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研究成果の概要： 

（１）cancer stem cell marker を用いた癌組織における免疫組織学的染色の結果，Cancer 
stem cell および progenitor cell を多く発現した腫瘍は治療抵抗性で予後不良で
あることが示された． 

（２）再発進行癌患者の末梢血液中に浮遊する癌細胞を採取し，cancer stem cell marker
が陽性である癌細胞が同定された．  
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１．研究開始当初の背景 

cancer stem cell を標的とした癌治療

の必要性 

乳癌は均一の癌細胞から成っているも

のではなく、形態学的に同一であって

も、個々の癌細胞でホルモンレセプタ

ーの発現の有無があるように、遺伝子

発現は尐しずつ異なっている。造血系

腫 瘍 で注 目さ れて いる 癌幹 細胞

（ cancer stem cell ） (Nature 

367:645,1994)の考えが乳癌にも導入さ

れつつある(proc Natl Acad Sci USA 

100:3983,2003)。Stem cell から癌化した

Cancer stem cell は腫瘍中で自己複製に

よって増殖しつつ、分化によってことな

る２種類以上の細胞をつくりだし、癌細

胞群の多様性が生じる。癌は cancer stem 

cell から分化した腫瘍細胞の集合体で、
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個々の癌細胞により、その能力が異な

っていると考えられる。 

 Cancer stem cell は、抗癌剤に対し薬剤耐
性 を 獲 得 し て い る と い わ れ て い る
(Nature,414:105,2001)。進行、再発癌に対
する現在の抗癌剤治療では、いったん腫瘍は
減尐するが、cancer stem cell が生き残り、
薬剤耐性を持った腫瘍細胞が再増殖し治癒
することはない。癌を治癒させるためには、
cancer stem cell を死滅させることが、必要
であり、この分野の研究が今後普及すると思
われる。 
また，米国で行われた転移性乳癌を対象とし
た多施設共同試験で，末梢血中癌細胞
Circulating Tumor Cell (CTC)数の予後予測
因子および治療効果の予測因子としての有
用性が示唆された(New England Journal of 
Medicine, 351 (8 )p781-791, 2004). 米国
では Cell Search システムは “転移性乳癌患
者のPFS及び OS予測”を適用としてFDA（Food 
and Drug Administration）の認可が得られ、
既に臨床診断に使用されており，本研究でも
CTC と cancer stem cell の関連を検討する． 
２．研究の目的 
(1) 癌組織，末梢血液中の cancer stem cell 

を同定する． 
(2) cancer stem cell を標的とした癌治療法

を開発する． 
 
３．研究の方法 

(1) 癌組織(乳癌，胃癌，大腸癌，膵癌，胆嚢

癌)におけるcancer stem cellを免疫染色

( p63, OCT4等)にて同定した． 

免疫組織化学染色  

抗原賦活法 ; microwave 5min. ×3 times in 

10mM citrate buffer（pH 6.0）  

増 感 法 ; Tyramide Signal Amplification 

method(TSA) 

抗体 

anti-p63 monoclonal antibody（clone4A4, 

NEO MARKERS)   

Oct4 (Anti-Oct-3/4monoclonal antibody 

(C-10, SANTACRUZ)   

CD133(AC133,monoclonalantibody )(Milteny

i Biotec)                

(2)CTC の測定；EpCAM 抗体を用いた Cell 
Search シ ス テ ム （ VERIDEX ）， Miltenyi 
Biotec,Carcinoma Cell エンリッチメント・
検出キットを用い末梢血 10ml 中の CTC 数を

測定した 
 
４．研究成果 

(1) RT-PCRにて乳癌細胞株および乳癌組織でΔ

Ｐ６３遺伝子の発現を確認した（図１）． 

(2) 癌組織内のcancer stem cellを検索するた

め，免疫組織染色法にてcancer stem cell 

marker(p63,OCT4,CD133)を用い検討を行っ

た．P63蛋白は乳腺筋上皮細胞，扁平上皮化

生した上皮に発現がみられ，α-ＳＭＡ抗体，

Keratin14Ab-1抗体を用い，乳癌組織におけ

る筋上皮細胞および扁平上皮化生を除外し

検討を行った（図２）．６６症例中２１例で

癌細胞の核にｐ６３蛋白の高発現をみとめ， 

p63高発現群（５％以上）では低発現群に比

べ予後が不良であった（図３）．大腸癌(図５)，

胃癌，胆嚢癌(図６)，膵癌でも同様の結果で

あ っ た ．

 

 

（３）OCT4高発現群（膵癌，大腸癌）では低発

現群に比べ予後が不良であった（図5）．



 

 

 

 

 

 

 

①Cell Searchシステムを用いCTC数を再発進

行癌の５症例でカウントしたが，４例でCTC

数は０−１個，１例で５個と低値であった．こ

の５症例は再発後セカンドライン以降の化療が

行われる前に検査をおこなっており，予測した

CTC数との解離が大きくこのシステムの使用を

中止した． 

②抗サイトケラチン抗体を用いた Carcinoma 

Cell エンリッチメント・検出キット 

再発進行癌の 6症例でこのシステムを用い末梢

血液 10ml 中の CTC 数を測定した.CTC 数は

0,7,10,12,14，23 個であった． 

CTC でサイトケラチン抗体とｐ６３抗体抗を用

いた二重染色を行い CTC にｐ６３の発現してい

る癌細胞を認めた(図 7)． 

 

抗癌剤療効果，予後についてさらに症例を増や

しつつ今後検討してゆく予定である． 

 

ｐ６３遺伝子は細胞の分化に関与しており，分

化の盛んな扁平上皮や腺組織の基底部に発現が

みられるが，癌細胞においても，その発現が報

告され，乳癌でｐ６３蛋白が高発現している癌

は予後が不良であるとの報告(The Journal of 

ClinicalInvestigation117:1370-,2007) が

あり，本研究の結果と一致した． 

CD133 染 色 で は ， 文 献 報 告

(B.J.cancer.99,1285-1289,2008)同様に管

腔を形成した癌細胞の管腔側細胞膜に染色を認

めたが，stem cell とするには陽性細胞数が多

く，非特異的な染色の結果とも考えられ，今後

の検討が必要であった． 

 CTC 数の抗癌剤療効果としての指標，および予

後については，症例数も尐なく，観察期間も短



 

 

いため，今後症例数を増やしつつ検討を行っ

てゆく予定である． 

CTC が予後因子として機能するためには，CTC

中に抗癌剤治療に抵抗性の cancer stem cell

が存在すると推測されるが，未だ報告は認め

ていない．本研究において CTC 中に stem cell 

marker を発現した癌細胞が同定できた． 

CTC と cancer stem cell との関連について，

最初の報告である． 
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