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研究成果の概要： 
 婦人科正常組織（とくに上皮組織）および同組織から発生した癌における幹細胞を同定する
とともに分離を試みた。ES Cell に発現される未分化マーカーや複数の組織幹細胞に共通して
発現している幹細胞マーカーを使用し、婦人科正常組織の幹細胞マーカーを絞り込んだ。それ
らを基に癌組織の幹細胞について検証した。 
 癌組織からの cell line を利用し、固形腫瘍における癌幹細胞マーカー(細胞表面抗原)による
細胞分画の検出、分離を cell sorter にて行った。CD24(+)CD44(+)の細胞が癌幹細胞の性質を
示した。 
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１．研究開始当初の背景  癌組織内の癌幹細胞を同定し、その性状を

明らかにすることは、より有効な癌治療方法
を開発する上で不可欠と思われる。 

 腫瘍細胞と幹細胞には自己複製という共
通の性質がみられるが、悪性転化して腫瘍と
なった細胞が正常組織中の幹細胞であるの
か、または、分化した成熟細胞が悪性転化し
たことによって幹細胞様の性格を得たのか
は明らかとなっていない。 

２．研究の目的 
婦人科正常組織（とくに上皮組織について検
討する）および同組織から発生した癌におけ
る幹細胞を同定するとともに分離を試みる。
それらの性状を解析し、新たな癌治療方法開
発への手がかりを得ることを目的とする。 

 現在、造血系の腫瘍（白血病）だけでなく、
固形腫瘍においても癌組織内の癌幹細胞
（cancer stem cell）が同定・分離されたが、
婦人科組織では、幹細胞の表面マーカーが定
まらず、正常組織の幹細胞の同定のみならず、
癌組織に幹細胞が存在するか否かも明らか
ではない。 

３．研究の方法 
１）婦人科正常組織内の幹細胞を同定、分離
し、その性状を解析する 
 Embryonic stem cell(ES Cell)に発現され
る Oct3/4, Nanog などの未分化因子や組織幹



細胞の Stemness に関連があるとされる
SSEA4,breast cancer resistant 
protein(BCRP)、また、複数の組織幹細胞に
共通して発現している幹細胞マーカー（神経、
腸 粘 膜 上 皮 の 幹 細 胞 双 方 で 発 現 す る
Musashi、神経、間葉系の幹細胞双方に発現
する Nucleostemin、細胞の遊走に関わり神
経、造血系の幹細胞に発現している CXCR4
等について検討する。それぞれの positive 
control を検索し、至適染色条件を詳細に検討
する。正常組織における幹細胞と共通の細胞
マーカーを発現している可能性もあるが、異
なる可能性も視野に入れ、細胞マーカーを選
定する(免疫組織化学法によるアプローチ)。 
２）婦人科各組織より発生した癌における癌
幹細胞を同定、分離しその性状を解析する 
 癌組織からの cell line を利用し、既知の固
形腫瘍における癌幹細胞マーカー(細胞表面
抗原)による細胞分画の検出、分離を cell 
sorter にて行う。癌幹細胞マーカー候補の遺
伝子を強く発現しているマーカー(細胞表面
抗原)を得る。この細胞表面抗原マーカーを発
現している細胞の幹細胞としての性状(増殖
能、自己複製能の有無、分化マーカーを発現
していないこと、幹細胞に特有の遺伝子発現)
を解析する。さらにヌードマウスに移植し、
造腫瘍能を評価する。造腫瘍性を認めた際に
は、オリジナルの癌組織(もとの cell line)の
表現型を再現しているか否かを検討し（分化
能を維持しているか）、幹細胞としての性格
を維持していることを確認する。 
４．研究成果 
１）子宮内膜、子宮頸部組織において P63 抗
体(p53 がん抑制遺伝子ファミリーの遺伝子、
基底細胞で特異的に発現される)、Bmi1 抗体
(転写制御因子、精子幹細胞および前駆細胞
に強く発現)、Nestin 抗体(神経外胚葉の前駆
細胞（幹細胞）に特有の中間径フィラメント)
は基底層の細胞を染めた。Msi-1(Musashi)抗
体と GKLF4 抗体(Kru ppel 様因子 4 (KLF4)と
いう転写因子、多くの癌で腫瘍抑制因子とし
て機能するが、乳癌などでは癌遺伝子として
はたらく)は非特異的に細胞を染めた。SSEA4、
P57、CXCR-4 抗体では細胞は染まらなかった
(Fig.1)。それぞれの発現は陽性細胞の頻度
から幹細胞のみならず progenitor cells を含
んでいると考えられ、組織幹細胞マーカーを
複数発現している細胞が目的の細胞と考え
る。多重染色によりその確からしさが増すも
のと考える。 

２）CD44(ヒアルロン酸を主なリガンドとす
る接着分子)、CD24(Heat Stable Antigen
（HSA）とも呼ばれる GPI 結合型の膜糖タン
パクで、pro-B、pre-B、成熟 B細胞に発現す
る。CD24 の発現は B細胞の活性化により減少
し、形質細胞で消失する。顆粒球、単球、少
数の胸腺細胞と神経細胞にも発現がある。膵
臓がん幹細胞の特徴である 3種類のプロテイ
ンマーカー（CD44+, CD24+, ESA+）)、
CD29(130kDa のインテグリンβ1鎖で、イン
テグリンα1〜α8とαVサブユニットと非共
有結合的に結合したヘテロダイマーとして
発現する。)、CD49f(ラミニンレセプターで
あるＣＤ４９ｆ分子(分子量 130kDaのインテ
グリン β1鎖（CD29 分子）と非共有結合的
に会合して VLA-6 複合体（GPⅠc/Ⅱaもしく
はα6β1）を形成する。α6β1はラミニンの
レセプタ。)が細胞表面に発現されたが、
lineage マーカーである CD34 と CD45 は発現
されなかった(Fig.2)。そこで
CD44(＋)CD24(＋)、CD44(＋)CD24(-)、
CD44(-)の細胞をソーティングした(Fig.3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２４穴の ultra-low attached culture dish
で sphere 形成能を比較したところ、
CD44(＋)CD24(＋)の細胞は CD44(＋)CD24(-)
の細胞よりも大きな sphere を形成し、
CD44(-)では sphere が形成されなかった
(Fig.4)。さらに soft agar 上でのコロニー
形成能を比較したところ、CD44(＋)CD24(＋)
の細胞は CD44(＋)CD24(-)の細胞よりも大き
なコロニーを形成し、その数も多かった
(Fig.5)。CD44(-)ではコロニーが形成されな
かった(Fig.5)。 
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CD44(＋)CD24(＋)の細胞では
CD44(＋)CD24(-)の細胞よりもマウスにおけ
る腫瘍形成が強かった(Fig.6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CD44(＋)CD24(＋)の細胞は CD44(＋)CD24(-)
および CD44(-)の細胞よりも増殖能が高かっ
た(Fig.7)。細胞をソーティング後にコンフ
ルエントまで培養し、FACS で解析すると
CD44(＋)CD24(＋)の細胞からは全ての
sub-popuration が現れたが、他の分画からは
現れなかった(Fig.8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CD44(＋)CD24(＋)の細胞では
CD44(＋)CD24(-)、CD44(-)の細胞よりも
c-Myc、Oct3/4、Sox2 蛋白の発現が強く
(Fig.9)、oct3/4、c-myc、nanog、klf4 の mRNA
の発現が強かった(Fig.10)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のことから、子宮頸ガンの cell line に
おいて、癌幹細胞の存在を確認することが出
来た。 
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