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Dclk1 distinguishes between tumor and normal stem cells in the intestine.
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〈要 約〉

　腫瘍には正常な組織の幹細胞と類似した腫瘍幹細胞が存在するというモデルが提唱されている．これまで，腫瘍幹細胞のマーカーとして多数の候補が報告されてきたが，その大半は同時に正常な組織の幹細胞のマーカーでもある．もし，これらのマーカーを標的としてがん治療を行った場合，腫瘍のみならず正常な組織にも重大な障害をもたらすことが予想されるため，腫瘍幹細胞を標的とする治療は困難であった．今回，筆者らは，Dclk1に着目し正常な腸管と腸腫瘍において幹細胞マーカーになりうるか検討した．細胞系譜解析により，Dclk1は正常な腸管において幹細胞マーカーとはならず，腸腫瘍においてのみ幹細胞マーカーとなることが明らかになった．また，Dclk1陽性細胞を選択的に除去したところ，正常な腸管に障害はなく，腸腫瘍のみが退縮した．これらの結果は，Dclk1は正常な腸管と腸腫瘍におけるそれぞれの幹細胞を区別するマーカーであることを示しており，Dclk1に陽性を示す腫瘍幹細胞を標的とすることが，今後のがん治療においてきわめて有効なストラテジーである可能性が示された．

はじめに

　iPS細胞をはじめとして，さまざまな段階の幹細胞に対する研究は急速に進んでおり，腸管に存在する組織幹細胞に対しても多くの新しい知見が得られている．組織幹細胞は自己再生能と子孫を供給する能力とをあわせもつ細胞と定義され，小腸の組織幹細胞は陰窩の底部に存在する．小腸の腸管上皮は陰窩と絨毛の2つのコンパートメントから構成されており，陰窩の底部に存在する組織幹細胞からつくられた子孫細胞は分化しながら絨毛へと移動し，絨毛の頂部の付近で腸管の内腔へとはがれ落ちる．20世紀半ばから腸管に存在する組織幹細胞に対するマーカーが探索されてきたが，遺伝子工学を用いた実験系の発展から21世紀になりLgr5，Bmi1，CD133など種々の幹細胞マーカーが証明された1-3)．一方，腫瘍にも正常な組織の幹細胞と類似した自己再生能と子孫の腫瘍細胞を供給する能力をあわせもつ“腫瘍幹細胞（がん幹細胞）”が存在するという説があり，近年，この説を支持する報告が多数みられるようになった4,5)．この説にそった場合，従来の抗がん剤による治療では腫瘍の子孫細胞には効果があるものの，治療に対し抵抗性をもつ腫瘍幹細胞が残存してしまうため，最終的に腫瘍の再発および増大をきたしてしまうと考えられる．ゆえに，腫瘍幹細胞を標的とする治療の開発が強く期待されているが，その実現に対する大きな障害として，いまだ腫瘍幹細胞に特異的なマーカーがみつかっていないことがあげられる．現在までに報告されている腫瘍幹細胞のマーカーのほぼすべては正常な組織の幹細胞にも発現しているため，このマーカーをもつ細胞をひとしく治療の標的とした場合，腫瘍幹細胞だけでなく正常な組織の幹細胞にも障害をあたえてしまう．このことは正常な組織に重大な副作用をもたらすと予想されるため，腫瘍幹細胞を標的としたがん治療の実現には，正常な組織の幹細胞には発現せず腫瘍幹細胞にのみ発現するマーカーをみつける必要がある．
　今回，筆者らは，そのような腫瘍幹細胞に特異的なマーカーを同定するのに，Dclk1（Doublecortin-like kinase 1）に着目した．Dclk1は胎生期における神経の発生において重要な役割をはたしているが，出生ののちは消化管の上皮において一部の細胞にも発現しており，近年，腸管における正常な組織の幹細胞のマーカーの候補のひとつとして報告された6,7)．しかし，そののち，Dclk1は分化細胞のマーカーであるとの報告も多数あり8)，Dclk1を発現する細胞の幹細胞性については十分な検討がなされていない．また，Dclk1陽性細胞はマウスの腸腫瘍やヒトの大腸がん組織にも散在性に存在しているが，腫瘍におけるDclk1陽性細胞の役割も明らかにされていない．筆者らは，今回の研究において，Dclk1が正常な組織および腫瘍組織において幹細胞マーカーとなりうるかどうか，種々の遺伝子改変マウスを用いて検討した．

1．正常な組織においてDclk1は幹細胞ではなく分化細胞のマーカーである

　Dclk1を発現する細胞において遺伝子組換え酵素であるCreを発現する遺伝子改変マウスを作製した．このマウスにおいては，Creはタモキシフェンの投与により活性化されてDclk1を発現した細胞において遺伝子組換えを生じ，さらに，この組換え遺伝子は子孫細胞にも伝わっていく．この遺伝子改変マウスと，Creに依存してLacZを発現するマウスとを交配した．このマウスにタモキシフェンを投与するとDclk1陽性細胞において遺伝子組換えが起こり，LacZが発現するためその細胞は青色に染色される．そして，子孫細胞にもこの遺伝子組換えは受け継がれ青色に染色されるため，子孫細胞がどの程度つくられているか視覚的な情報を得ることができる．このような手法は細胞系譜解析とよばれる．
　この遺伝子改変マウスにタモキシフェンを投与して1日後，正常な腸管の陰窩や絨毛において，ぱらぱらと散在性に存在するDclk1陽性細胞が検出された．Dclk1が本当に正常な組織の幹細胞のマーカーであるとすれば，時間の経過とともにDclk1陽性細胞から陰窩そして絨毛にかけ子孫細胞からなる青色の細胞の並びが延びていくはずであるが，経時的に観察したところ，Dclk1陽性細胞から子孫細胞のつくられることはなかった．Dclk1陽性細胞はしだいに陰窩から絨毛の上方へと移動し，そのほとんどが2～3週間のあいだに消失した．この結果は，Dclk1は正常な組織の幹細胞のマーカーではなく，すでに分裂をおえた分化細胞のマーカーであることを示していた．

2．Dclk1はマウスの腸腫瘍モデルにおける腫瘍幹細胞のマーカーである
　Dclk1陽性細胞とその子孫細胞においてLacZを発現する遺伝子改変マウスと，代表的な腸腫瘍モデルマウスであるApcMinマウスとを交配させ，このマウスを用い腸腫瘍においてDclk1が腫瘍幹細胞のマーカーであるかどうか細胞系譜解析を行った．非常に驚くべきことに，この遺伝子改変マウスにおいてはタモキシフェンを投与して7日後，腸腫瘍の全体がDclk1陽性細胞の子孫細胞によりしめられた．また重要なことに，この遺伝子改変マウスの正常な腸管部において，Dclk1陽性細胞はやはり散在性に認められるのみでありその子孫細胞は認められなかった．この結果は，正常な組織の幹細胞と腸腫瘍における腫瘍幹細胞の両方のマーカーであるLgr5の細胞系譜解析の結果と対照的であった．すなわち，Lgr5陽性細胞からは正常な腸管においても腸腫瘍においても同じように子孫細胞がつくられるため，腸腫瘍は青色に染色されるが，正常な腸管にも多数の青色の細胞の並びが延びていた．一方，Dclk1陽性細胞においては腸腫瘍のみで子孫細胞をつくっていたことから，Dclk1陽性細胞は腸腫瘍においてのみ子孫細胞を供給する能力をもつことが示された．
　Dclk1陽性細胞からどのように子孫細胞がつくられていくか経時的に解析した．タモキシフェンを投与して1日後，Dclk1陽性細胞のみが青色に染色されていた．時間がたつにつれ，腫瘍の底部の付近のDclk1陽性細胞から腸の内腔側にむけ腫瘍の子孫細胞からなる青色の細胞の並びが延びていき，5～7日後には腫瘍のほぼ全体がDclk1陽性細胞の子孫細胞により置き換えられた．さらに長期の解析をつづけたところ，観察のできたタモキシフェン投与105日後にいたるまで，Dclk1陽性細胞の子孫細胞からなる腸腫瘍は数を減ずることなくそのまま残存していた．これらの結果は，Dclk1陽性細胞が長期間にわたり子孫細胞を供給しつづけていることを明確に示しており，Dclk1が自己再生能と子孫供給能とをあわせもつ腫瘍幹細胞の特異的なマーカーであることが明らかになった．

3．Dclk1とLgr5の共陽性を示す細胞は真の腫瘍幹細胞としての能力をもつ

　腫瘍においてDclk1陽性細胞はどのような性質をもつのか検討した．免疫染色から，正常な腸管においてDclk1陽性細胞はほとんど増殖状態とはなっていないが，腫瘍においてはとくに腫瘍の底部に増殖状態のDclk1陽性細胞が少数ながら存在することが判明した．そして興味深いことに，この腫瘍の底部においては幹細胞マーカーであるLgr5とDclk1の共陽性を示す細胞が正常な腸管に比べ高頻度に観察された．さきに述べた細胞系譜解析において腫瘍の底部のDclk1陽性細胞から腫瘍の子孫細胞からなる青色の細胞の並びが延びていたという観察結果からも，このDclk Lgr5共陽性細胞が幹細胞性をもつものと考えられた．この仮説を証明するため，FACS（fluorescence activated cell sorter，蛍光セルソーター）を用いてDclk1 Lgr5共陽性細胞の性質を調べた．その結果，Dclk1 Lgr5共陽性細胞はほかの細胞と比べ，腫瘍幹細胞のマーカーであり，同時に，正常な組織の幹細胞のマーカーでもあるCD44やCD133の発現が高く，また，アポトーシス抵抗性を示すBcl2の発現も亢進しており，真の腫瘍幹細胞としての能力をもつものと考えられた．
　筆者らの研究と同じ時期に，マウスにおいてLgr5陽性細胞が腫瘍の底部に存在し腫瘍幹細胞としてはたらいているという報告がなされており9)，これは，筆者らの説を支持するものと考えられる．

4．Dclk1は腫瘍幹細胞において腫瘍の形成がはじまったのちに発現する

　Dclk1が腫瘍幹細胞のマーカーであり，とくに，Dclk1 Lgr5共陽性細胞が真の腫瘍幹細胞であることが示唆されたが，その背景に関してはいまだわかっていない．とくに，正常な組織に存在するDclk1陽性細胞が形質転換して腫瘍の起源となるとともにLgr5を発現するようになる，あるいは，正常な組織には別に腫瘍の起源となる細胞がありその細胞が腫瘍幹細胞となってDclk1を発現するようになる，という2つの可能性がある．近年，正常な組織の幹細胞を形質転換させると腫瘍が形成されるというマウスにおける実験から，腸腫瘍の起源は正常な組織の幹細胞であるとする報告がある10)．
　そこで，遺伝子組換え酵素Creの誘導のもとWnt-βカテニンシグナル伝達系を活性化するマウスを利用して，正常な組織に存在するDclk1陽性細胞が腫瘍の起源細胞となるかどうか検討した．その結果，Dclk1陽性細胞においてWnt-βカテニンシグナル伝達系を活性化させても腫瘍は形成されなかった．一方，正常な組織の幹細胞であるLgr5陽性細胞を用いて同様の実験を行った場合，既報にもあるとおり，多数の腸腫瘍が形成された．また，このLgr5陽性細胞から形成された腸腫瘍には，非常に幼弱な腸腫瘍においてさえも，Dclk1 Lgr5共陽性細胞の存在が確認された．これらの結果をまとめると，正常な組織に存在するDclk1陽性細胞が腫瘍の起源細胞となるわけではなく，Lgr5陽性を示す腫瘍の起源細胞からつくられた腫瘍においてDclk1が発現されるようになり，それ以後，Dclk1 Lgr5共陽性細胞が腫瘍幹細胞として機能しつづけるという可能性が示唆された．

5．Dclk1陽性を示す腫瘍幹細胞を標的とすることで正常な組織には障害なく腫瘍の退縮が得られた

　Dclk1陽性細胞を標的とすることが有効ながん治療になりうるかどうか，マウスの腸腫瘍を用い実験を行った．さきのDclk1陽性細胞とその子孫細胞においてLacZを発現する遺伝子改変マウスと腸腫瘍モデルマウスであるApcMinマウスを掛け合わせたマウスと，遺伝子組換え酵素Cre誘導のもとジフテリア毒素受容体を発現する遺伝子組換えマウスとを交配し，Dclk1陽性細胞に対する選択的な障害が正常な腸管および腸腫瘍にあたえる効果を検討した．この遺伝子組換えマウスにおいては，タモキシフェンとジフテリア毒素を投与することにより正常な組織に存在するDclk1陽性細胞はアポトーシスにより消失したが，腸組織の構造は保たれておりほかの臓器にも明らかな障害は認められなかった．これは，正常な腸管においてごく少数の分化細胞にすぎないDclk1陽性細胞が除去されても，正常な組織の幹細胞は障害をうけることなく残存するため，腸管の全体の構造としてほぼ影響はなかったものと考えられた（図1a）．一方，腸腫瘍においてDclk1陽性細胞を選択的に障害することにより腫瘍は経時的に縮小していき，ジフテリア毒素を投与して5日後には多くの腫瘍が退縮あるいは消失していた．Dclk1は腫瘍において腫瘍幹細胞に発現しているため，この腫瘍幹細胞が障害をうけることにより腫瘍の子孫細胞の供給源がなくなり腫瘍が崩壊したものと考えられた（図1b）．

おわりに

　これまで，腫瘍幹細胞に関する多数のすぐれた知見が得られてきたが，この研究のようにin vivoの系において腫瘍幹細胞から腫瘍の子孫細胞がつくられることを視覚的に証明した実験はほとんどなかった．また，この研究では，マウスの腸管においてDclk1は正常な組織の幹細胞のマーカーとはならず腫瘍幹細胞の特異的なマーカーとなる，つまり，正常な組織の幹細胞と腫瘍幹細胞とを区別できるマーカーであることが示された．さらに，ヒトの大腸がんにおいてDclk1がマウスの腸腫瘍と類似した発現パターンをもつことも示されており，Dclk1陽性細胞を標的とすることが大腸がんの治療につながる可能性が示唆された．腫瘍幹細胞がどのような理由や機序によりDclk1を発現するようになるのか，ヒトの大腸がん，あるいは，ほかの臓器のがんにおいて，マウスの腸腫瘍と同じ現象が実際に起こっているのかどうかなど，今後，解決すべき問題は数多く残っているが，この研究が，がんの病態生理の解明と，正常な組織に対し障害のない理想的な“腫瘍幹細胞を標的とする治療”の実現に貢献することを期待している．
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〈図説明〉

図1　幹細胞を頂点とする階層性とDclk1陽性細胞を標的とするがん治療
（a）正常な組織．

（b）腫瘍組織．
