
	 

様式Ｃ－１９	 

	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 
平成 25年	 5月	 22日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 

研究成果の概要（和文）：	 

小児癌	 肝芽腫の発癌機構の解明、新たな治療法の開発促進には肝芽腫幹細胞（CSC）の同定・

解析が非常に重要な課題となる。肝芽腫幹細胞を分離し、免疫不全マウスに接種する in	 vivo

実験を通して、肝芽腫幹細胞を同定した。また、肝芽腫細胞における CD133 の分布を検討した

結果、CD133 が腫瘍細胞の接着・遊走に関与することが確認され、さらに腫瘍血管の形成にも

かかわることが示唆された。	 

	 

研究成果の概要（英文）：	 

The	 identification	 and	 analysis	 of	 hepatoblastoma	 Cancer	 stem	 cells（CSCs）	 can	 be	 

significantly	 challenging	 in	 elucidating	 the	 carcinogenic	 mechanism	 of	 childhood	 cancer	 

and	 developing	 a	 prognosis	 for	 a	 new	 therapy.	 CSCs	 in	 hepatoblastoma	 cells	 were	 separated,	 

and	 these	 cells	 were	 identified	 in	 an	 in	 vivo	 experiment	 into	 mice.	 We	 also	 examined	 

distribution	 of	 CD133	 in	 a	 human	 hepatoblastoma	 cell-line.	 The	 results	 suggest	 that	 CD133	 

membrane	 localization	 plays	 a	 role	 in	 tumor	 cell	 adhesion	 and	 migration.	 Furthermore,	 

the	 findings	 imply	 that	 CD133	 is	 involved	 in	 tumor	 angiogenesis.	 
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１．研究開始当初の背景	 

1994 年に白血病幹細胞が発見されて以来、

正常幹細胞と同様の性質を有する癌幹細胞

の存在が注目されてきた。従来、癌細胞と呼

ばれてきた細胞の中に癌幹細胞はわずか

数％しか存在しないが、自己複製能と癌形成

能があり癌を悪性化するとされ、その多様性

の原因が癌幹細胞の存在であるとされた。	 

さらに、癌幹細胞は特別な微小環境（ニッ

チ）内で休眠状態となっているため、増殖す

る癌細胞を標的とする従来の抗癌剤や放射

線療法では癌幹細胞を死滅させることがで

きず、化学療法後、癌細胞数が激減したよう

に見えても、癌幹細胞が残存しているのでは

ないかと考えられていた。	 

表面抗原に対する特異的な抗体を用いた

解 析 や ヘ キ ス ト 排 出 能 に よ る side	 

population 分画抽出法により癌幹細胞の解

析が行われ、固形癌における癌幹細胞に関す

る報告もみられた。しかしながら、小児肝臓

に発生する悪性腫瘍のうちもっとも罹患頻

度の高い肝芽腫における癌幹細胞の報告は

なかった。小児癌の発癌機構を解明し、予後

判定を実施して新たな治療法の開発を進め

ていく上で、肝芽腫における癌幹細胞(CSC)

の分離・同定・解析が非常に重要な課題と思

われた。	 

	 

２．研究の目的	 

肝芽腫に対する新たな治療法の開発をめ

ざし、肝芽腫における CSC の同定・分離を試

みた。	 	 

さらに、肝芽腫細胞における CD133 の分布

について調べた。未分化幹細胞のマーカーで

ある CD133 は癌幹細胞のマーカーとしても注

目され、癌幹細胞の同定に応用されている。

また、腫瘍の血管新生に関しても、神経膠芽

腫の癌幹細胞が CD133 陽性の血管内皮細胞に

分化し血管新生が生じると報告された。さら

に、非接着性の循環内皮前駆細胞は CD133 を

発現し、この細胞が接着性の細胞に分化する

と CD133 の発現が停止するとされるが、細胞

接着性や細胞分化度に対する CD133 の機能に

ついては不明な点が多い。そこで、肝芽腫細

胞における CD133 の発現局在を調べ、その機

能的意義について考察した。	 

研究目的	 

(1)	 培養実験モデルを用いた肝芽腫幹細胞

の分離と同定	 

(2)	 肝芽腫幹細胞の特異的活性化因子の検

出	 

(3)	 癌幹細胞が関与する腫瘍血管新生因子

の解明および腫瘍血管構築の形態学的解析	 

	 

３．研究の方法	 

培養実験モデルを用いて、小児癌である肝

芽腫細胞における癌幹細胞の存在を明らかに

するとともに、癌幹細胞と腫瘍血管形成との

関係について調べた。	 

(1) 肝芽腫細胞培養実験モデル作成	 

ヒト肝芽腫細胞株(HuH-6	 clone-5,	 well	 

differentiated	 type,	 JCRB0401)を使用した。

細胞を 10%牛胎児血清（FBS）,	 50μg/ml ゲ

ンタマイシンを含む Dulbeco’s	 modified	 

Eagle 培地を用いて 37℃、5％CO2の条件下で

培養し、細胞がコンフルエントになった時点

で実験に供した。	 

(2)	 肝芽腫幹細胞のソーティング	 

培養細胞から CSC 候補集団を分散する際の

指標として、超生体染色色素である Hoechst	 

33342 の排出能の高い集団である side	 

population	 (SP)を検出するアッセイを用い

た。細胞株をトリプシン/EDTA を用いて培養

フラスコより回収し、PBS で洗浄した後、HBSS

で浮遊させた。トリパンブルーで細胞数をカ

ウントし、1×106 個/ml の濃度に調整し、



Hoechst	 33342	 (Sigma,	 MO,	 USA)を 5.0μg/ml

加え、37℃で 30分染色した。遠心(4℃、300G、

5 分)し上清を除去した後、PI(最終濃度	 1μ

g/ml)を含む	 HBSS に浮遊させ、測定まで氷上

で静置した。フローサイトメーター	 FACS	 

Vantage	 SE（BD,	 Tokyo,	 Japan）により解析

した。なお、ABC	 transporter 阻害剤である

verapamil	 (Sigma,	 MO,	 USA) を 添 加 し

Hoechst33342 排出を阻害し、SP 分画を消失

させることにより、SP 分画の細胞を確認した。	 

FACS	 Vantage	 SE（BD,	 Tokyo,	 Japan）を

用いて、①	 SP 分画細胞、②	 non-SP(main	 

population:	 MP)分画細胞をソーティングし

た。	 

(3)	 ソーティングした肝芽腫癌幹細胞の免

疫不全マウスへの移植実験	 

ヒト肝芽腫細胞株から CSC を分離・同定す

るにあたり、まず、HuH-6	 clone-5 細胞株が

適切なモデルであるか否か調べるために、培

養した細胞を NOD/SCID 免疫不全マウスの皮

下に接種し(5×105個)、生体内における腫瘍

産生能を確認した。培養細胞をトリプシン

/EDTA を用いて培養フラスコより回収し、PBS

で洗浄後、培養液で浮遊した。氷上に静置し、

充分に冷やした Matrigel	 Basement	 Membrane	 

Matrix	 (BD	 Biosciences,	 CA,	 USA)と 1：1

混濁液を作製後、麻酔下で NOD/SCID マウス

の皮下に接種した。	 

実験群として、ソーティングした SP 分画

細胞を NOD/SCID マウス（計 10 匹）の左前肢

基部皮下に接種し	 (各々104個)、non-SP(MP)

分画細胞を同じ NOD/SCID マウス（計 10 匹）

の右前肢基部皮下に接種した(各々104個)。接

種した細胞の調整法は腫瘍形成能を確認し

た際と同様に Matrigel	 Basement	 Membrane	 

Matrix	 (BD	 Biosciences,	 CA,	 USA)と等量混

合して行った。なお、コントロールとして培

養液のみと Matrigel を混合したものを同マ

ウスの後肢基部皮下に接種した。	 

(4)	 NOD/SCID マウスに形成された腫瘍確認	 

実験に使用した NOD/SCID マウスは 20 週後

に犠牲剖検し、腫瘍形成の有無を肉眼で確認

した。形成された腫瘍をパラフィン包埋し、

５μm に薄切し、ヘマトキシリン・エオジン

染色を行い組織学的に調べた。	 

また、腫瘍細胞の増殖能を確認するために、

NOD/SCID マウスに形成された腫瘍の組織培

養を行った。摘出した腫瘍を眼窩用尖刃で粥

状になるまで細切し、滅菌したメッシュでろ

過した後、ろ液(細胞浮遊液)を 35mm	 glass	 

base	 dish(IWAKI,	 Tokyo,	 Japan)に散布し

37℃、5％CO2の条件下で培養した。	 

細胞が培養 dish 底面に接着、増殖した段

階で Hoechst33342 の排出能を確認した。培

養液を除去、洗浄後、Hoechst	 33342(Sigma,	 

MO,	 USA)を終濃度 5.0μg/ml になるように培

養 dish に加えた。37℃で 30 分染色し、直ち

に蛍光顕微鏡 Keyence	 BZ-9000	 (Keyence,	 

Osaka,	 Japan)で観察した。	 

(5)	 培養肝芽腫細胞における CD133 の発現

局在の観察	 

	 

４．研究成果	 

培養実験モデルを用い、肝芽腫幹細胞の

分離と同定を行った。	 

ヒト肝芽腫細胞株(HuH-6	 clone-5)から SP

分画法により CSC を分離した。SP 細胞を免疫

不全マウスに移植した場合は腫瘍が形成さ

れたが、non-SP 細胞の場合は腫瘍形成がみら

れず、SP 細胞は高い腫瘍形成能を有し、この

細胞集団に癌幹細胞が含まれていることが

示された。	 

	 In	 vivo 実験の結果、免疫不全マウスに接

種した SP 分画細胞が自己複製したことが証

明された。この結果は肝芽腫に対する CSC を

標的とした新しい治療戦略に繋がると期待



される。	 

	 

	 

また、肝芽腫細胞におけるCD133の発現局在

を電顕観察し、CD133の機能的意義について考

察した。肝芽腫細胞ではCD133陽性部位は細胞

膜にみられる糸状仮足および葉状仮足を含む

複雑な構造を呈する部位に集中していること

が明らかとなった。CD133陽性部位の局在性は

CD133が肝芽腫細胞の接着・遊走に関与するこ

とを示している。	 
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