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研究成果の概要（和文）：CD44+CD24+細胞集団は、in vitro と in vivo において癌幹細胞の性

質とその特異的なマーカーの発現を示し、それに対して抗癌剤をスクリーニングすることによ

って、この再発性疾患に対する有効性の高い治療法の確立へとつながる。 

 
研究成果の概要（英文）：It is concluded that CD44+CD24+ sub-population cells have the in 
vitro and in vivo characteristics of cancer stem cells and their specific detection could be 
highly valuable for the therapy of this recurrent disease by screening of new anticancer 
drugs. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・産婦人科学 
ｷｰﾜｰﾄﾞ：婦人科腫瘍学・癌幹細胞・組織幹細胞・婦人科組織・幹細胞マーカー・組織アレイ 
 
１．研究開始当初の背景 
婦人科組織内の腺上皮から発生する腺癌は
消化器系組織に発生する腺癌に比べ、化学療
法に対する反応はよいが、その後、再発およ
び抗癌剤耐性を獲得し治療に難渋すること
が多い。薬剤耐性により治療を免れ遺残して
いる癌幹細胞が再び増殖してくるものと考
えられる。婦人科組織においては正常組織の
幹細胞も同定されておらず、その性状を明ら
かにすることは、より有効な癌治療を開発す
る上で不可欠と思われる。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は婦人科正常組織および同組織
から発生した癌における幹細胞を再生医学

的立場から同定するとともにそれらの幹細
胞を単離し、それらの性状を解析することに
よって、婦人科腫瘍の早期発見や新たな癌治
療法開発への手がかりを得ることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
１）細胞表面抗原の発現様式による Hela細
胞・患者からの細胞の解析:フローサイトメ
トリック法による CD24, CD29, CD44, CD49f, 
CD34, CD45 の発現パターン(Fig.1)。 
２）CD24,CD44を用いた
Fluorescence-activated cell sorting  
(FACS)による HeLa 細胞・患者からの細胞の
分取(Fig.2)および分取細胞の解析： 
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①Sphere formation assay(Fig.3) 
② Soft agar colony assay (Fig.4) 
③ Heterogenity after culturing 
assay(Fig.5) 
④ Cell proliferation assay (Fig.6) 
⑤ Staining with stemness markers (Fig.7)
⑥ RT-PCR for the stemness genes (Fig.8)
⑦ Chemotherapy resistance assay (Fig.9)
⑧ Radiotherapy resistance assay (Fig.10)
⑨Tumorigenicity into nude mice 
(Fig.11-13, Table1)。 
３）婦人科各正常組織より上皮細胞をそれぞ
れ単離し、抗体によりラベリングした後セル
ソーターにかけ、マーカーを発現している細
胞を分離し、これらの細胞に幹細胞としての
性格が存在するか否かを確認している。 
①希釈密度における培養条件下でのコロニ
ー形成能により増殖能を解析した。 
②未分化状態を維持する培養条件を確立し、
分離細胞が少なくとも一つのスフェロイド
(未分化細胞塊)を形成する細胞数をカウン
トし、96穴プレート上に培養した細胞から一
次スフェロイドを得、これを回収し離散させ
二次スフェロイドを作る細胞数をカウント
し、自己複製能を解析した。 
４）得られた細胞を、Nudeマウスの皮下に移
植し、癌再生能の有無を検討した。 
５）得られた正常幹細胞マーカーの発現陽性
細胞数をカウントし、出現率を統計的に評価
した。 
 
４．研究成果 
１）CD44, CD24, CD29, CD49f は発現してい
たが、CD34, CD45 は発現していなかった
(Fig.1)。 
２）CD44+CD24+の細胞集団は 28%、CD44+CD24-
の細胞集団は 53%、CD44-CD24+の細胞集団は
4%、CD44-CD24-の細胞集団は 15%であった
(Fig.2)。 
 CD44+CD24+の細胞集団は、CD44+CD24-のも
のに比べて大きく、数が多い Sphere を形成
した。一方、CD44-の細胞集団では Sphereが
形成されなかった(Fig.3,Fig.4)。 
 分取した細胞集団の培養後の多様性を検
討したところ、CD44+CD24+の細胞集団が元の
細胞集団と同様の分布示したが、他は示さな
かった(Fig.5)。 
 分取した細胞集団の培養後の増殖能を検
討したところ、CD44+CD24+の細胞集団が最も
増殖能が高かった(Fig.5)。 
 分取した細胞集団の幹細マーカーの発現
を Oct3/4抗体、c-Myc 抗体、Sox-2抗体で検
討したところ、CD44+CD24+の細胞集団が他の
細胞集団に比べて高い発現を示した(Fig.7)。 
 分取した細胞集団に対する幹細胞マーカ
ーの mRNA の発現を検討したところ、
CD44+CD24+の細胞集団が他の細胞集団に比

べて oct3/4、c-myc、nanog,klf-4 の発現が
高かった(Fig.8)。 
 抗癌剤である Cisplatinに対する抵抗性を
検討したところ、CD44+CD24+の細胞集団が他
の細胞集団に比べて抵抗性を示した(Fig.9) 
 X 線に対する抵抗性を検討したところ、
CD44+CD24+の細胞集団が他の細胞集団に比
べて抵抗性を示した(Fig.10) 
 マウスにおける腫瘍形成能を検討したと
ころ、CD44+CD24+の細胞集団が他の細胞集団
に比べて腫瘍の形成が大きかった (Fig.11) 
形成された腫瘍の細胞において CD44、CD24
の発現に対する分布様式を検討したところ、
CD44+CD24+の細胞集団を植え付けたマウス
の腫瘍が、分取しない元の細胞集団と同様の
多様性を示し、CD44+CD24-のものを植え付け
たマウスからの腫瘍は、示さなかった
(Fig.12)。 
３）得られたスフェロイドに自己複製能があ
った。 
４）移植した腫瘍においても、オリジナルの
癌組織で見られた幹細胞マーカーの発現が
あった。 
５）子宮頚部の扁平上皮癌、子宮内膜癌、卵
巣癌の各組織間で、幹細胞マーカーの発現が
見られたが、共通に発現する癌幹細胞マーカ
ーや特定の細胞表層マーカーは見いだされ
なかった。 
 
【考察】 
・ CD44+CD24+細胞集団は、他の細胞集団に

比べて sphere とコロニーの形成力があ
る。 

・ CD44+CD24+細胞集団が、分取しない元の
細胞集団と同様の多様性を培養後に示し
たのに対し、他の細胞集団はそれを示さ
なかった。 

・ CD44+CD24+細胞集団は、他の細胞集団に
比べて高い増殖速度を示した。 

・ CD44+CD24+細胞集団は、他の細胞集団に
比べて幹細胞マーカーの発現が高かった。 

・ CD44+CD24+細胞集団は、分取しない元の
細胞集団と他の細胞集団に比べて高い腫
瘍形成能を示した。 

・ CD44+CD24+細胞集団によって形成された
腫瘍の細胞は、分取しない元の細胞集団
と同様の多様性を示した。 

・ CD44+CD24+細胞集団は、化学療法と放射
線療法に対して、他の細胞集団に比べて
抵抗性を示した。 

・ 幹細胞に特異的な性格を維持するのに必
要と思われる因子が ABC transpoter gene 
の一つである breast cancer resistance 
protein（BCRP）、ES細胞に発現の見られ
る Oct4、Klf-4であることが示唆できた。  
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【結論】 

CD44+CD24+細胞集団は、in vitro と in vivo

において癌幹細胞の性質とその特異的なマ

ーカーの発現を示し、それに対して抗癌剤を

スクリーニングすることによって、この再発

性疾患に対する有効性の高い治療法の確立

へとつながるであろう。 

 
Fig.1 FCM analysis of Hela cells. 
CD44, CD24, CD29 and CD49f were 
expressed but CD34 and CD45 were 
not expressed in HeLa cells. 

CD44

CD45

CD29

CD34

CD24

CD49f

 
Fig.2 FACS for HeLa cells. 
HeLa cells were sorted according to 
CD44 and CD24 cell surface markers. 

 
Fig.3 Sphere formation in 24-wells 
ultra-low attachment dish. 
 The CD44+CD24+ sub-population 
formed more spheres with big size 
than CD44+CD24- sub-population, 
while CD44- sub-population did not 
form any spheres. 

 
Fig.4 Soft agar colony assay. 
The CD44+CD24+ sub-population 
formed more colonies with big size 
than other sub-populations. 

 

Fig.8 RT-PCR for the stemness 
genes. 
Oct ¾, c-Myc, Nanog and Klf-4 
were highly expressed in 
CD44+CD24+ sub-population 
compared to CD44+CD24- 
sub-population. 

 
Fig.5 Heterogeneity after culturing assay. 
After sorting, the sub-populations were 
cultured till being confluent, then, analyzed 
by FCM for testing of heterogeneity.The 
CD44+CD24+ sub-population formed 
heterogenous cells as the original unsorted 
cells, but other sub-populations did not. 
  

 
Fig.6 Cell proliferation assay. 
The growth rate of CD44+CD24+ 
subpopulation was greater than those of 
other sub-populations, but not significantly 
different. 

 

Fig.7 Staining for the sorted HeLa cells. 
Oct ¾, c-Myc, and Sox-2 were highly 
expressed in the cytoplasm of 
CD44+CD24+ sub-population compared 
to CD44+CD24- sub-population. 
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Table 1  Injection of different cell 
numbers into nude mice. 
From the table, we notice that 100’000 
Hela unsorted cells formed tumor, but 
only 1000 cells of CD44+CD24+ 
sub-population formed tumor, suggesting 
that CD44+CD24+ sub-population is 100 
times more tumorigenic than Hela 
unsorted cells. 

 
Fig.11 Tumorigenicity. 
Mice injected with CD44+CD24+ 
sub-population formed tumors bigger 
than those from Hela unsorted cells (two 
folds) four weeks after IM injection of 
1x104 cells. But, from CD44+CD24- 
sub-population only one mouse formed 
tumor with smaller weight compared to 
that from Hela unsorted cells, suggesting 
that CD44+CD24+ sub-population is the 
most tumorigenic sub-population in Hela 
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Fig.9 Cisplatin resistance assay. 
The CD44+ CD24+ sub-population cells 
are more resistant to cisplatin than others, 
suggesting that these cells possess the 
hypothesized cancer stem cell 
chemoresistant phenotype. 

 
Fig.10 X-ray resistance assay. 
The CD44+ CD24+ sub-population cells 
are more resistant to X-ray than others , 
suggesting that these cells possess the 
hypothesized cancer stem cell 
radioresistant phenotype. 
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