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研究成果の概要（和文）： 
ヒト口腔扁平上皮癌細胞株（ SCC9, SCC25）を EGF(epidermal growth factor)および
FGF(fibroblast gowth factor)添加 DMEM/F12培地で 2〜3週間培養すると、複数のコロニーが
形成された。このコロニーを構成している細胞の表面マーカーを調べてみると、CD24 陰性／
CD44 陽性(CD24-/CD44+)であり、細胞株の約６％を占めていた。このマイナー集団は対照に比
べて化学療法剤に対して抵抗性を示し、また浮遊細胞塊を形成する能力が亢進していたことか
ら、癌幹細胞であると推測された。さらに、活性化型 Aktを高発現させた細胞株では CD24-/CD44+
集団の割合が増加しており、また浮遊細胞塊形成能が亢進していることから、活性化 Aktが癌
幹細胞の形質の獲得・維持に関わっていると推測された。Akt シグナル伝達系を標的にした分
子標的療法は口腔扁平上皮癌の治療戦略を考える上で有用な情報を提供するであろう。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Several colonies were found when oral squamous cell carcinoma cells were cultured with 
DMEM/F12 medium in the presence of epidermal growth factor and fibroblast growth factor 
for 2 or 3 weeks. Cells prepared from the colony were CD24-negative and CD44-positive 
(CD24-/CD44+), as assessed by flow cytometry using monoclonal antibodies. The CD24-/CD44+ 
cells constituted only a minor population (around 6%) of original cell line and showed 
resistance to chemotherapeutic agent (carboplatin) and increased capacity to form colony, 
compared with controls. Thus, this CD24-/CD44+ minor population behaves like cancer stem 
cells for SCC. The increased proportion of CD24-/CD44+ cells and capacity of colony 
formation were detected in SCC25 cells over-expressing constitutively active form of Akt, 
compared with control vector alone, suggesting that Akt activation pathway participates 
in the acquisition and/or maintenance of cancer stem cells for oral carcinoma cells. Thus, 
Akt signaling pathway would be a new target for therapeutic intervention of patients with 
oral squamous cell carcinoma.    
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１．研究開始当初の背景 
 口腔扁平上皮癌に対する手術療法、化学療
法、放射線治療などの進歩によって、ある程
度の治療成績の向上が認められているが、依
然としてこれらの治療法に抵抗性を示す症
例も存在しており、新規治療法の開発が求め
られている。近年、正常幹細胞との類似性か
ら、増殖性悪性腫瘍は少数の癌幹細胞から生
み出されているというモデル（癌幹細胞仮
説）が提唱されているが、口腔扁平上皮癌の
分野における癌幹細胞に関する知見は未だ
乏しい現状である。 
 
２．研究の目的 
 口腔扁平上皮癌幹細胞株から癌細胞を濃
縮・純化する方法を確立し、癌幹細胞の生物
学的・生化学的な特徴を明らかにする。次に、
これらの特徴・性状を基にして、新規治療法
の開発を推進するための基礎的な情報を得
ることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１）口腔扁平上皮癌細胞株の維持・培養 
口腔扁平上皮癌細胞株は 10%ウシ胎児血清, 
2.5 mM L-glutamine, 0.5 mM sodium pyruvate, 
15 mM HEPES, 1200 mg/ml sodium bicarbonate, 
および 400 ng/ml hydrocortisone を添加し
た DMEM/F12培地で維持した。 
 
（２）癌幹細胞（候補）の濃縮・純化 
浮遊細胞塊（sphere）形成法および化学療法
剤抵抗性などを指標として、口腔扁平上皮癌
細胞株から癌幹細胞を濃縮・純化した。浮遊
細胞塊形成法では、口腔扁平上皮癌細胞株を
非付着性シャーレに分注し、至適濃度の EGF, 
FGF, 2.5 mM L-glutamine,および 1200 mg/l 
sodium bicarbonate 添加 DMEM/F12 培地を用
いて２〜３週間間培養した。 
 
（３）フローサイトメーターを用いた細胞表
面マーカーの決定 
シャーレの中で形成されてくるコロニーを
ピペットで採取し、メッシュを通過させるこ
とによって浮遊単個細胞を得た。次に、抗
-CD24抗体、抗-CD38抗体、抗-CD44抗体、抗
-CD90抗体、抗-CD133抗体、抗-CD184抗体と
反応させ、フローサイトメーター法を用いて、
細胞表面分子の発現の有無を決定した。 
 
（４）癌幹細胞の化学療法剤に対する感受性 
癌幹細胞を種々の濃度の化学療法剤（カルボ
プラチン）存在下に数日間培養し、MTT 測定

法を用いて生存している癌細胞の程度を評
価した。 
 
（５）Akt高発現 SCC25細胞株の樹立 
定法に従って、野生型および活性化型 Aktを
発現ベクターに挿入し、SCC25 細胞株に移入
した。G418選択培地を用いて、トランスフォ
ーマントを得た。Akt の発現レベルはウエス
タンブロット法を用いて確認した。Akt(308)
および Akt(473)のリン酸化は特異抗体を用
いて検討した。 
 
（６）免疫不全マウスを用いた腫瘍形成 
種々の細胞数の腫瘍細胞を免疫不全マウス
（Rag2欠損マウス）の皮下に投与し、腫瘍の
形成の有無を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）浮遊細胞塊形成法による癌幹細胞の純
化 
扁平上皮癌細胞株（SCC9, SCC25）(5X103)を
非付着性ディッシュに分注し、EGFおよび FGF
添加 DMEM/F12培地で２〜３週間培養すると、
コロニー形成が観察された（図１）。コロニ
ーを採取し、単個浮遊細胞を作製し、細胞表
面マーカー、化学療法剤に対する感受性、お
よび in vivo 腫瘍形成能について検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1．SCC25由来の浮遊細胞塊 
 
（２）癌幹細胞の細胞表面マーカー 
口腔扁平上皮癌細胞株由来の浮遊細胞塊を
構成している細胞の表面マーカーをフロー
サイトメーター法によって解析した。方法の
欄に記載されているような種々の抗体を用
いて検討したところ、CD24 および CD44 の２
重染色によって興味深いデータが得られた。
すなわち、SCC9および SCC25由来の浮遊細胞
塊 か ら 得 ら れ た 細 胞 に お け る
CD24-negative/CD44-positive を示す細胞の
割合を検討してみたところ、それぞれ 50%、



90%であった。口腔扁平上皮癌細胞株 SCC9お
よび SCC25における CD24/CD44発現レベルを
検討すると CD24-negative/CD44-positive
（1%, 6%）, CD24-high/CDD44-positive (68%, 
55%)、および CD24-low/CD44-positive (14%, 
20%)であった。これらの事実より、マイナー
な 細 胞 集 団 を 構 成 し て い る
CD24-negative/CD44-positive 癌細胞が口腔
癌幹細胞であると推測される。 
 
（３）癌幹細胞の化学療法剤に対する感受性 
乳癌や膵臓癌由来の癌幹細胞は化学療法剤
に対して抵抗性を示すことが知られている。
そこで、浮遊塊由来の細胞を種々の濃度のカ
ルボプラチンで処理し、生細胞を検討したと
こ ろ 、 SCC25 由 来 の
CD24-negative/CD44-positive 癌幹細胞は野
生株に比べて化学療法剤抵抗性を示した。し
か し な が ら 、 SCC9 由 来
CD24-negative/CD44-positive では野生株と
比べて感受性に違いは認められなかったこ
とから、癌幹細胞には多様性が存在している
可能性が示唆された。 
 SCC25 癌細胞株におけるマイナーな細胞集
団（CD24-CD44-positive）が化学療法剤に対
して抵抗性を示す、癌幹細胞であるという可
能性をさらに追求するために、SCC25 細胞株
をカルボプラチンで処理し、細胞表面マーカ
ー を 検 討 し た と こ ろ 、
CD24-negative/CD44-positive 細胞群が濃縮
されていたことから、SCC25 由来の癌幹細胞
のマーカーは CD24-negative/CD44-positive
であると示唆された。 
 
（４）構成活性化型 Akt を高発現している
SCC25細胞株における CD24/CD44発現 
CD24/CD44 発現パターンに影響を及ぼしてい
る細胞内シグナル分子を検索している過程
で、活性化型 Aktを高発現している SCC25細
胞株では CD24-negative/CD44-positive細胞
の割合がコントロールに比べて 4%から 25%に
増加していることが示された。しかしながら、
野生型 Aktを高発現している細胞ではコント
ロールとの間に優位差は認められなかった。
活性化型 Akt の高発現細胞株では Akt(308)
および Akt(473)のリン酸化が対照細胞株に
比べて亢進していることから、活性化型 Akt
が細胞内で機能していることが確認された。
これらの事実は、活性化型 Akt高発現細胞で
は癌幹細胞（CD24-negative/CD44-positive）
の割合が増加しているということを示唆し
ている。 
 
（５）活性化型 Akt を高発現している SCC25
細胞株の浮遊細胞塊形成能 
 上記の結果より、SCC25 細胞株における癌
幹細胞の形質獲得・維持に Akt活性化が関わ

っている可能性が示唆された。そこで、活性
化型 Akt 高発現細胞株および対照細胞株を
FGF/EGF 添加培地で培養し、コロニー形成能
を検討したところ、活性化型 Akt高発現細胞
では対照細胞株に比べて、コロニー数が増加
していることが示された。これらの事実より、
活性化 Aktが口腔扁平上皮癌幹細胞の性状の
維持・獲得に関わっていると推測された。 
 
（６）免疫不全マウスにおける腫瘍形成 
 SCC25 癌 細 胞 で は  
CD24-negative/CD44-positive 細胞群が癌幹
細胞として機能していると推測された。癌幹
細胞の特徴として、自己複製能、化学療法剤
に対する抵抗性、成熟癌細胞への分化能、転
移能を上げることができ、これらの性質を in 
vivo で確認する方法として腫瘍形成法が用
いられている。 
 SCC 細胞株における腫瘍形成能を検討する
第 1段階として種々の腫瘍細胞（5X106および
10X106）を免疫不全マウス(Rag2欠損マウス)
の皮下に投与した。しかしながら、３ヶ月間
観察した限りでは、いずれの場合にも腫瘍形
成は認められていない。腫瘍細胞を免疫不全
マウスに移植する方法による腫瘍形成には、
腫瘍細胞の形質が関わっており、SCC25 細胞
株ではこれらの因子が欠落している可能性
も考えられる。一方、Rag2欠損マウスでは成
熟 T細胞および B細胞が欠如しているが、抗
腫瘍作用を示す NK 細胞機能などが保持され
ており、SCC25 癌幹細胞の贈腫瘍形成能の感
受性に影響を与えている可能性は否定でき
ない。今後、活性化型 Aktを高発現している
癌（幹）細胞の移植および新たな免疫不全マ
ウスなどを用いて、さらに検討を重ねたい。 
 
（７）癌細胞および癌幹細胞の増殖、細胞死
などに影響を及ぼす細胞内シグナル伝達分
子の検討： 
 今回の解析により、Akt 活性化経路が口腔
癌幹細胞形質の獲得・維持に関わっているこ
とが明らかになった。細胞内シグナル伝達経
路は複数のネットワークを構築し、これらの
ネットワーク間の相互作用によってさらに
上位のネットワークが構築され、細胞の運命
が決定されると考えることができる。そこで、
Akt シグナル伝達経路によって調節を受けて
いるFOXOシグナル経路、さらにPKC-delta → 
ASK/JNK 経路の腫瘍増殖や細胞死に及ぼす影
響を検討した。また、腫瘍の増殖や発育は免
疫系、特にサイトカインの影響を受けており、
そられの特徴・性状について主に in vitro
での解析を行った。 
 
 本プロジェクトでは、口腔扁平上皮癌細胞
から癌幹細胞（候補）を純化する方法を確立
し、その性状（細胞表面マーカー、化学療法



剤感受性、癌細胞への分化、細胞増殖速度な
ど）について明らかにすることができた。ま
た、口腔扁平上皮癌幹細胞の特質の獲得・維
持には Akt活性化シグナル伝達経路が関わっ
ていると推測された。現時点では、in vitro
での解析結果に留まっているが、Akt シグナ
ル伝達経路を阻害すること、あるいはこれら
のシグナル伝達系の干渉と従来の化学療法
剤や放射線治療法の併用などによって、癌幹
細胞の制御、つまり口腔扁平上皮癌細胞のコ
ントロールが可能になると期待できる。 
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