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研究成果の概要（和文）：線維芽細胞は癌幹細胞の生存・自己複製・癌細胞産生を促進したが、

脂肪細胞、脂肪組織では上記現象の抑制傾向が見られた。脂肪組織由来の遊離脂肪酸であるパ

ルミチン酸が癌幹細胞のアポトーシスを促進する傾向が見られた。癌幹細胞―間質細胞相互作

用において、アディポカインの産生や遺伝子発現に有意差は見られなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Stromal fibroblasts promote the survival, self-renewal and cancer 
cell production of cancer stem cells under cancer stem cell-fibroblast interaction, while both 
adipocytes and adipose tissues tend to inhibit those of the cancer stem cells. Adipose 
tissue-derived free fatty acid, palmitate, tends to promote the apoptosis of cancer stem cells. 
Finally, the stromal-cancer stem cell interaction does not induce the significant changes of 
adipokine production and gene expression.  
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１．研究開始当初の背景 

近年、癌組織に存在する少数の癌幹細胞が、
癌細胞を産生し、腫瘍の形成・維持・進展に
必須であることが示唆されている（Mimeault 
M, et al. Cancer Metastasis Rev 26: 203-14, 
2007）。2007 年、頭頚部扁平上皮癌の癌幹細
胞（CD44 陽性）が同定された（Prince ME, et 
al. Identification of a subpopulation of 
cells with cancer stem cell properties in 
head and neck squamous cell carcinoma. 

Proc Natl Acad Sci USA 104: 973-978, 2007）。
我々も、喉頭扁平上皮癌組織から単離した
CD44 陽性癌細胞のマウス（SCID）移植実験に
より高効率造腫瘍能と培養系による癌細胞
産生能（未発表、図１参照）を確認し、CD44
陽性癌細胞が、喉頭癌の癌幹細胞であること
を確認した。しかし、喉頭癌由来癌幹細胞の
細胞動態の詳細は不明である。 
一方、癌－間質細胞相互作用は癌生物学の

中心課題の１つである。即ち、間質細胞が癌
細胞の増殖・浸潤・転移を調節し、さらに、
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上皮細胞に腫瘍化シグナルを誘導し、発癌に
も関与する（Tlsty TD, et al. Know thy 
neighbor: stromal cells can contribute 
oncogenic signals. Curr Opin Genet Dev 11: 
54-59, 2001）。我々は、喉頭の間質細胞が、
喉頭扁平上皮癌細胞の増殖・浸潤を調節する
ことを明らかにした（Yamada S, Toda S, et 
al. Arch Otolaryngol Head Neck Surg 125: 
424-431, 1999）。即ち、線維芽細胞は癌細胞
の浸潤を促進し、脂肪細胞は癌細胞の増殖を
促進する。それ故に、癌細胞だけではなく、
癌幹細胞の生存・増殖・分化・遊走を基盤と
する、その未分化性の保持、自己複製、癌細
胞産生、浸潤・転移巣形成能にも、間質細胞
が活発に影響を与えていると推測されるが、
癌幹細胞－間質細胞相互作用の研究は、国内
外に報告はなく、その詳細は不明である。 

以上の背景に基づいて、喉頭癌由来癌幹細
胞の生存・増殖・分化・遊走における線維芽
細胞や脂肪細胞の役割とその制御機構を解
明する本研究を着想した。本研究により、喉
頭癌の癌幹細胞標的療法の開発が期待でき
る。 
 

２．研究の目的 

本研究では、喉頭癌由来癌幹細胞と間質細
胞の混合培養系と移植実験系を用いて以下
の点を明らかにする。喉頭癌の間質細胞であ
る線維芽細胞や脂肪細胞（図２、３参照）が、  

（１）癌幹細胞のアポトーシス・増殖・遊
走・浸潤・転移巣形成に与える影響を
解明する。 

（２）癌幹細胞の未分化性の維持・自己複
製・癌細胞産生に与える影響を解明し、
癌幹細胞のニッチ（niche）形成にお
ける間質細胞の役割やニッチ細胞を
明らかにしたい。 

（３）上記（１）、（２）の癌幹細胞－間質
細胞相互作用の仲介因子を同定する。
また、線維芽細胞と脂肪細胞の癌幹細
胞に与える影響の違いを解明する。 

 

 

本研究により以下のことが期待される。 
（１）喉頭癌由来癌幹細胞のニッチ細胞の

同定あるいは、癌幹細胞自体や癌幹細
胞ニッチを標的とした喉頭癌の新規
治療法の開発が期待できる。従って、
より効率的な癌の治療戦略が構築可
能となり、喉頭癌以外の多くの癌治療
にも応用できる。 

（２）本研究は、癌生物学に、癌幹細胞－
間質細胞相互作用という新たな視点
を提供するものであり、多くの癌組織
の解析に有用と思われる。さらに、本
研究は、ES 細胞や組織幹細胞と間葉系
細胞との細胞間相互作用に基づく再
生医学にも応用可能である。 

 
 
３．研究の方法 
 
  平成２０年度の研究計画・方法 

（１）材料（喉頭癌手術材料の採取は、倉富
勇一郎が担当。細胞の単離と維持は、戸
田修二が担当）：① 喉頭癌由来 CD44 陽
性癌幹細胞： 手術で得られた喉頭扁平
上皮癌組織から、単離した癌幹細胞（学
内倫理委員会の許可症例のみ）を使用す
る。手術症例が少ない場合を考慮して、
喉頭扁平上皮癌細胞株（HEp-2）から単
離した CD44 陽性癌幹細胞も用いる。② 
間質細胞：a) 線維芽細胞：喉頭癌組織
から単離した線維芽細胞と線維芽細胞
株（NIH3T3）を用いる。b) 脂肪細胞：
喉頭癌組織や皮下脂肪組織から単離し
た脂肪細胞を用いる（戸田の文献 7, 14, 
15, 18）。 

（２）癌幹細胞の単離（戸田修二が担当）：
癌組織を細切し、コラゲナーゼで消化し、
癌細胞浮遊液を調整する。CD44 マイクロ
ビーズ法（ミルテニーバイオテック社）
を用いて、プロトコール（Nature 445: 
111-115, 2007）に従って、CD44 陽性癌
幹細胞を単離する。10 cm 培養皿にコン
フルエントになった HEp-2 細胞から、ト
リプシン処理で、癌細胞浮遊液を調整し、
同様に、CD44 陽性癌幹細胞を単離する。
これまでの我々の結果では、癌幹細胞は、
癌細胞集団の 1-5%であり、造腫瘍能は、
最低 1000 個の細胞移植で達成できる。
CD44 陽性癌幹細胞は、幹細胞の自己再生
マ ー カ ー で あ る BMI-1 が 陽 性 、
involucrin と 34・E12 が陰性であるが、
癌細胞は、CD44 と BMI-1 が陰性、
involucrinと34・E12が陽性であるので、
癌幹細胞と癌細胞を区別できる。 

（３）培養システム（戸田修二が担当）：
collagen gel invasion assay system を用い
る（図３、戸田の文献 1, 10, 11 参照）。先
ず、外皿（１）に、間質細胞（100 万個）を



 

 

I 型コラーゲンゲル内に包埋し、１日間培養
する。その後、底面がニトロセルロース膜か
ら成る内皿（２）にコラーゲンゲル層を作製
し、そのゲル上に、癌幹細胞（0.01、 0.1、 
1 万個）を播種し、この内皿（２）を、外皿
（１）に入れて、培養する。コントロールは、
間質細胞のない培養系である。また、外皿
（１）に線維芽細胞と脂肪細胞を混合した培
養系で、両者の相乗あるいは相反効果も検討
する。 
（４）癌幹細胞の生存・増殖・未分化性・自

己複製・癌細胞産生能の解析（戸田修二
が担当）：培養１，２，３，４週目毎に、
癌幹細胞のアポトーシスを TUNEL 法で、
増殖を BrdU（ウリジン）の免疫染色で検
討する。癌幹細胞の未分化性を、BMI-1、
Oct-3/4、Notch-1、SMO の免疫染色、
Western blot、PCR で解析する。癌幹細
胞の自己複製能を、CD44 と MBI-1 を示標
にして、自己複製率（ [ CD44/MBI-1 陽
性癌幹細胞数]  ÷  [ 播種した初めの
癌幹細胞数 ] × 100% ）で、検討する。
癌幹細胞の癌細胞産生能は、癌細胞産生
率 （  [ CD44/MBI-1 陰 性 、
involucrin/34・E12 陽性癌細胞数 ] ÷ 
[ 播種した初めの癌幹細胞数 ] × 
100%  ）で、評価する。以上の解析は、
ホルマリン固定・パラフィン切片による
免疫染色とトリプシン処理でゲル面よ
り単離した細胞の FACS 法の２種の方法
を用いて行う。以上の実験により、線維
芽細胞と脂肪細胞の癌幹細胞の生存・増
殖・未分化性・自己複製・癌細胞産生能
に与える影響とその相違を解明する。 

（５）癌幹細胞のゲル内浸潤・遊走能の解析
（倉富勇一郎が担当）：癌幹細胞のゲル
内浸潤をヘマトキシリン・エオジン染色
切片で（戸田の文献 10, 11）、癌幹細
胞の遊走能をボイデンチャンバーで検
討する。さらに、細胞浸潤・遊走関連分
枝である HGF/C-Met pathway、MMP-1, 9、
ラミニン・2、filamin A の発現を免疫染
色、Western blot、PCR で解析する（文
献、戸田 6, 11, 12、倉富 6）。以上に
より、線維芽細胞と脂肪細胞の癌幹細胞
の遊走・浸潤に与える影響とその相違を
解明する。 

以上により、喉頭癌由来癌幹細胞の生存・
増殖・未分化性・自己複製・癌細胞産生・遊
走・浸潤に及ぼす間質細胞の影響とその役割
を解明する。線維芽細胞や脂肪細胞で影響が
見られない場合は、血管内皮細胞やマクロフ
ァージを使用することや、今回の培養系は、
癌幹細胞と間質細胞の細胞接触のない条件
で解析しているので、細胞接触のある混合培
養系を用いることを考慮する。 

 

平成２１年度以降の研究計画・方法 
 
平成２１年度は、混合培養系での cDNA 

microarray による網羅的遺伝子解析と候補
遺伝子の蛋白やその阻害因子（抗体など）の
投与実験により、上記の間質細胞誘導性の癌
幹細胞の細胞動態の仲介因子を同定する。平
成２２年度は、癌幹細胞と間質細胞の組み合
わせによるスキッドマウス（SCID mouse）へ
の皮下移植実験や喉頭癌組織の免疫組織化
学解析により、造腫瘍能・転移形成・ニッチ
形成における間質細胞の役割を解明し、ニッ
チ細胞の同定を試みる（移植した癌幹細胞や
間質細胞とレシピエントの細胞との区別は、
GFP トランスジェニックマウスを使用するの
で、識別できる）。余裕があれば、仲介因子
阻害剤の喉頭癌治療の可能性を、移植実験系
で試みる。 

 

 
４．研究成果 

１）線維芽細胞は、癌幹細胞の生存・自己複

製・癌細胞産生を促進した。 

２）脂肪細胞は、線維芽細胞とは異なり、癌

幹細胞の生存・自己複製率・癌細胞産生

に関しては、抑制傾向が見られたが、統

計学的な有意差が得られなかった。 

３）脂肪細胞―癌幹細胞相互作用におけるア

ディポカイン産生に優位な相違は見ら

れなかった。 

４）脂肪細胞ではなく、脂肪組織での実験で

は、癌幹細胞の生存・自己複製率・癌細

胞産生に関しては、抑制的であった。 

５）脂肪組織-癌幹細胞相互作用では、アデ

ィポカインに優位な変化見られなかっ

た。脂肪組織が産生する遊離脂肪酸であ

るパルミチン酸、リノール酸、オレイン

酸の中で、パルミチン酸が癌幹細胞のア

ポトーシスを促進する傾向が見られた

が、統計学的な有意差は見られなかった。 

６）培養系での cDNA microarray による網羅

的遺伝子解析では、優位な遺伝子発現差

を同定できなかった。おそらく、培養期



 

 

間中の細胞死、細胞脂肪毒性のためと考

えられた。 

７）脂肪組織と癌幹細胞の解析に集中したた

めに、当初予定していた癌幹細胞への候

補遺 伝子産物の蛋白やその阻害剤（抗

体など）の投与実験、間質細胞誘導性の

癌幹細胞の細胞動態の仲介因子の同定、

癌幹細胞と間質細胞の組み合わせによ

るスキッドマウスへの移植実験は遂行

できなかった。今後も上記課題を、検討

する予定である。また、本研究では脂肪

組織の実験を通して脂肪組織を基盤と

した病態解析モデルを樹立したので、今

後の研究の新展開が期待できる。 

本研究により、以下の関連論文がサポート

され、出版された。 
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