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研究成果の概要（和文）：本研究において、大腸がん、子宮頸がん、肺がん幹細胞を分離し、cDNA マイクロア
レイ法を用いてがん幹細胞の遺伝子発現を検討した。その結果、造腫瘍能が高いがん幹細胞には、正常臓器では
精巣にのみ発現する遺伝子群が発現することを見出した。OR7C1, BORIS, SMCP, DNAJB8 などである。重要な事
に、これらの精巣関連分子は、がん幹細胞維持に極めて重要な機能を有する反面、免疫療法の標的となりうるこ
とを証明した。すなわち、これらの精巣関連分子を免疫療法にて標的することにより、がん幹細胞を治療できる
可能性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we isolated highly tumorigenic cancer stem cells 
from human colon cancer, cervical cancer and lung cancer cells. We examined the expression profiles 
of cancer stem cells by cDNA microarry, and we found that numbers of testis-related genes are 
expressed in cancer stem cells.  Those are OR7C1, BORIS SMCP and DNAJB8.  Importantly, gene specific
 knockdown using siRNAs revealed that testis-related genes have important role in the maintenance of
 cancer stem cells. And we also identified testis-related gene products can be targeted by 
immunotherapy. These results indicate that immunotherapy targeting testis-related gene products is a
 promising approach to target cancer stem cells.  

研究分野： 実験病理
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 がんは heterogenous な細胞集団からなり、
（１）高い造腫瘍能、（２）自己複製能、（３）
多分化能を有するがん細胞亜集団は、がん幹
細胞と呼ばれる。がん幹細胞は①休止期にあ
る、②トランスポーター分子の発現が高い、
③抗アポトーシス分子（IAP)の発現が高い、
④活性酸素が低い等の分子メカニズムによ
り、化学療法や、放射線療法、あるいは分子
標的治療などの、治療法に対して抵抗性を示
す事が示されている。これらの性質を有する
為、がん幹細胞は治療後の再発や、遠隔転移
といったがん患者の予後を直接左右するイ
ベントに関わる。がん幹細胞研究においては、
「どのようにして治療に抵抗性を示すがん
幹細胞を有効に排除するか」、が大きなテー
マとなっている。 
 
 申請者らは、ヒト肺がんやヒト大腸がん細
胞株から Hoechst33342 色素を用いて Side 
population (SP) 細胞として、あるいは、
ALDEFLUOR 法を用いてがん幹細胞の分離し
た  (Inoda et al. Am J Pathol 2011, 
Nakatsugawa et al. Lab Invest 2011)。こ
れらのがん幹細胞を用いて、主要組織適合分
子（ＭＨC）分子（ヒトの場合はＨＬＡ分子）
および抗原分子の発現を調べた。また腫瘍抗
原分子の一つであるＣＥＰ５５由来ＨＬＡ
－Ａ２４拘束性ペプチドを認識する特異的
ＣＴＬ（Inoda et al. J Immunother 2009, 
Inoda et al. Exp Mol Pathol 2011）を用い
て検討した。 
その結果 

 １、がん幹細胞は非がん幹細胞と同レベル
のＨＬＡ分子を発現する。 
 ２、腫瘍抗原はがん幹細胞および非がん幹
細胞との発現様式から３グループに分類出
来る。 
  a, がん幹細胞抗原（がん幹細胞にのみ
発現する） 
  b, 共通抗原（がん幹細胞および非がん
幹細胞に発現する） 
  c, 非がん幹細胞抗原（非がん幹細胞に
のみ発現する） 

３、がん幹細胞は非がん幹細胞と同じくＣ
ＴＬに感受性を示す。  
 
ことを明らかとした（Inoda et al. Am J 
Pathol 2011, Hirohashi et al, 
Oncoimmunology 2012）。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまで、がん幹細胞特異的免疫療

法を確立するため、がん幹細胞のトランスク
リプトーム解析を行った。がん幹細胞特異的
発現を示す候補分子に対する細胞障害性 T細

胞（CTL)反応性を確認し、がん幹細胞抗原の
発見を蓄積してきた。その結果がん幹細胞に
は多くのがん精巣抗原分子が発現すること
を発見した。がん精巣抗原とは、正常臓器に
は精巣にのみ発現が見られ、一方ではがん細
胞では異所性に発現する分子群である。精巣
は HLA クラス 1分子発現が無い為、免疫特権
臓器として知られ、がん精巣抗原は免疫原性
が高い事が知られている。我々は、がん幹細
胞に発現するがん精巣抗原は、がん幹細胞免
疫療法において極めて有望な抗原分子群で
あると考えた。さらに、これらがん幹細胞に
発現するがん精巣抗原をがん精巣抗原のサ
ブカテゴリと位置づけ、「がん精巣幹細胞抗
原」として提唱した。 
 
 本申請研究では、がん幹細胞特異的免疫

制御の有望な標的候補分子群であるヒトが
ん精巣幹細胞抗原に対する免疫応答制御の
基盤的・包括的解析を行い、がん幹細胞標的
ペプチドワクチン療法臨床応用具現化への
第一歩とする。 
 

３． 研究の方法 
 
① がん幹細胞のトランスクリプトーム解析

（新規がん精巣幹細胞抗原の同定） 
 
がん幹細胞の分離法として、(1)CD44, 

CD133 等の細胞表面マーカーによる分離、
(2)Side Population (SP)法、(3)Aldefluor 
法、(4)Sphere 培養法などが知られている。
本研究において、(2)SP 法、(3)Aldefluor 法
（４）Sphere 培養法を用いて、ヒト大腸癌細
胞株 (SW480, HT29, HCT15)、腎細胞癌株 
(ACHN)、肺癌細胞株 (LHK2, SBC3, SBC5)、
子宮頸癌株（CaSKi, TC-S）、よりがん幹細胞
を分離した。cDNA マイクロアレイ法を用い、
がん幹細胞のトランスクリプトーム解析を
行った。 
 
② がん精巣幹細胞抗原の免疫制御解析（CTL

エピトープの同定、CTL クローンの樹立） 
 
 Olfactory receptor, family 7, subfamily 
C, member 1(OR7C1) は、嗅神経受容体ファ
ミリーに属し、がん幹細胞特異的発現を示す
と同時に、正常臓器では精巣にのみ発現を示
した。本結果から、OR7C1 が CTL の標的にな
りうると考え、HLA-A24 結合モチーフを有す
る候補ペプチドを 5 個デザインし、CTL 誘導
を試みた。 
 
 子宮頸がん細胞(CasKi, TC-S) 肺がん細胞
（SBC3, SBC5） から分離したがん幹細胞の
トランスクリプトーム解析から、新規がん精
巣抗原 Brother of Regulator of Imprinted 
Sites（BORIS）を同定した。BORIS は極めて
複雑なバリアントを有し、19 種類のタンパク
コード mRNA が存在する。我々は、どのバリ



アントががん幹細胞に発現するか、バリアン
ト特異的プライマーを合成し発現を確認し
た。その結果、BORIS subfamily 6 (BORIS sf6) 
ががん幹細胞に発現することを見出した。そ
こで、BORIS sf6 は CTL の標的になると考え、
BORIS sf6 特異的アミノ酸配列を検索した。 
 
③ がん幹細胞検出試薬の開発（免疫組織化

学染色可能なモノクローナル抗体） 
 
OR7C1 特異的モノクローナル抗体を作成す

る為OR7C1合成ペプチドをデザインし抗体作
成を試みた。 
 
④ がん患者免疫モニタリングシステムの構

築（テトラマー法、ELISPOT 法） 
 
BORIS C34_24(9)ペプチド特異的テトラマー
を合成し、BORIS C34_24(9)ペプチド特異的
CTL を標識可能であることを確認した。また、
OR7C1_93(10), BORIS C34_24(9)ペプチドを
用いてELISPOT 法にてCTL検出可能であるこ
とを確認した。 
 
⑤ がん精巣幹細胞抗原治療モデルマウスの

作製（CTL 移入療法モデルマウス） 
 
OR7C1_93(10)特異的 CTL クローンおよび 

BORIS C34_24(9)特異的 CTL クローンを、が
ん幹細胞移植免疫不全マウスに移入し、抗が
ん作用を検討した。 
 
⑥ がん精巣幹細胞抗原機能解析（siRNA 法、
ゲノム編集法、遺伝子過剰発現法） 
 
 OR7C1 および BORIS の 機能を検索する為、
遺伝子過剰発現および siRNA によるノック
ダウンを実験を行い、OR7C1 および BORIS の
分子機能を検討した。 
 
４．研究成果 
 
① がん幹細胞のトランスクリプトーム解析

（新規がん精巣幹細胞抗原の同定） 
 
がん幹細胞のトランスクリプトーム解析

の結果、がん幹細胞にはがん精巣抗原（OR7C1, 
BORIS, DNAJB8）, ストレス耐性分子（HSP27, 
MAPK13 ）、 シア リル Tn 抗原 産生 酵 素 
(ST6GALNAC1)が発現することを確認した。
（Oncotarget 2015, Oncotarget 2016, PLoS 
One 2016, Clin Cancer Res 2016, Oncotarget 
2017 など） 
 これらのがん幹細胞特異分子の中で、がん
精巣抗原は正常臓器では精巣にのみ発現を
示したが、他の分子はがん特異性は低く、免
疫療法の標的分子となる可能性は低いと考
えた。 
 
② がん精巣幹細胞抗原の免疫制御解析（CTL

エピトープの同定、CTL クローンの樹立） 
  
OR7C1 にコードされ候補ペプチドを用いて

CTL 誘導を試みた結果、OR7C1_93(10) および 
OR7C1_34(10) ペプチドにおいて、ペプチド
特異的 CTL 反応を、HLA-A24 陽性健常ドナー
および HLA-A24陽性大腸がん患者から誘導す
る事を確認した。 
 OR7c1_93(10)ペプチド特異的CTLクローン
を限界希釈法にて樹立した。同 CTL クローン
は、大腸がん（SW480, HT29, HCT15）から分
離したがん幹細胞（SP細胞）を特異的に障害
することを確認した。本結果は、大腸がんに
おいて新規がん精巣抗原 OR7C1 は期待出来
る。(Clin Cancer Res 2016) 
 
 BORIS sf6 特異的 CTL エピトープを検索し
た結果、HLA-A2 結合モチーフを有する配列
を見出した (BORIS C34_24(9))。同ペプチド
を用いて、CTL クローンを作成した。BORIS 
C34_24(9)ペプチド特異的 CTL クローンは、
子宮頸がん幹細胞および肺がん幹細胞特異
的細胞障害性を示す事を見出した。本結果は、
BORIS sf6 特異的免疫療法が、子宮頸がんお
よび肺がんに有効である可能性を示唆した 
(Oncotarget 2016, PLoS One 2017)。 
 
③ がん幹細胞検出試薬の開発（免疫組織化

学染色可能なモノクローナル抗体） 
 
ヒト大腸がん組織を用いて OR7C1 特異的

ポリクローナル抗体を用いて免疫組織化学
染色を行った。その結果、OR7C1 発現が高い
大腸がん症例では、有意に OS が悪い事が判
明した。すなわち、OR7C1 は大腸がんにおけ
る予後予測マーカーになる事が示唆される。    
OR7C1 合成ペプチドを用いて免疫したマウ

スは、ELISA 法にて OR7C1 特異的反応を示し
た。さらに、同免疫マウスから作成したハイ
ブリドーマをスクリーニングした結果、
OR7C1 ぺプチドに ELISA 法で反応を示すクロ
ーン樹立出来た。しかしながら、本クローン
は、ウエスタンブロット法、免疫組織化学染
色におけるOR7C1検出を確認することはでき
なかった。今後、OR7C1 を検出できるモノク
ローナル抗体作成が課題となる。 
 
④ がん患者免疫モニタリングシステムの構

築（テトラマー法、ELISPOT 法） 
 
BORIS C34_24(9)ペプチド特異的テトラマー
および、OR7C1_93(10), BORIS C34_24(9)ペ
プチドを用いてELISPOT 法にてCTL検出可能
であることを確認した。 
 
⑤ がん精巣幹細胞抗原治療モデルマウスの

作製（CTL 移入療法モデルマウス） 
 
OR7C1_93(10)特異的 CTL クローンおよび 

BORIS C34_24(9)特異的 CTL クローンは、が



ん幹細胞移植免疫不全マウスにおいて、有意
な抗腫瘍効果を示した (Clin Cancer Res 
2016, Oncotarget 2016)。同結果は、OR7C1
および BORISががん幹細胞標的免疫療法の標
的分子として機能する事を示唆する。 
 
⑥ がん精巣幹細胞抗原機能解析（siRNA 法、
ゲノム編集法、遺伝子過剰発現法） 
 
 OR7C1 機能を検索する為、OR7C1 過剰発現
および siRNA によるノックダウンを行った。
その結果、OR7C1 は大腸がん幹細胞維持に重
要な機能を有する事を確認した (Clin 
Cancer Res 2016)。 
 BORIS sf6 が特異的に、がん幹細胞維持に
関わるか検討する為に、BORIS sf1, sf4, sf6 
発現ベクターを作成し、過剰発現し、免疫不
全マウスにおける像腫瘍能との関連性を検
討した。その結果 BORIS sf6 がもっとも高い
造腫瘍能を示す事を見出した。本結果は、多
くの BORIS バリアントの中でも、sf6 ががん
幹細胞特異的発現を示すと同時に、BORIS sf6 
ががん幹細胞維持に関わる事が示唆された。 
 
 これらの研究結果から、OR7C1 および 
BORIS ががん幹細胞標的免疫療法の候補分子
として有望であることが示唆された。本研結
果をもって、OR7C1 および BORIS を用いた
がん幹細胞標的免疫療法の臨床試験開始を
予定している。 
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