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研究成果の概要（和文）：悪性黒色腫細胞株において、幹細胞様性質をもつ細胞を同定するための検討を行った。ABCB
5陽性細胞、 CD271陽性細胞は、ABCB5陰性細胞やCD271陰性細胞と比較してNOD-SCIDマウスにおいて高い腫瘍形成能を
示した。またPKH染色による色素保持細胞(label retaining cell) は高いsphere形成能を示し、かつCD271およびABCB5
を高発現していた。これらの結果から、label retaining cellは幹細胞様性質を持つ細胞集団を含んでいると考えられ
た。これらの細胞のさらなるエピゲノム解析が、悪性黒色腫の新しい治療標的の発見に有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To identify subpopulation having stem cell characteristics in melanoma, we isolate
d cells by fluorescence-activated sorting and implanted cells to NOD/SCID mouse and performed sphere forma
tion assay. ABCB5 positive subpopulation in AKI melanoma cells and CD271 positive cells in WM266 cells wer
e more tumorigenic than CD271 negative cells or ABCB5 negative cells when grafted to mice. We also analyze
d slow cycling, label retaining cell. The rate of sphere formation of label retaining cells was higher tha
n the other cells and label retaining cells showed increased expression of CD271 and ABCB5. These result s
how these subpopulation in melanoma cells have stem cell characteristics. We think additional analysis of 
epigenetic change of these cells can be used to detect new therapeutic target for melanoma.
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１．研究開始当初の背景 

悪性黒色腫は悪性度の高い皮膚癌で、毎年そ

の発生数は漸増の傾向にある。遠隔転移例で

は極めて予後不良であり、転移に対する有効

な治療法の開発が必要である。近年、癌幹細

胞の概念が提唱され、癌の治療抵抗性に癌幹

細胞が関与していることが明らかにされ、新

たな治療標的として期待されている。これま

で、CD133などが各種のがん幹細胞に特異的

なマーカーとして報告されているが、悪性黒

色腫の幹細胞に特異的なマーカーに関して

は未知の点が多い。 

エピジェネティクス異常は、ほぼあらゆる悪

性腫瘍に見られる現象であり、癌抑制遺伝子

のプロモーター領域の DNA メチル化による

不活化がその代表例である。ES細胞や iPS細

胞の研究などにおいては遺伝子発現の制御

にエピジェネティックな修飾が関連してい

ることが報告され、癌幹細胞においても、癌

化への初期イベントや幹細胞性の維持にお

いてエピジェネティックな発現制御機構が

関連している可能性が指摘されているが、そ

の詳細なメカニズムは未だ明らかでない。癌

幹細胞におけるエピジェネティックな制御

機構を解析することは癌の治療抵抗性メカ

ニズムを解き明かし、これを克服する新規治

療法の開発に必要不可欠と考えられる。これ

まで我々は、DNAメチル基転移酵素 DNMT

をノックアウトしたがん細胞において、がん

幹細胞の指標である Side Population(SP)細

胞分画が減少することを見出した。この事実

は、DNAメチル化などのエピジェネティック

な制御ががん幹細胞の維持に重要な役割を

果たすことを示唆する。 

悪性黒色腫においても癌幹細胞の存在が報

告されているが、特異的なマーカーについて

はいまだ決定的なものがない。また、遺伝子

解析や、ゲノム網羅的なエピジェネティック

な異常についても明らかではない。 

悪性黒色腫治療の奏効率が低い原因として、

癌幹細胞に存在する薬剤を排出するトラン

スポーターの存在や、癌腫瘍抗原の発現低下

などの可能性が考えられる。このような癌の

幹細胞性がどのようなエピジェネティック

な異常により制御されているのかをゲノム

網羅的に解析することは、悪性黒色腫の治療

において新たなアプローチを発見する上で

非常に重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、悪性黒色腫の癌幹細胞を同定し、

そのエピゲノム異常を解明し、エピゲノム異

常を標的とした新規治療法の開発の基盤と

なる研究を行うこと目標とする。 
 
３．研究の方法 

（１）Side population cell、CD271陽性細胞、

ABCB5陽性細胞の分離 

悪性黒色腫幹細胞を分離するため、幹細胞の

マーカーとされる分子(CD271, ABCB5)の抗

体や Hoechst を用いて悪性黒色腫細胞株を染

色した後、FACS Ariaを用いて陽性細胞を分

離した。 

（２）Label retaining cellの分離 

Slow cyclingな label retaining cellを分離する

ため、PKH色素により悪性黒色腫細胞株を染

色し、 melanosphere medium と ultra low 

attachment dishで培養した。その後、FACS aria

にて PKH high細胞と PKH low細胞を分離し

た。 

（３）幹細胞性質の確認 

分離した細胞を免疫不全マウスに移植し、in 

vivoでの腫瘍形成能を確認した。また in vitro

で sphere assay を行って腫瘍の増殖能を評

価し、幹細胞様性質の有無を評価した。 

（４）遺伝子発現解析 

上記の実験で分離した癌幹細胞様性質を持

つ細胞集団から DNA、RNA を抽出し、遺伝

子発現を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）Side population cellの分離と幹細胞様性

質についての検討 

悪性黒色腫細胞株において幹細胞様性質を

もつ細胞を同定するため、悪性黒色腫の幹細

胞マーカーと報告されている抗体あるいは

色素を用いて陽性細胞を分離し、NOD-SCID



マウスに移植して腫瘍形成能を検討した。

Hoechst 色素を用いた FACS 解析で Side 

Population (SP)細胞が確認された A2058 メラ

ノーマ細胞株を、NOD-SCIDマウスに移植し

て造腫瘍能を検討した結果、SP細胞、MP細

胞いずれも腫瘍を形成し、増殖にも差はみら

れなかった。 

 

（２）ABCB5 陽性細胞の分離と幹細胞様性

質についての検討 

ABCB5 抗体で陽性細胞が確認された AKI メ

ラノーマ細胞株を用いて、ABCB5 陽性細胞

と陰性細胞を NOD-SCID マウスに移植した

ところ ABCB5 陽性細胞では移植細胞数

100個、10個のいずれにおいても腫瘍形成が

みられたが、ABCB5 陰性細胞ではすべての

NOD-SCIDマウスにおいて腫瘍は生着しなか

った。AKI における ABCB5 陽性細胞は、腫

瘍形成能が高い細胞集団であることが示唆

された。 

 

（３）CD271陽性細胞の分離と幹細胞様性質

についての検討 

CD271 抗体について陽性細胞がみられた

WM266 細胞株で、CD271 陽性細胞と陰性細

胞を NOD-SCID マウスに移植したところ、

CD271 陽性細胞および CD271 陰性細胞のい

ずれも NOD-SCID マウスに生着すること確

認された。移植細胞数 100個 では CD271陽

性細胞と CD271 陰性細胞で増殖に差はみら

れなかったが、移植細胞数 10 個では CD271

陽性細胞由来の腫瘍は陰性細胞由来の腫瘍

と比較して、有意差をもって高い増殖速度を

示した。これらの結果から、WM266 におけ

る CD271陽性細胞は、腫瘍形成能が高い細胞

集団であることが示唆された。 

WM266 以外の細胞株においても検討を行っ

た。mm96L と A2058 メラノーマ細胞株を対

象に、FACSによって CD271陽性細胞と陰性

細胞を分離し、NOD-SCIDマウスに移植を行

って腫瘍形成能を検証した。mm96L 細胞、

A2058 細胞いずれにおいても CD271 陽性細

胞と CD271 陰性細胞の両方で腫瘍形成が見

られ、腫瘍径にも差は認めなかった。これら

のことから CD271陽性細胞は、WM266細胞

においては幹細胞様性質をもつ細胞集団で

あるが、mm96L 細胞や A2058 細胞において

は腫瘍形成能に差がみられず、幹細胞マーカ

ーとなり得るかどうかは細胞株によって異

なると考えられた。また NOD-SCIDマウスへ

の移植実験は、細胞株によっては移植細胞数

10 個でも CD271 陽性・陰性に関係なく、全

てのマウスで腫瘍が形成されるため、腫瘍形

成能の評価方法としてテクニカルに困難で

あると考えられた。 

 

（４）label retaining cellの分離と幹細胞様性

質についての検討 

一般に幹細胞は細胞周期において静止期に

あることが多く、また分裂の際も非対称性分

裂をする性質があることから、色素保持細胞 

(label retaining cell)が幹細胞様性質を示すこ

とが報告されている。そこで、この手法を用

いてメラノーマ幹細胞を分離出来るか検討

した。PKH色素を用いてWM266メラノーマ

細胞株の細胞膜を染色して培養した。FACS

を用いて PKH色素を保持する PKH high細胞

と、PKH low細胞を分離し、sphere形成能を

比較したところ、PKH high 細胞が PKH low

細胞よりも高い sphere形成能を示した。これ

らのことから、WM266 細胞において label 

retaining cell が幹細胞様性質を持つ可能性が

示唆された。 

次に label retaining cellにおいて、既知の幹細

胞マーカー（CD271、ABCB5）の発現を検討

した。CD271抗体を用いて FACS解析した結

果、PKH high cellは PKH low cellと比較して、

CD271を高発現する傾向にあった。 

PKH high cellと PKH low cellより RNAを抽

出し、遺伝子発現を real time RT-PCRにて



解析した。その結果、WM266細胞では CD271

および ABCB5の発現が、PKH high cellにお

いてPKH low cellより高い傾向にあり、A2058

細胞でABCB5が PKH high cellにおいて PKH 

low cellより高い傾向にあった。これらのこと

から、label retaining cellが幹細胞性質を持つ

ことを示唆された。 

さらに label retaining cellにおける遺伝子発現

プロファイルを網羅的に解析するため、マイ

クロアレイ解析を試みた。FACS により分離

した PKH high cellおよび PKH low cellから

RNA を抽出しラベリング実験を行ったが、

RNA 量が極めて少量だったためデータを得

ることが出来なかった。label retaining cellの

回収方法として、最初に sphereを形成してか

ら FACSによって細胞分離する方法では回収

できる細胞数が非常に少なく、複数回の実験

によって細胞数を増やして改めて試みたが、

マイクロアレイ実験には不十分であった。

rabel retaining cellを高効率に回収できる方法

を検討する必要があると考えられた。 
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