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研究成果の概要（和文）： 
乳癌を対象に癌性幹細胞としての特徴である多分化能・抗癌剤体性能を持つ細胞分画を分
離し、転移形成能をマウスへの移植で確認した。この幹細胞分画の維持・増殖に必須な因
子として Hedgehog シグナルを同定し、同シグナルの制御により癌性幹細胞分画を制御可
能であることを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cancer stem cell (CSC) population was isolated in breast cancer cells. The population 
was confirmed to have the ability as CSC, which consisted of pluripotency, multi-drag 
resistance and tumorgenesis. Hedgehog (Hh) signal was found to be essential for 
maintenance and growth of CSC population. These data suggested that Hh signal is a 
good target of anti-CSCl therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
癌は不均一な細胞集団であるが、このような
不均一性を作り出す源として“癌性幹細胞
（Cancer Stem Cell：CSC)”という概念が
提唱されている。これは癌細胞塊中に一部の
多分化能を有する細胞群“CSC”が存在して
おり、様々な表現形の細胞を作り出す源にな
っているという概念である。CSC では、正常
幹細胞と同様に薬剤排出機構＝薬剤耐性遺

伝子が活性化しており、抗癌剤に対する抵抗
性の源となっていることも想定されている。
また、CSC 分画のみが転移形成能を持つと考
えられており、CSC 集団としての指標ともな
っている。すなわち、癌根治への鍵の一つは
「CSC 制御」が握っていることを示唆してい
る。 
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２．研究の目的 
従来の抗癌剤に抵抗性を示す癌性幹細胞に
対する治療法を開発する。 
（１）癌性幹細胞分画の維持・増殖に関する
シグナル伝達を明らかにする。 
（２）明らかにされたシグナル伝達の制御法
を探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）癌幹細胞分画の探索： 
通常光レーザー及び紫外線レーザーによる
細胞分離器を用いて癌細胞を分画する。分離
された分画をマウスに移植し細胞の生着能
力・多分化能と薬剤耐性を検証し、癌幹細胞
分画の探索を行う。 
（２）画癌性幹細胞分画候補の関係探索： 
同一癌腫における画癌性幹細胞分画候補の
関係をフローサイトメトリーにより分析し、
両者の共通性質より癌性幹細胞の生立条件
を探索する。 
（３）癌細胞分画の形態形成シグナル活性化
状態探索： 
癌細胞分画の形態形成シグナル活性化状態
を、シグナル上の転写因子や標的遺伝子産物
産生の活性化状態で検証する。 
（４）癌性幹細胞の制御法開発： 
シグナル制御による癌細胞分画の維持・増殖
抑制効果を検証する。 
（５）新規 Ptch1 親和性ペプチドによる癌性
幹細胞制御：我々が考案した Hh シグナル経
路の細胞表面レセプターである Ptch1に対す
る機能抑制性親和性ペプチドによる癌性幹
細胞制御の可能性を探索する。 
 
４．研究成果 
（１）癌幹細胞分画の探索： 
乳癌細胞である MCF-7細胞より通常光レー

ザー細胞分離器を用いて CD44+/CD24-/low細
胞を分離した。含有率は約 35%であった（図 
1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
分離された CD44+/CD24-/low細胞分画を対

象となる分画とともにマウスに８か所移植
し、生着率・成長率を調べた。細胞分画移植
後７週間目の結果では CD44+/CD24-/low細胞
分画と対照分画（CD44+/CD24-/high）の生着
率は各々７/８(接種か所)vs１/８であり、
CD44+/CD24-/low 細胞分画が高い生着率を示
した（図２、３A）。また、各々の最大体積

（volume=D(longer diameter) x d(shorter 
diameter)2 x π / 6）は約 3000mm3 vs ほぼ
計測不能大であり、CD44+/CD24-/low 細胞分
画が腫瘍増大能力も高いことが示された（図
３B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に幹細胞候補分画の多分化能を検定し
た。細胞分離器で 95%の精度で分取された
CD44+/CD24-/low 細胞を、10% FBS を含む RPMI
培地にて 72 時間培養したところ、35.1%が
CD44+/CD24+ 細 胞 に 、 そ し て 、 50.0% は
CD44+/CD24-/low 細胞に分化した（図４A）。
それとは対照的に、CD44+/CD24+細胞は
CD44+/CD24-/low 細胞への分化を示すことは
なく、同じ性質を保持していた（図４B）。SP
細胞の分化能も調べられた。93%の精度で SP
細胞を分取した後に 72 時間培養されフロー
サイトメトリーで解析された。SP 細胞の中で、
86.91%が非 SP 細胞に、13.09%が SP 細胞に分
化した（図４C）。分取された非 SP 細胞は、
ヘキスト 33342 の毒性のため、増殖すること
が困難であった。これらのデータは、
CD44+/CD24-/low細胞とSP細胞が分化する能
力を持つことを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

 

 
 

次に、癌性幹細胞分画としての抗癌剤体性
能を調べた。MCF-7 細胞を 10 nM および 20 nM
のパクリタキセル添加後に 72 時間培養し、
フローサイトメトリーで細胞数が計測され
た。非 SP 細胞数は、有意に減少したにもか
かわらず、SP細胞数は、パクリタキセル存在
下でも減少しなかった（図５A,B）。その結果、
総細胞数に対する SP 細胞の比率は著明に増
加した（図５C）。CD44+/CD24-/low 細胞のパ
クリタキセル耐性能も検証された。パクリタ
キセル存在下で CD44+/CD24-/low 細胞数は、
CD44+/CD24+細胞数とは対照的に減少せず
（図５D,E）、結果として全細胞に対する
CD44+/CD24-/low 細胞の割合の増加につなが
った（図５F）。これらの結果は、SP 細胞だけ
でなく、CD44+/CD24-/low 細胞もパクリタキ
セル耐性であることを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これらの結果より、我々が分離した
CD44+/CD24-/low 細胞分画およびＳＰ細胞分
画が癌性幹細胞としての要件を満たすこと
が示された。 
 
（２）画癌性幹細胞分画候補の関係探索： 

分取された CD44+/CD24-/low細胞をヘキス
トで染色され、紫外線レーザーにより再び分
析し別の癌性幹細胞分画候補とされている
Side Population(SP)分画との関係を検証し
た。MCF-7 より分離された CD44+/CD24-/low
細胞分画中には、約 38.28%の SP 細胞を認め
た（図６A）。次に、MCF-7 細胞から SP 細胞が
分取され、CD44+/CD24-/low 細胞数が調べら
れた。分取された SP 細胞は、抗 CD44 抗体
（FITC）と抗 CD24 抗体（PE）と共に氷上に
て反応させ、アルゴンレーザーにより再び分
析された。SP 細胞は、68%という高い割合の
CD44+/CD24-/low 細胞を含んでいた一方で、
MCF-7 細胞は 35%のみが、この特徴を保持し
ていた（図６B）。これらのデータは、
CD44+/CD24-/low分画とSP分画が一部分重複
していることを示した。 

 現在様々な癌性幹細胞分画法が提唱され
ているが、結果的に分離された分画は重複す
る可能性があると思われた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）癌細胞分画の形態形成シグナル活性化
状態探索： 
Hedgehog(Hh)経路の標的遺伝子でありか

つ転写因子でもあることより、Hh シグナルの
よい活性化指標とされている Gli1 の発現を
リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ で 検 証 し た 。
CD44+/CD24-/low 分画細胞は、他分画の細胞
より高く Gli1 を発現していた（図７A）。SP
細胞においても、分取していない細胞と全く
対照的に、Shh と Gli1 の高発現を示した（図
７B）。Gli1 と Hh シグナルのリガンドである
Shh の蛍光免疫染色における強度も同様に、
CD44+/CD24-/low 分画で高く CD44+/CD24+細
胞で低かった。Shh と Gli1 はまた、全細胞に
比較し SP細胞で高く発現しており（図７C）、
リアルタイム RT-PCR の結果と一致した。 
 Hh シグナルが癌性幹細胞の維持・増殖に重
要な役割を持つ可能性が示唆されたことに
より、以下の項目で Hh シグナル制御による
幹細胞制御の可能性を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）癌性幹細胞の制御法開発～Hh シグナル
抑制による癌性幹細胞分画制御法の検討： 
CD44+/CD24-/low細胞とSP細胞の増殖に関

する Hh 経路の役割を調べるために、Hh シグ
ナル伝達経路阻害剤であるシクロパミン存
在下に培養された MCF7 の各分画をフローサ
イトメトリーで分析した。総細胞数はシクロ
パミンを用いて培養することにより減少し
たが、特に CD44+/CD24-/low 細胞の絶対数の
減 少 傾 向 が 著 し く 、 総 細 胞 に 対 す る
CD44+/CD24-/low 細胞の比率が減少した（図
８A,B,C）。同様に、SP 細胞の絶対数と総細胞

 



 

 

に対する比率も、シクロパミン存在下で有意
に低下した（図８D,E）。これらの結果は、
CD44+/CD24-/low 細胞と SP 細胞の増殖が、乳
癌細胞の全分画よりも、より強く Hh 経路に
依存していることを示唆した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
シクロパミン存在下での Hh シグナル活性

の抑制を確認するため、Hh経路の標的遺伝子
の発現強度がリアルタイム RT-PCR 法を用い
て分析された。CD44+/CD24-/low 細胞、SP 細
胞各分画における Gli1 と Ptch1 の発現強度
は、シクロパミンとの共培養後に明らかに抑
制された（図９A,B）。これらの所見は、蛍光
免疫染色法によって更に確認された。
CD44+/CD24-/low 細胞と SP 細胞両者が、シク
ロパミンと共培養後に、転写因子の一つであ
り Hh シグナル伝達経路の標的遺伝子の一つ
である Gli1 で染色された。Gli1 染色の強度
は有意にシクロパミン投与で減少した（図９
C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の結果より、Hh シグナル制御が癌性幹
細胞制御に重要であることが判明した。 

 
（５）新規 Ptch1 親和性ペプチドによる癌性
幹細胞制御： 
我々が同定している Patched1 蛋白親和性ペ
プチドと MCF7 を共培養し、乳癌幹細胞分画
である CD44+/CD24-/low の変化を
flowcytometry を用いて検討した。昨年の検

討で使用した 1μg/mlではペプチドの効果を
認めなかったので、今回は濃度増加による効
果を確認した。結果、CD44+/CD24-/low と
CD44+/CD24high 細胞分画の生着率は、１コロ
ニー当たり細胞数 2,000/20,000/200,000 個
を接種したところ、生着コロニー/接種コロ
ニーは各々0/4, 8/8, 4/4
（CD44+/CD24-/low 細胞分画）、0/4, 1/8, 2/4 
(CD44+/CD24+細胞分画)であり、我々の手法
で分離した CD44+/CD24-/low細胞分画が実際
に癌幹細胞を高濃度に含んだ分画であるこ
とが証明された。次に、以前我々が抗
Hedgehog シグナル効果を持つことを示した
新規 Pathed1 親和性ペプチドを用いて、上記
癌幹細胞分画の制御を試みた。Patched1 親和
性を MCF7 細胞を共培養し flowcytometry で
解析したところ、1μg/ml にでは明らかな効
果を認めなかったが、10μg/ml では
CD44+/CD24-/low 分画の割合が減少した。ペ
プチド濃度依存性に CD44+/CD24-/low細胞分
画が減少することが確認された。以上より、
Patched1 親和性ペプチドは、以前報告した
MCF 増殖抑制に加えて、MCF7 癌幹細胞分画の
制御が可能であることが示された。以上より、
新たな癌幹細胞制御法による難治癌克服の
ための創薬の方向性が示された。 
 
結語： 
本課題により、CD44+/CD24-/low 細胞分画

と SP 細胞分画は、多分化能・転移形成・抗
癌剤体性といった性質を保持しており、とも
に重複していた乳癌における癌細胞性分画
であることが示された。そして、この癌細胞
分画の制御は、Hh シグナルの抑制により可能
であることが明らかになった。 
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