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研究成果の概要（和文）：卵巣癌がしばしば示す治療抵抗性獲得機構には癌幹細胞が関与している事から本研究では卵
巣癌幹細胞に特異的なマーカーの同定を目指した。卵巣明細胞腺癌に特異的に発現する癌幹細胞マーカーを同定するた
めに、卵巣明細胞腺癌株（２種）を用いて、いくつかの卵巣がん幹細胞マーカー候補分子を目印にして分画しNOGマウ
スに接種を行った。EpCAM(+)と(-)で分画した場合、(-)分画の方が高い腫瘍増殖傾向を示した。しかしEpCAM発現抑制
された細胞株は増殖抑制される事が明らかとなった。これらin vivoとin vitroでそれぞれ相反する結果となったがそ
の作用機序については不明である。

研究成果の概要（英文）：Ovarian cancer frequently demonstrates chemotherapy-resistant mechanism and it has
 been recently reported that cancer stem cell is involved in this mechanism.  We have planned to determine
 potential marker for cancer stem cell of ovarian cancer.  We have chosen two ovarian cancer cell lines ou
t of nine ovarian cancer cell lines based on tumor growth activity using immune deficient mice experiment 
(NOG mice).  We have searched several potential marker for cancer stem cell and found that EpCAM negative 
population demonstrates high growth rate when inoculated to NOG mice.  We have established EpCAM knock-dow
n cell lines under doxycycline control. Unexpectedly the cell lines demonstrate growth inhibition when EpC
AM expression was decresed.  These data obtained from in vivo and in vitro experiments show some discrepan
cy however the mechanism is still unclear.  
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１．研究開始当初の背景 
 男性と異なり、40 歳代の女性では乳癌、子
宮癌、卵巣癌などの婦人科系疾患による死亡
が多くを占める。実際、卵巣癌罹患者は毎年
8000 人前後、死亡者は 4000 人以上である（国
立がん研究センター2008 年調査）。近年、手
術法標準化と Paclitaxel と白金製剤による化
学療法の進歩により治療成績に著しい向上
は見られるものの、進行症例の５年生存率は
未だに 30%前後と予後不良である(卵巣がん
治療ガイドラインより)。卵巣癌の多くは治療
初期に化学療法に非常に良く反応し、臨床的
寛解に至ることも少なくない。しかし完治す
ることは稀であり多くは再発して抗癌剤治
療が再び必要となる。これを繰り返すうちに
徐々に薬剤耐性を獲得しやがて治療抵抗性
となってしまい、特に卵巣明細胞腺癌は治療
抵抗性を示す事が多い。以上より卵巣癌治療
の最大の障壁はこの薬剤耐性問題であると
我々は考える。 
 この機構には癌幹細胞が強く関与している
ことがすでに示されている(Reya et al, Nature 
20007, Visvader et al, Nature Rev Cancer 2008)。
がん幹細胞の存在が報告されたのは白血病が
初めで(Lapidot et al, Nature 1994, Bonnet et al, 
Nature Med 1997)、固形癌としては2003年に乳
癌でCD24-, CD44+分画に癌幹細胞が存在す
る事が報告されたのが最初である(Al-Hajj et 
al, PNAS 2003)。他にも脳腫瘍ではCD133陽性
細胞が (Singh et al, Cancer Res 2003, Singh et 
al, Nature 2004) 、 膵 臓 癌 で は
EpCAM+/CD44+/CD24+ (Li et al, Cancer Res 
2007)やCD133+ (Hermann et al, Cell Stem Cell 
2007)が癌幹細胞である事が報告されている。
これらのうちEpCAM（別名CD326、上皮特
異抗原 ESA、ヒト上皮抗原HEA）は連携研
究者の菅村が肝癌幹細胞マーカーとして有用
であると報告した(Kimura et al, Cancer Sci 
2010)。一方卵巣癌における癌幹細胞の存在は
Szotekらにより初めて示された(Szotek et al, 
PNAS 2006)。この癌幹細胞の実体はHoechst 
33342 の 排 出 能 が 亢 進 し た SP(side 
population)細胞集団であるが、ヌードマウス
を使った実験でも腫瘍形成能が高い事を示し
ている(Szotek et al, PNAS 2006)。その後も他の
研究グループにより、卵巣癌幹細胞マーカー
候補としてCD133(Kusumbe et al, Stem Cells 
2009)、CD117 (c-kit)(Ma et al, Acta Biochim 
Biophys Sin 2010)、Aldehyde Dehydrogenase 
(Landen et al, Mol Cancer Ther 2010)などが報
告されている。しかしながら、臓器ごとによ
りマーカーの発現パターンが異なり、さらに
は同じ組織でも、大腸癌や膵臓癌ではCD44+
という報告とCD133+という報告があるよう
に、これらの報告の違いが一体何によるのか、
例えば実験手法、細胞株、使用動物の違いよ
るものなのか、など未だに明らかになってい
ない面も多い。同様に卵巣癌幹細胞マーカー
研究においても上に述べた通りSP分画、
CD133+、CD117、Aldehyde Dehydrogenaseが

癌幹細胞マーカーの候補として報告されてい
るが、他にも絶対的な癌幹細胞マーカーとな
りうる分子が存在する可能性はあると我々は
考えた。 
 
２．研究の目的 
卵巣癌がしばしば示す治療抵抗性獲得機構
には癌幹細胞が関与している事が最近の研
究で明らかとなってきた。本研究ではフロー
サイトメトリーFACSAriaII による細胞分取
法と超免疫不全マウス(NOG マウス)による
腫瘍 in vivo assay 法を活用し卵巣癌幹細胞に
特異的なマーカーの同定を目指す。卵巣癌の
中でも特に予後不良な卵巣明細胞腺癌に注
目し、同癌由来細胞株および新鮮臨床検体を
用いた機能的スクリーニングを行い卵巣明
細胞腺癌特異的マーカー分子同定を目指し
た。さらに、当研究所が設立した全国的にも
ユニークな Tissue Bank を活用し、将来の分
子標的治療薬の開発および臨床応用へと橋
渡しすることを最終目的とした。 
 
３．研究の方法 
 我々がこれまでに卵巣癌細胞株を用いて
行った予備実験のデータを元に、本研究では
臨床新鮮卵巣癌組織を対象に卵巣癌細胞表
面マーカーを臨床応用する事を最終目的に、
３年以内を目標に以下の研究計画を立案し
た。研究計画１.卵巣癌細胞株における候補分
子マーカー発現強度を指標にしたセルソー
ティングおよび NOG マウスを用いた in vivo
生着実験。研究計画２.臨床新鮮卵巣癌組織に
おける候補分子マーカー発現強度を指標に
したセルソーティングおよび NOG マウスを
用いた新鮮癌組織の in vivo 生着実験。研究計
画３.候補癌幹細胞マーカーに対するノック
ダウン siRNA 導入による機能解析。 
＜方法概要＞ 
研究計画１で我々は卵巣明細胞腺癌に特異
的に発現する癌幹細胞マーカーを同定する
ために、卵巣明細胞腺癌株（４種）およびコ
ントロール用に他組織型卵巣癌株（5 種）を
用い、各種癌幹細胞マーカーの発現を①
FACS AriaII を用いて発現解析、比較検討を
行い、これらの中から癌幹細胞マーカー候補
を選択する。その後幹細胞の性質の有無を、
②Sphere colony assay③NOG マウス接種に
より確認する。研究計画２では計画１で選択
したマーカー候補の発現パターンを手術で
得られる新鮮卵巣癌組織または当センター
内の Tissue Bank に保存してある新鮮凍結
卵巣癌組織（現在約８０例、今後もさらに蓄
積予定）を用いて組織型で分類し発現確認す
る。癌幹細胞は全細胞集団に対して少数細胞
集団として存在するという特性を用いて、候
補分子マーカーの population を指標に、コラ
ゲナーゼ処理した臨床卵巣癌組織をマーカ
ー高発現分画、低発現分画に分離し、それぞ
れの細胞分画を連携研究者の菅村が開発に
携わった超免疫不全 NOG マウスに移植する。



NOG マウスは T、B、NK 細胞を欠損する免
疫不全マウスで、異種間細胞移植が容易に行
えるという特性を有する。さらに当がんセン
ターには全国有数の NOG マウスセンターが
設置されており NOG マウスが実験動物中央
研究所より毎月６０匹と潤沢に供給される
体制が整っている。この NOG マウスを用い
て移植腫瘍細胞数、タイムコースなどのパラ
メーターを設定し、腫瘍形成能、増殖能を解
析する。これらの結果をふまえて最終的にど
の分子マーカーのどの分画に幹細胞が多く
含まれているかを決定した。 

研究計画３.前年度に最終的な候補標的分子
を決定した後、標的分子に対する small 
interference (si)RNA 配列、GFP、薬剤選択
マーカーを組み込んだレンチウイルスベク
ターを作製し、卵巣明細胞腺癌細胞株に感染
させ、in vitro で解析する。もし siRNA 発現
により卵巣明細胞腺癌細胞株の腫瘍形成能
や増殖能に変化が生じれば、この分子が癌幹
細胞マーカーである事の重要な証拠となる。
その後、同様実験を新鮮卵巣癌手術検体又は
Tissue bank 内の卵巣癌検体を用いて行い、
将来的な標的分子となりうるか確認検討す
る。 
 
４．研究成果 
 卵巣癌患者由来の卵巣癌細胞株９種類に
対しフローサイトメトリーを用いて癌幹細
胞マーカーとなりうる表面分子群（SP分画、

CD133、CD90、CD44、EpCAM）の発現解析
を行った。その結果、EpCAM の発現パター
ンが特徴的であり、これらを超免疫不全
(NOG)マウスへ移植した後の腫瘍形成能に逆
の相関があることが示された（図１および
２）。 
 この結果はこれまで膵癌や肝臓癌では
EpCAM 陽性細胞に癌幹細胞が存在するとす
る報告と逆の結果となった。ここで、TGFbeta
という分子はある条件下では造腫瘍効果を
示すが別の条件下では腫瘍抑制効果を示す
など興味深い振る舞いをする (Bierie and 
Moses. Nature Rev Cancer 2006) 。我々は
EpCAM もそのような挙動を示す分子である
可能性を仮定している。よって第一に
EpCAM を指標に ES2、TOV21G などの卵巣

明細胞腺癌由来細胞株に注目し、腫瘍形成能
など詳細を解析中である。また、我々は同じ
メソドロジー戦略で既知の幹細胞マーカー
を指標とし卵巣癌細胞集団を分画し詳細な
解析を行う事で将来の癌幹細胞マーカー探
索の道が開けると考えた。 
 なかでも EpCAM(+)と EpCAM(-)で分画し
NOG マウスに接種した結果、EpCAM(-)分画
の方が高い腫瘍増殖傾向を示した（図３およ
び４）。 

 さら EpCAM ノックダウン siRNA 導入によ
り腫瘍増殖能がどのように変化するか解析
を行った。まず卵巣がん細胞株にドキシサイ
クリン誘導型の EpCAM 遺伝子をレンチウイ
ルスベクターにより導入し EpCAM 遺伝子が
ドキシサイクリン投与により発現抑制され
る事を確認した。この遺伝子導入細胞株を用
いて成長曲線を調べた所、ドキシサイクリン
で EpCAM 発現抑制された細胞株が増殖抑制
される事が明らかとなった（図５）。これら
in vivo と in vitro でそれぞれ相反する結果と
なったがその作用機序については不明であ

図２. 卵巣癌細胞株表面マーカーの FACS および
RT-PCR による解析。腫瘍形成能に関与する遺伝子
を RT-PCR, FACS を指標にクスリーニングを行う。
例として EpCAM を示すが、卵巣癌の場合この分子
の発現パターンは腫瘍形成能と負の相関を示す可
能性がある。（Suzuki et al, 未発表データ）。 

 
図１．卵巣癌細胞株９種を超免疫不全 NOG マウス
に接種したところ、生着能、増殖能に違いが認め
られた。なかでも TOV112D と明細胞腺癌由来の ES2
と TOV21G が非常に強い腫瘍増殖能を示した
（Suzuki et al, 未発表データ）。 

 
図３. NOG マウスへの分画後卵巣癌株接種方法 

 
図４. EpCAMを指標に分取した細胞株(TOV21G明細
胞癌株)の NOG マウスへ接種後の腫瘍容積変化 



る。 
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図５. EpCAM ノックダウン細胞株（赤線）は増殖
抑制を示した。 
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