2011/3/30

アステック社・
APM-30DR 1 704,550 704,550 2011/3/30

三洋電機社・
MCV-B91S 2 729,750 1,459,500 2011/3/25

三洋電機社・
MHE-131AJ 1 1,182,720 1,182,720 2011/3/25

三洋電機社・
MDF-U384 1 927,360 927,360 2011/3/25

久保田製作所社・
5922 1 560,385 560,385 2011/3/23

米国テイラ－ワー
トン社・LS3000 1 504,000 504,000 2011/3/30

トミー精工社・
SX-500 1 597,975 597,975 2011/3/22
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間接経費

平成23年2月10日～平成26年　3月　31日

費目

合計

直接経費

直接経費計
間接経費計
合計

物品名 設置研究機関名

金沢大学

金沢大学

金沢大学

金沢大学

金沢大学

金沢大学

倒立型リサーチ顕微鏡

CO2インキュベータ

低酸素インキュベータ

クリーンベンチ

バイオハザード対策用キャビ
ネット

超低温フリーザー

ユニバーサル冷却
遠心機

液体窒素保存容器

オートクレーブ

金沢大学

金沢大学

金沢大学
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米国GEﾍﾙｽｹｱ社
GeneQuant 100 1 623,700 623,700 2011/6/10

アステック　特別
仕様 1 714,000 714,000 2011/6/30

アステック　APM-
30D 1 605,325 605,325 2011/6/30

十慈フィールド
NGS-40 1 885,675 885,675 2011/6/30

米国ベクトン・ディッキン
ソン社　BD FACSAriaIII
セルソーター　2レー
ザー3カラータイプ

1 41,055,000 41,055,000 2011/7/19

オリンパス㈱ 製
FV10ｉ-DOC 1 9,450,000 9,450,000 2011/12/13

・オリンパス社製
Standerd組合せ DP73-
SET-A(17型LCDモニタ
S1721-XSHBKを除く)

1 1,179,150 1,179,150 2012/4/18

・米国ｱｼﾞﾚﾝﾄ･ﾃｸﾉﾛｼﾞｰ
ｽﾞ・ｲﾝｸ製  Mx3000P
QPCRSystem

1 2,499,000 2,499,000 2012/4/25

・米国ﾍﾞｸﾄﾝ･ﾃﾞｨｯｷﾝｿﾝ
社製  649592 (375nﾚｰ
ｻﾞｰ未搭載 BD
FACSAriaⅢ用)

1 5,801,250 5,801,250 2012/6/18

・米国ｻｰﾓﾌｨｼｬｰ
ｻｲｴﾝﾃｨﾌｨｯｸ社製
A78300003

1 1,005,900 1,005,900 2012/8/2

米国バイオ・ラッド
ラボラトリーズ 社
170-8280J1

1 4,179,000 4,179,000 2013/6/18

5．研究成果の概要

グローブボックス 金沢大学

金沢大学

顕微鏡デジタルカメラ 金沢大学

リアルタイムPCRシステム 金沢大学

405nmレーザー増設キット 金沢大学

集細胞遠心装置 サイトスピン
4

金沢大学

金沢大学

自動細胞解析分取装置 金沢大学

窒素ガス発生装置

マルチガスインキュベータ 金沢大学

分光光度計 金沢大学

　慢性骨髄性白血病(CML)患者の治療は分子標的医薬の開発によって劇的に改善した．しかし，治療後，根絶を免れたCML幹細胞
が再びCML細胞を生み出して再発を引き起こす．
　本研究プロジェクトでは，最新のCMLマウスモデルを用い，CML幹細胞の維持に重要な役割を担うTGF-β-FOXOシグナルの制御
分子を発見した（特願2012-131328）．さらに，この分子の制御メカニズムを抑制する経口投与可能な新規CML幹細胞治療薬の候補
化合物を得ることに成功した(投稿準備中)．
　当該成果は，将来，がんの再発の克服に寄与することが期待され、安心で健康に暮らせる社会を実現するライフ・イノベーションに
貢献する．

ChemiDoc MP ImageLab PC
システム

金沢大学

共焦点レーザ走査型顕微鏡
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先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム） 

研究成果報告書 
本様式の内容は一般に公表されます 

研究成果の概要 

（和文）： 

がん患者の治療は分子標的医薬の開発によって改善されつつあるが，治療後の再発や転移は

患者の生命を奪う重大な問題となっている．がん幹細胞はがん細胞の供給源となる細胞であり，

治療後，残存した抗がん剤抵抗性のがん幹細胞は再発を引き起こす原因となる．本補助事業で

は，最新の慢性骨髄性白血病(CML)マウスモデルを用い，CML 幹細胞(CML のがん幹細胞)の

維持に重要な役割を担う TGF-β-FOXO シグナルの制御分子を発見した（特願 2012-131328）．

さらに，この分子メカニズムを標的とする経口投与可能な CML 幹細胞治療薬の候補化合物を得

ることに成功した(投稿準備中)．本成果は，将来，がんの再発の克服に寄与することが期待され，

安心で健康に暮らせる社会を実現するライフ・イノベーションに貢献する． 

 （英文）： 

Although the discovery of the tyrosine kinase inhibitor (TKI) has significantly improved the prognosis of 

chronic myeloid leukemia (CML) patients, a complete cure is not possible due to the existence of a rare 

population of CML stem cells known to be resistant to TKI therapy. We have previously reported that 

TGF--FOXO axis is essential for the TKI-resistance of CML stem cells in vivo (Naka et al. Nature 

2010). In this study, we investigated the molecular mechanisms governing TKI-resistance of CML stem 

cells, and found a novel bioavailable inhibitor against TGF--FOXO signaling in CML stem cells. Our 

results will hopefully be the development of novel agents that can specifically suppress in CML stem cells, 

and thereby provide a novel avenue for curative CML patient therapy． 

 

課題番号 LS050 

研究課題名 

（下段英語表記） 

抗がん剤抵抗性がん幹細胞をターゲットとする革新的がん治療戦略 

Novel Therapeutic Strategies for Targeting Tyrosine Kinase Inhibitor 

(TKI)-resistant Cancer Stem Cells 

研究機関・部局・

職名 

（下段英語表記） 

金沢大学・がん進展制御研究所・准教授 

Kanazawa University, Cancer Research Institute, Associate Professor 

氏名 

（下段英語表記） 

仲 一仁 

Kazuhito Naka 
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1． 執行金額      153,400,000 円 

    （うち、直接経費 118,000,000 円、 間接経費  35,400,000 円） 

 

2． 研究実施期間   平成 23 年 2 月 10 日～平成 26 年 3 月 31 日 

 

3． 研究目的 

がんは国民の 3 人に１人が死亡する疾患であり，がん患者の治療を困難とする再発

や転移の克服は急務の課題となっている．従来の抗がん剤は大多数の増殖活性の高いが

ん細胞を標的としてきた．しかし，がん細胞の供給源となるがん幹細胞は増殖活性が低

く，従来の抗がん剤が効きにくい特性を有している．治療後，根絶を逃れたがん幹細胞

が再びがん細胞を生み出して再発や転移を引き起こす原因となる．従って，がん患者の

予後を改善するためには，がん幹細胞における抗がん剤抵抗性メカニズムを解明し，そ

の分子メカニズムを選択的なターゲットとする新しいがん幹細胞治療法を開発するこ

とが必要である． 

 慢性骨髄性白血病(CML)の発症原因として恒常的チロシンキナーゼ活性を示す

BCR-ABL 融合タンパク質が知られており，CML 患者の治療にはチロシンキナーゼ阻害

薬（TKI）が用いられている．補助事業者は，CML のマウスモデルを用い，CML 幹細

胞の TKI 抵抗性に TGF-β-FOXO シグナルが重要な役割を担うことを世界にさきがけて

発見した（Naka et al., Nature 2010）．本補助事業では，当該研究成果を基盤として，以

下を目的とする研究を実施した．  

(1) 最新のテトラサイクリン誘導型 CML 幹細胞マウスモデルを用い，CML 幹細胞の抗

がん剤抵抗性メカニズムを制御する TGF--FOXO シグナルの制御分子を明らかに

する． 

(2) 当該 TGF--FOXO シグナル制御分子をターゲットとする新しい経口投与可能な

CML 幹細胞治療薬を開発する．  

(3) 乳がん自然発症マウスモデルを用いて乳がん幹細胞を純化し，CML 幹細胞の制御

メカニズムを乳がん幹細胞の維持機構の解明に応用できないか検討する． 
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4． 研究計画・方法 

計画・方法 

(1) テトラサイクリン誘導型 CML マウスモデルから CML 幹細胞を純化し，CML 幹細胞

の維持に関わる TGF-β-FOXO シグナル制御分子を明らかにする． 

(2) この TGF-β-FOXO シグナル制御分子をターゲットとする新しい経口投与可能な阻害

薬を用い，CML 幹細胞に対する治療効果を解析する． 

(3) CML 幹細胞と上皮性腫瘍のがん幹細胞の間には，休眠状態での制御や抗がん剤抵抗

性といったがん幹細胞に共通の特性が存在するのではないか考えられる．そこで，

上皮性腫瘍のマウスモデルとして乳がんモデル MMTV-PyVT マウスを用い，CML 幹

細胞の研究で明らかになった研究成果を手掛りとして，マウス乳がん幹細胞の維持

機構の解明に応用できないか検討する． 

 

5． 研究成果・波及効果 

研究成果 

(1) CML 幹細胞における制御メカニズムの解明  

① CML 幹細胞における FOXO 制御分子の探索 

CML 幹細胞の維持には FOXO が重要な役割を担う．この FOXO の活性は，周囲の微小

環境 (ニッチ) 細胞に由来する TGF-βシグナルによって制御される．しかし，TGF-βシグ

ナルによる FOXO の活性制御メカニズムは明らかでない． 

補助事業者は，TGF-β によって活性化される分子が，FOXO とタンパク間相互作用し，

FOXO の活性を制御する可能性を着想した．そこで，マウス CML モデルよりフレッシュ

に純化した CML 幹細胞を用い，FOXO と相互作用する TGF-βシグナル分子の検索を行っ

た．その結果，CML 幹細胞において FOXO と相互作用する TGF-β-FOXO シグナル制御分

子を見出した（特願 2012-131328）． 

 
② In vitro での CML 幹細胞における TGF-β-FOXO シグナル制御分子の機能解析 

In vitro において，CML 幹細胞における上記の TGF-β-FOXO シグナル制御分子の機能解

析を行った．フレッシュに純化した CML 幹細胞に対して，レトロウイルスを用いて

TGF-β-FOXO シグナル制御分子，並びにその不活性化変異体を導入後，GFP 陽性の遺伝子

導入 CML 幹細胞における in vitro でのコロニー形成能を解析した．その結果，当該

TGF-β-FOXO シグナル制御分子の不活性化変異体を導入した CML 幹細胞では in vitro での

コロニー形成能が亢進していることが明らかとなった．さらに，この分子は CML 幹細胞

の細胞周期の静止期維持に関わることを見出した． 

 

③生体内での CML 幹細胞の制御における FOXO 制御分子の機能解析 

上記の TGF-β-FOXO シグナル制御分子の in vivo での CML 幹細胞の維持における役割に

ついて検討した．CML マウスモデルよりフレッシュに純化した CML 幹細胞に対して，



様式２１ 

 4

TGF-β-FOXO シグナル制御分子，並びにその不活性化変異体を導入後，放射線を照射した

レシピエントマウスに移植を行った．1 ヶ月後，生体内で維持された GFP を発現する遺伝

子導入 CML 幹細胞を解析し，生体内での CML 幹細胞の維持における当該分子メカニズ

ムの意義について解析した．その結果，TGF-β-FOXO シグナル制御分子の変異体を導入す

ることによって，in vivo での CML 幹細胞の自己複製能が低下することを見出した．すな

わち，この TGF-β-FOXO シグナル制御分子は，生体内での CML 幹細胞の自己複製能の維

持に重要な役割を担うと考えられる． 

 
(2)TGF-β-FOXO シグナル制御分子をターゲットとする CML 幹細胞治療薬の開発 
① マウス CML 幹細胞に対する TGF-β-FOXO シグナル阻害薬の探索 

上記の TGF-β-FOXO シグナル制御分子に対する阻害薬を用い，マウス CML 幹細胞に対

する抑制効果を解析した．BCR-ABL 遺伝子を導入した CML マウスモデルより CML 幹細

胞を純化し，この細胞を OP-9 ストローマ細胞上で共培養した．この培養液に TGF-β-FOXO

シグナル分子の阻害薬を添加して，CML 幹細胞の自己複製能に対する抑制効果を解析し

た．その結果，この阻害剤は，in vitro において，CML 幹細胞のコロニー形成能を抑制で

きることを見いだした．さらに，マウス CML 幹細胞に対して，上記の阻害剤と TKI との

併用処理の効果を解析した．その結果，イマチニブやダサチニブなどの TKI 単独投与では

TKI 抵抗性 CML 幹細胞が残存したが，当該阻害剤と TKI を併用処理すると，TKI 抵抗性

CML 幹細胞のコロニー形成能を抑制できることを見いだした． 

 

② ヒト CML 幹細胞に対する TGF-β-FOXO シグナル阻害薬の治療効果 

ヒト CML 患者の CML 幹細胞 に対する TGF-β-FOXO シグナル阻害薬の治療効果を検討

した．その結果， in vitro において当該化合物はヒト CML 幹細胞のコロニー形成能を抑制

できることを見出した. さらに，TKI 存在下，ヒト CML 幹細胞を培養すると TKI 抵抗性

CML 幹細胞が残存したが，当該化合物を処理することでヒト CML 患者由来の TKI 抵抗性

CML 幹細胞を抑制できることを見出した.  

 

③TKI 耐性 CML 幹細胞に対する上記阻害薬の治療効果 

CML 幹細胞における TKI 耐性の変異の発生は再発の原因となる．そこで，代表的な TKI

耐性変異として知られている T315I 変異型 BCR-ABL を用いて TKI 耐性 CML マウスモデ

ルを構築した．このマウスより TKI 耐性 CML 幹細胞を純化し，OP-9 ストローマ細胞上で

共培養して TGF-β-FOXO シグナル阻害薬の抑制効果を検討した．その結果，当該阻害薬

は TKI 耐性 CML 幹細胞に対しても抑制効果を有していることを見出した(投稿準備中)． 

 

(3)TGF-β-FOXO シグナルによるマウス乳がん幹細胞の維持機構の解析 

① マウス乳がん幹細胞への遺伝子導入と移植システムの構築 

乳がんモデルMMTV-PyVTマウスより乳がん幹細胞(CD24+CD14+cKit-分化マーカー陰性

細胞)を純化し，蛍光タンパク質 GFP の遺伝子導入を試みた．その結果，低酸素(3%O2)条
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件で培養を行うことで，乳がん幹細胞の維持能力が向上し，GFP 導入乳がん幹細胞を得る

ことに成功した．さらに，この GFP 導入乳がん幹細胞をレシピエントマウスの乳腺脂肪

組織(Cleared fat pad)に移植し，GFP を発現する乳がんを発症させることに成功した． 

 

② マウス乳がん幹細胞の維持における TGF--FOXO シグナルの阻害効果 

生体内での乳がん幹細胞の自己複製能の制御における TGF-β-FOXO シグナルの役割を

検証した．乳がんモデルマウスより乳がん幹細胞を純化し，低酸素(3%O2)環境下，FOXO

の機能を阻害するドミナントネガティブ (dnFOXO) 変異体を導入して，レシピエントマ

ウスの乳腺脂肪組織に移植を行った．4 ヶ月後，遺伝子を導入した乳がん幹細胞由来の乳

がん腫瘍組織の解析を行った．その結果，dnFOXO を導入した乳がん幹細胞は生体内での

自己複製能が低下していることを見出した．従って，TGF-β-FOXO シグナルは乳がん幹細

胞の維持にも関与していると考えられる． 

波及効果 

上記のごとく，本補助事業により，CML 幹細胞の維持に関わる TGF-β-FOXO シグナル

制御分子を発見した．興味深いことに，このシグナルの活性化はがん幹細胞自身によらず，

周囲のがん微小環境(ニッチ)細胞の TGF-シグナルによって活性化される．すなわち，CML

幹細胞の抗がん剤抵抗性は周囲のニッチ細胞による非自律的なメカニズムによって制御

されており，このニッチシグナルを抑制することで，CML 幹細胞を治療できることが期

待される．この発見は，CML 幹細胞のみならず，将来，がん微小環境によって休眠状態

で維持されている多くのがん幹細胞の維持機構の解明につながることが期待され，先進性

が極めて高い． 

上記のように，このニッチ由来の TGF-β-FOXO シグナルに対する阻害薬が，CML 幹細

胞に対する治療効果を有することを見出しており，本補助事業は高い優位性を有する(特

願 2012-131328). さらに，この治療法は，当初の予想を超えて，TKI 耐性 T315I 変異型

の CML 幹細胞に対しても治療効果を有することを発見した(投稿準備中)．将来，当該治

療薬が臨床応用できれば，再発 CML 患者の治療法となることが期待され，当初の目的を

超えたブレークスルーであると言える． 

さらに，当該プロジェクトでは，上皮性腫瘍における休眠状態のがん幹細胞の

TGF-β-FOXO シグナルによる維持機構の解明を目的とした研究を行った．すなわち，CML

幹細胞の研究成果は，再発・転移を克服する上皮性腫瘍のがん幹細胞の治療法の開発に

応用できることが期待される．チロシンキナーゼの異常による増殖シグナルの活性化は，

肺がん，乳がんなどの上皮性腫瘍の発症原因となる．本補助事業によって治療効果が明

らかになった TGF-β-FOXO シグナルをターゲットとする新しいコンセプトのがん幹細胞

の治療薬は，将来，増殖活性の低い多くの上皮性腫瘍のがん幹細胞の再発や転移の克服

に応用できることが期待される．   

従来の抗がん剤はがん細胞に対する特異性が少なく，正常細胞にもダメージを与え，

患者に重篤な副作用を引き起こす．本補助事業で開発されたがん幹細胞治療薬はがん幹
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細胞に特異的な TGF-β-FOXO シグナルをターゲットとするため，正常幹細胞への副作用

が少ない治療薬になることが期待される．本研究成果により，がん細胞の増殖能を標的

する治療（再発・転移，副作用がある）から，がん幹細胞選択的治療（再発・転移を克

服，副作用が少ない）へのパラダイムシフトを実現し，がん医療を向上させることで，

ライフイノベーションの推進に寄与する． 

現在，がん患者の増加に伴い，本邦における医療費は増加の一途を辿っている．がん

の再発治療薬を開発できれば，国家・国民の医療費削減，並びに健康労働人口の増加に

より，計り知れない経済上の波及効果をもたらす．がん患者の抗がん剤抵抗性の再発・

転移の治療を改善することは，国民の安心・安全で質の高い社会に直接的に貢献するこ

とにつながり，将来，健康長寿社会の実現に寄与する．
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2. 下記のごとく，新聞誌面にて本研究内容を紹介した． 
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