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研究成果の概要： 

癌幹細胞は、悪性腫瘍を根治するために重要な標的として考えられている。本課題では、悪性

脳腫瘍の細胞株から分離培養した癌幹細胞が、薬剤を細胞内から排出することで化学療法に耐

性となる遺伝子（多剤耐性遺伝子）を高発現し、抗癌剤に対して低い感受性を示すことを明ら

かにした。また、癌精巣抗原遺伝子は、癌幹細胞においてエピジェネティックな因子の制御を

受けて高発現することを見出し、免疫療法の標的分子となる可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 悪性グリオーマは、高い浸潤性、薬剤・放
射線耐性、多様な組織像を示し、難治癌であ
る原因となっている。がん精巣抗原遺伝子は、
MHCクラスIにより腫瘍細胞表面に提示され、
免疫機構によるがん細胞の排除に寄与する
ことから、ペプチド療法などによる免疫療法
の標的とされている。しかしながら、がん精
巣抗原遺伝子は腫瘍組織内で不均一な発現
を示すことが報告されたことにより、免疫機
構による完全な腫瘍の排除は難しいことが
示唆されている。一方、悪性グリオーマを含

む白血病、乳ガン等のがん細胞に幹細胞様細
胞（がん幹細胞）が存在することが明らかと
なり、腫瘍の再発、化学療法、放射線療法耐
性の原因であると考えられている。このがん
幹細胞の存在により、腫瘍組織が分化レベル
の異なる細胞により構成されることで腫瘍
は多様性を維持していることが考えられる。
これらのことを踏まえ、難治癌である悪性グ
リオーマの新規治療法の開発のために、がん
幹細胞の性状解析や治療標的となる分子及
びこの腫瘍の多様性に関わる因子の同定が
必要である。 
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２．研究の目的 
(1) 悪性脳腫瘍に由来するがん幹細胞株の
分離 
 
(2) がん幹細胞が高発現する多剤耐性遺伝
子の同定 
 
(3) がん幹細胞の抗癌剤感受性の検索 
 
(4) がん幹細胞特異的抗原の同定 
 
(5) 癌精巣抗原遺伝子の発現制御機構の解
析 
 
３．研究の方法 
 塩基性 FGF、EGF、LIF を含む神経幹細胞用
培地（DMEM/F12+N2）において悪性脳腫瘍細
胞株及び組織から低密度の細胞濃度で長期
培養後、形成されたスフェアーは、低付着性
培養皿で継代培養した。悪性脳腫瘍細胞株
（親株）の培養とがん幹細胞を含むスフェア
ーから付着細胞への分化誘導には10 %の血清
を含む DMEM 培地を用いた。それぞれの細胞
から DNA、RNA、タンパクの精製を行った。幹
細胞の同定には体性幹細胞マーカー CD133
の定量的 PCR や特異的抗体を用いた免疫組
織（細胞）化学染色により行った。分離した
幹細胞の造腫瘍性や形成された腫瘍組織の
解析をするためにヌードマウス脳内へ1×105

細胞を定位的に移植した。癌精巣抗原遺伝子
の発現制御機構の解析のために、抗アセチル
化ヒストン H3 及び H4 を用いた CHIP アッセ
イによりプロモーター領域のクロマチン構
造を検索した。同様にプロモーター領域の
DNA メチル化状態を Bisulfite シークエンシ
ング法で決定した。研究に用いられた臨床サ
ンプルは、高知大学倫理委員会の承認とイン
フォームドコンセントの下、患者の許諾を得
て使用した。 
 
４．研究成果 
(1) 悪性グリオーマ細胞株（U87MG、SNB19、
T98G、ONS-23）や悪性グリオーマ患者組織を
酵素処理により解離した細胞の神経幹細胞
用の無血清培地を用いた培養により、約 2-3
週間後に数百以上の細胞からなる Tumor 
sphere の形成が観察された。得られた Tumor 
sphere の増殖には、神経幹細胞と同様に塩基
性 FGF と EGF の要求性が高いことが MTT アッ
セイにより確認された。そして、CD133 の発
現が免疫細胞染色により観察された。また、
細胞株由来の Tumor sphere は血清を含む培
地に戻すことで親株と同様の付着性の形態
を示し、不死化細胞として増殖し続けた。2
例の患者組織由来の Tumor sphere のうち 1
つは、血清を含む培地で培養すると付着性の
形態を示し、増殖を停止した。もう 1例にお

いては、付着性を示さなかった。これらの親
株、Tumor sphere、再び付着した細胞におけ
る CD133 の発現量を定量的 PCR により検索す
ると親株では、低発現でTumor sphereで2- 16
倍上昇し、付着細胞では再び低発現に戻るこ
とが観察された。また、細胞分化時に誘導さ
れる CDK インヒビターである p21 及び p27 の
発現が親株と付着細胞で高く、Tumor sphere
で低いことがウエスタンブロット法により
確認されたことから、親株は、分化細胞を多
く含み、分離した Tumor sphere は幹細胞が
濃縮されており、再び血清を含む培地で分化
誘導されることが考えられた。さらに、U87MG
の Tumor sphere を免疫不全マウスに移植し、
形成された腫瘍塊では、CD133 陽性の細胞は
ごく一部であったことから、腫瘍形成時には
多くの細胞は分化誘導されたことが考えら
れた。また、p27 を発現している細胞と CD133
陽性細胞は一致しないことから形成された
腫瘍塊では、分化した細胞と未分化な細胞が
混在していることが示唆された。 
 
(2) がん幹細胞が化学療法抵抗性に関与す
る可能性を検討するために、この脳腫瘍由来
のがん幹細胞や分化した細胞を用いて多剤
耐性遺伝子の発現を PCR 法で定量した。その
うち MDR1(Multiple Drug Resistance 1)が
U87MG の親株や再分化させた細胞と比較して
Tumor sphereで高発現することが明らかとな
った。また、免疫組織化学染色により悪性グ
リオーマの手術摘出組織において、CD133 陽
性細胞が MDR1 を高発現することが観察され
た。 

 
(3) がん幹細胞が多剤耐性遺伝子を高発現
しているので、MTT アッセイにより細胞の生
存率を計測し、実際に、抗癌剤に対して低感
受性を示すかを検討した。 Tumor sphere の
抗癌剤への感受性が親株と比較して低いこ
とが観察されたことで、MDR1 といった多剤耐
性遺伝子の発現ががん幹細胞の治療抵抗性
や腫瘍再発に関与する可能性が示唆された。
MDR1 の発現頻度は腫瘍の悪性度と相関する
ことが報告されていることから、腫瘍内にお
けるがん幹細胞の存在頻度も腫瘍の悪性度
と相関していると考えられた。さらに、本課
題では、組織アレイを用いた解析により



 

 

CD133 の発現頻度が Astrocytic tumor の悪性
度と相関していることを見出している。 
 
(4) エピジェネティックな因子による発現
制御が報告されている MDR1 の発現に腫瘍組
織内での細胞分化レベルが相関しているこ
とから、同様な制御を受けることが一部報告
されている癌精巣抗原遺伝子の発現も変動
することが考えられる。NCBI(National 
Center for Biotechnology Information)の
発現データベース上の脳腫瘍で発現の高い
31 の癌精巣抗原遺伝子を選択し、4細胞株の
親株と Tumor sphere 間で半定量的 RT-PCR に
より比較検討した。親株と比較して、全ての
ケースのうち 36.3%で Tumor sphere において
癌精巣抗原遺伝子が高発現していることが
明らかとなった。また、癌精巣抗原遺伝子の
一部では Tumor sphere でのみ発現が検出さ
れた遺伝子も存在し、がん幹細胞特異的抗原
であると考えられた。一方、Tumor sphere で
発現が低下していたケースは僅か 3.2 %であ
ることから、がん幹細胞は癌精巣抗原遺伝子
を高頻度に高発現している可能性が示唆さ
れた。 
 癌精巣抗原遺伝子の遺伝子産物は、細胞内
のプロテアソーム経路により分解され、HLA
クラスＩにより細胞表面に提示され、CD8 陽
性細胞傷害性 T 細胞（CTL）の標的となるこ
とが知られている。悪性腫瘍は HLA 分子の発
現低下により、免疫機構から逃れていること
が報告されているので、がん幹細胞の免疫原
性を検討するために、Tumor sphere の HLA 分
子の発現を定量的 RT-PCR と免疫細胞化学染
色で解析した。親株と Tumor sphere の HLA
クラス Iの発現量は、大きな差が無く、個々
の細胞においてもほぼ均一な発現を示して
いることが確認された。このことから、がん
幹細胞で高発現している癌精巣抗原遺伝子
の遺伝子産物の一部が、細胞表面に提示され、
ペプチドワクチンを用いた免疫療法の標的
分子となる可能性が示唆された。さらに、こ
の結果は、悪性グリオーマ組織を用いた免疫
組織化学的解析によっても確認されている。 
 
(5) 癌精巣抗原遺伝子の一部において、プロ
モーター領域の DNAメチル化やヒストンのア
セチル化が、発現制御に関与していることが
報告されている。癌精巣抗原遺伝子が高発現
する機構におけるエピジェネティックな因
子の寄与を検討するために、がん幹細胞で高
発現を示した MAGEA3、NY-ESO-1、TRAG-3、
LAGE-1 のプロモーター領域のヒストン H3 と
H4 のアセチル化、DNA メチル化を検索した。
U87MG と SNB19 の親株、Tumor sphere 及び再
分化した細胞において、抗アセチル化ヒスト
ン H3 と H4 抗体を用いた CHIP アッセイを行
った結果、親株及び再分化した細胞では低ア

セチル化、Tumor sphere では高アセチル化状
態であることが明らかとなった。次に、これ
らの細胞とヒト星状細胞、精巣における
MAGEA3、NY-ESO-1、LAGE-1 のプロモーター領
域のメチル化レベルを調べた。これらの遺伝
子を発現する精巣と Tumor sphere では、プ
ロモーター領域の DNAは、低メチル化状態で、
発現しない又は発現が低いヒト星状細胞、親
株では、高メチル化状態であった。再分化し
た細胞では中間のメチル化状態を示したこ
とから分化誘導５日目では、分化に伴い再び
メチル化されていくことが考えられた。つま
り、がん幹細胞において癌精巣抗原遺伝子は、
プロモーター領域のヒストン H3と H4の高ア
セチル化と DNAの低メチル化により発現し易
い状態であり、分化した細胞では、それぞれ
低アセチル化、高メチル化の状態で発現が抑
制されていることが示唆された。さらに、が
ん幹細胞の再分化時に伴う癌精巣抗原遺伝
子の発現低下は、DNA メチル化の阻害剤
5-aza-CdR（5-aza-2'-deoxycytidine）や HDAC
（ histone deacetylase ） 阻 害 剤 の VPA
（Valproic acid）や臭化ナトリウムの添加
により阻害されることから、ヒストン修飾や
DNA メチル化といったエピジェネティックな
因子が細胞分化レベルに相関した癌精巣抗
原遺伝子の発現を制御していことが示唆さ
れた。 
 これらの結果から、癌精巣抗原遺伝子は、
個々の細胞の分化レベルに伴うエピジェネ
ティックな因子の差異により発現制御され
ており、主にがん幹細胞の様な未分化な細胞
が発現することで、腫瘍組織内における不均
一な発現様式を示すことが示唆された。また、
がん幹細胞が癌精巣抗原遺伝子を高頻度に
発現することから、この細胞を標的とした免
疫療法にとって、癌精巣抗原遺伝子が有用な
分子であることが考えられた。今後は、多く
の腫瘍組織を用いたがん幹細胞の癌精巣抗
原遺伝子の種類や発現頻度を検索すること
で、より特異的にがん幹細胞を標的とするペ
プチドワクチン療法の開発に期待ができる。 
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