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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌(OSCC)の癌幹細胞を分離・同定し、そのニッチ機構を明らかにし、癌化の解
明とともに癌幹細胞を標的とした新しい癌の診断・治療法の確立を目指した。無血清培養系でOSCC株よりCD133(+)、Sp
、ES/iPSCsに特異的に発現するrBC2LCNの幹細胞マーカーとしての有用性を検討した。CD133(+)、rBC2LCN(+)、Spは0.5
%、2%,1%の陽性率で、高いsphere形成能を有していた。EGF, sonic hedgehogは sphere形成能を誘導し、Spは抗がん剤
耐性及び高い造腫瘍性を示した。 rBC2LCNは新規癌幹細胞マーカーとして有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish a new diagnosis and treatment that target 
cancer stem cells along with the elucidation of the carcinogenesis of oral squamous cell carcinoma 
(OSCC). For that, the cancer stem cells of OSCC, will be separated, and identified in serum-free culture. 
Then the niche mechanism of OSCC will be clarified. We examined the usefulness of CD133(+), Sp and 
rBC2LCN that is specifically expressed in ES / iPSCs, as a stem cell marker of OSCC.
As a result, positive cell ratio of CD133 (+), rBC2LCN (+), and Sp is 0.5%, 2%, and 1%, respectively. 
These cells exhibited a high sphere forming ability in suspension culture. EGF and sonic hedgehog induces 
sphere forming ability. Sp showed resistance to anti-cancer drug and high tumorigenicity. rBC2LCN I was 
considered to be useful as a novel OSCC stem cell marker.

研究分野： 口腔外科学
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１． 研究開始当初の背景 
 近年、色々な検討から、癌組織中には未分
化な細胞や分化した細胞、さらには分裂速度
が異なる 細胞など多種類の細胞が混在して
いることが知られており、放射線治療や化学
療法などは分裂速度の早い細胞を標的として
いるため、分裂速度が遅い癌細胞には治療効
果が低いことが推察され、再発や転移にはこ
れら治療に抵抗性の癌細胞が関与していると
考えられてきた。このような疑問を解決する
糸口として、癌幹細胞の存在が考えられてい
る。近年、幹細胞研究の著しい進展により、
胚性幹細胞、造血幹細胞、組織幹細胞をはじ
めとする幹細胞の性状が明らかにされはじめ、
幹細胞を用いた再生医療・細胞治療が期待さ
れているが、造血器系腫瘍において、癌幹細
胞が発見されて以来、様々な固形腫瘍におい
ても幹細胞が存在し、腫瘍の発生・進展・維
持に重要な役割を果たしていることが明らか
にされつつある。 

２．研究の目的 
 本研究では、口腔扁平上皮癌の癌幹細胞
を分離・同定し、さらにその自己複製能と
分化能を制御しているニッチ(niche)機構
を明らかにする。さらに、そのニッチ機能
維持に必要なサイトカインネットワーク分
子・シグナル群の同定を通して、その細胞・
分子生物学的特徴を明らかにし，癌化のメ
カニズムの解明とともに癌幹細胞を標的と
した新しい癌の診断・治療法の確立を目指
す。 
 
３．研究の方法 
【平成２４年度】口腔扁平上皮癌幹細胞の分
離・同定：我々が開発したヒト ES 細胞培養
用無血清培地（hESF 培地）にインスリン、ト
ランスフェリン、２-メルカプトエタノール、
２-アミノエタノール、セレン酸、オレイン
酸の 6 因子(6F)を加えた hESF6F 培地で口腔
扁 平 上 皮 癌 細 胞 株 （ HO-1-u-1(UE) 、
HO-1-n-1(NA)、KA, KO, NI）の継代培養を行
った後、CD133, CD44 陽性細胞を磁気ビーズ
法 に て分離 し た。さ ら に、各 細 胞 を
Hoechst33342 色素で処理し、UV レーザー照
射により励起される 450nm と 675nm の波長の
蛍光発現の低い SP 細胞群をセル・ソーター
にて分取した。これら細胞群の無血浮遊培養
系での各陽性細胞と陰性細胞間で増殖能
sphere 形成能、ヌードマウスでの造腫瘍性を
検討した。さらに細胞増殖能および sphere
形成能に及ぼす種々の細胞増殖因子(FGF-1, 
FGF-2, EGF, TGF-beta1, TGF-beta2,sonic 
hedgehog, wnt, activin A, IL-6, PDGF,BMP
－4, LIF, GABA, BDNF, Nodal,IGF-1,)、細
胞外マトリックス蛋白（接着因子）（I 型,IV
型コラーゲン,フィブロネクチン,ラミニン,
ポリ-L リジン）脂質（LDL,HDL,オレイン酸,
リノール酸,リノレン酸）、アミノ酸（チロシ
ン,イソロイシン）、ピルビン酸などの影響に
ついて検討した。 
 
【平成２５年度】ヒト口腔扁平上皮癌(OSCC)
における癌幹細胞候補として、SP(side 
population)細胞を標的とした新しい診断・
治療法を 開発する事を目指した。幹細胞は

非幹細胞と比較しABCトランスポーターが高
発現されているため Hoechst33342 で細胞を
染色すると同 色素が排出されるため、色素
で染色されにくくなる性質を利用したもの
で、フローサイトメトリー解析にて、
hoechst33342処理した細 胞をUV光で励起す
ると大部分の細胞は蛍光強度の高い細胞集
団MP(main population)として同定されるが、
薬剤排出能の高い細胞(SP) は蛍光強度の低
い細胞群として分離される。 OSCC より SP 細
胞 を分離し、癌幹細胞としての機能および
分子標的としての可能性を検討した。 
 
【平成２６年度】体細胞では全く発現せず、
ES/iPSCsなどの未分化細胞に共通して発現す
る糖鎖構造を認識するレクチンrBC2LCNのO 
SCC幹細胞マーカーとしての有用性について
検討した。 【材料および方法】OSCC細胞株と
して本研究室で樹立したHo-1-N-1、Ho-1-u-1
を用い、各マーカー陽性細胞を用いた検討は、
DMEM/F12培地(DF)に insulin、transferrin、
などの6因子を加えたDF6F無血清培地を用い
た。各マーカー陽性細胞率はflow cytometry
法を用 いて検討し、各陽性/陰性細胞はcell 
sortingあるいはmagnetic cell sortingで分
離しmonolayerでの増殖能及びsphere形成能
を評価 した。 

４．研究成果                         
【平成２４年度】 CD133細胞は全細胞中0.5%
しか存在しないこと、さらに単層培養系では
CD133陽性細胞の増殖は陰性細胞と比較して
低下していたが、浮遊培養系ではCD133陽性細
胞もみがsphere形成能を持つことが明らかと
なった。さらに、sphere形成能を持たない
CD133陰性細胞に対してEGFあるいはsonic 
hedgehog(SHH)を加えることでsphere形成能
を獲得した。一方、CD44陽性細胞は全細胞中
５０％存在することが判明したため、口腔が
ん細胞においては、CD44陽性細胞は幹細胞と
しての性質は持たないことが考えられた。さ
らに、Sp細胞は抗がん剤に耐性を示し、低酸
素培養下でその比率は増加した。また、Sp細
胞および非Sp細胞のヌードマウスにおける造
腫瘍性を検討した結果、Sp細胞のみが造腫瘍
性を示した。以上、口腔がん細胞においては、
CD133陽性さいぼうおよびSp細胞が幹細胞と
しての特性を有していることを明らかにする
ことが出来た。このように、初年度において
口腔扁平上皮癌幹細胞の特徴を細胞生物学的
および分子生物学的に解析し、癌幹細胞群の
特性を維持するニッチにおいて重要な働きを
しているサイトカイン群を明らかにすること
が出来た。 

【平成２５年度】1. O SCC細胞株由来SP細胞の
全細胞における比率はわずか1%程度であった。
2. SP細胞の単層無血清培養系での細胞増殖
能はMP細胞のそれと 比較し低下していた。3. 
SP細胞はMP細胞と比較し単層および浮遊培養
系のどちらにおいても抗癌剤(塩酸ドキソル
ビシンDXR)耐性を示 した。4.SP細胞を1%低酸
素下にて継代培養すると、SP細胞は高い比率
で維持できた。5. HIF-1α遺伝子導入SP細胞
では通常酸素下で もSP細胞の維持が可能で
あった。6. ヌードマウス背部皮下移植による



腫瘍形成能の比較により、MP細胞は腫瘍形成
能を示さなかった が、SP細胞は高い腫瘍形成
能を示した。7. CD133遺伝子の発現抑制によ
り、SP細胞の低酸素応答能は低下し、低酸素
下においてもSP細 胞は維持されなくなった。
8. DNAマイクロアレイ解析にて、SP細胞とMP
細胞の比較を行うと、薬剤耐性遺伝子などの
遺伝子発現の差異 を認めるとともに、IL-6
やIL-8について大きな差を認めた。  

【平成２６年度】CD133(+)、rBC2LCN陽性、Sp
細胞の陽性率はいずれの細胞株でも、0.5%、
2%,、1%程度の存在率を示した。これら陽性細
胞 は早期に大きなサイズのsphereを形成し
た。またCD133(+)、SP細胞とrBC2LCN陽性細胞
間に完全なオーバーラップは認めなかった。 
rBC2LCNは、これまで明らかにした口腔扁平
上皮癌細胞の癌幹細胞マーカーであるCD133
陽性細胞およびSp細胞とは異なる機序 で機
能する新規癌幹細胞マーカーとして有用であ
る可能性が考えられた.  
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