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研究成果の概要（和文）：真の癌幹細胞（cancer stem cell; CSC）マーカーはOct-3/4であると考え、ヒト膵臓癌細胞
株であるPANC-1細胞を用いて検証した。
PANC-1細胞でanti-Oct-3/4抗体による染色を行ったところ、23%がOct-3/4陽性だった。一方、PANC-1細胞に環状pOEIN
プラスミド（マウスOct-3/4プロモーター、EGFP cDNA、neomycin耐性遺伝子発現ユニットを内蔵）を遺伝子導入した結
果、一部にEGFP蛍光を示す細胞が確認された。以上から、ヒト膵臓癌細胞株の集団中には真のCSCと考えられるOct-3/4
発現細胞が少数ながら存在することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We consider that Oct-3/4, a member of the family of POU-domain transcriptional 
factors, and alkaline phosphatase (ALP) can be the promising markers for cancer stem cells (CSCs). 
Herein, we examined expression of Oct-3/4 and ALP using 6 established human pancreatic carcinoma cell 
lines. RT-PCR analysis revealed expression of these two mRNAs in those cells. Immunocytochemical and 
cytochemical staining revealed that these proteins are mosaically present in PANC-1 cell line, one of 
those 6 cell lines (23% and 19%, respectively). However, Oct-3/4-positive PANC-1 cells did not exhibit 
overt ATP-binding cassette transporter G2 (ABCG2) activity, as revealed by Hoechst 33342 dye exclusion 
assay. Transfection of PANC-1 cells with an Oct-3/4 promoter-directed, enhanced green fluorescent protein 
(EGFP) construct confirmed the presence of Oct-3/4-positive cells. These findings indicate that in PANC-1 
cells there are at least 2 subset populations, namely Oct-3/4-positive and ALP-positive cells.

研究分野：小児歯科
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１．研究開始当初の背景 
癌が幹細胞の性質をもったごく少数の細
胞を起源とする仮説は、150 年ほど前から既
に存在したが、幹細胞の存在自体の証明が難
しく、1960 年代になり骨髄組織に体性幹細胞
が存在することが初めて発見されて以来、癌
における幹細胞の同定が盛んになった。特に、
flow cytometry の発展により、血液の癌で
ある白血病で、CD133 等の幹細胞マーカーを
発現する癌幹細胞 (CSC) の存在が証明され
た。その後、これらマーカーを用いて乳癌、
脳腫瘍、大腸癌等で CSC が発見された。 
CSC の特徴として、高い増殖性（自己複製
能）、多分化能性等が挙げられる。更に、一
部の CSC は抗癌剤への耐性が高いとされ、
制癌の主なターゲットとなっている。これま
でに単離された乳癌、脳腫瘍、大腸癌等の 
CSC は確かに前述の criteria を満たすもの
であったが、少なくとも膵臓癌細胞株を用い
て上記マーカーを検索した限りでは、CSC の
特徴を見いだせなかった。 
これまでのCSC 研究では、 CD133, CD44 等
の表面抗原マーカーを用いて CSC を単離し
ているが、上記マーカーは発生学的には着床
直後の胚あるいはそれ以降の胚期に発現す
る抗原である。CSC は自己複製能と多分化能
を示すという特徴から発生初期の胚に含ま
れる未分化な細胞に似ると考えられる。そこ
で、体性幹細胞などに発現する上記マーカー
よりもさらに上位に発現する、いわゆる胚発
生のごく初期に発現する分子が CSC のマー
カーとなりうるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
未分化細胞特異的転写因子 Oct-3/4 は 
ES/iPS 細胞、着床前胚（特に胚盤胞期の内
部細胞塊）、着床後初期の円筒胚期の胚性外
胚葉、始原生殖細胞、精原細胞等の未分化な
細胞にのみ発現し、分化細胞にはほとんど発
現が見られないが、体性幹細胞にも Oct-3/4 
は発現している。Oct-3/4 は単に未熟な幹細
胞に発現するだけでなく、機能的にも重要で、
それが無いと発生初期で胚の発生が停止す
る。また、Oct-3/4 単独で分化細胞である皮
膚ケラチノサイトに強制発現させると、未分
化な ES 細胞様に脱分化する。ヒトの神経幹
細胞の場合、Oct-3/4 過剰発現のみで iPS 細
胞が樹立できる。これらの知見は、Oct-3/4 
の持続的発現が細胞の未分化状態を維持す
るのに重要であることを意味する。Chen らの
報告では、CD133 陽性非小細胞肺癌由来細胞
は、増殖性が高く、抗癌剤への抵抗性を示し
たが、さらに Oct-3/4 を強発現していた。こ
れは CD133 陽性細胞集団の中に Oct-3/4 
陽性細胞が含まれることを意味し、Oct-3/4 
陽性細胞が真の CSC という点を示唆する。
一方、Sajithlal らによると乳腺癌細胞株に 
Oct-3/4-GFP 構築体を遺伝子導入して得ら
れた GFP 蛍光を発する細胞群は、CSC が濃
縮された集団であることを見出した。この集

団は抗癌剤にも抵抗性を示し、in vivo 移植
後の造腫瘍活性も高かった。 
このような観点から、Oct-3/4 を発現する
癌細胞が未分化状態を維持したまま増殖し、
且つ分化細胞を生む細胞である可能性があ
り、真の CSC ではないかと考えるに至った。
そこで、本申請では、ヒト膵臓癌細胞株集団
から Oct-3/4 陽性細胞を濃縮し、それが CSC 
としての特徴を充たすかを明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究ではOct-3/4陽性細胞と陰性細胞と
の集団から成るヒト膵臓癌細胞株 PANC-1 細
胞に着目し、それに遺伝子工学的処理を加え、
Oct-3/4 陽性株と陰性株を得る。次いで、in 
vitro での細胞の増殖性、分裂様式、多分化
能性、in vivo での造腫瘍性、抗癌剤への抵
抗性等を検討し、Oct-3/4 陽性株が CSC とし
ての特徴を備えることを見出す。 
1) pOEINプラスミドのヒト膵臓癌細胞株への
遺伝子導入による薬剤耐性クローンの取得 
直鎖化  pOEIN プラスミド（ Oct-3/4 
promoter + EGFP cDNA + poly(A) sites + イ
ンスレーター + neomycin 耐性遺伝子発現ユ
ニット [neo]から構成）を PANC-1 細胞株へ
遺伝子導入する。遺伝子導入後、細胞を G418 
下で選別することで、組み換え細胞を得る。
これらは EGFP 発現を指標とした場合、
EGFP(+)と(-)を示す細胞に大別期待される。
前者では、導入された pOEIN 内の Oct-3/4 
プロモーターが働き、下流側の EGFP cDNA の
発現を促した結果、EGFP 蛍光を発現するに
至った、いわゆる Oct-3/4 陽性株である。
後者の場合、pOEIN が組込まれた宿主染色体
の部位は活性化領域にあるが、本来的に内在
性 Oct-3/4 が発現しておらず、pOEIN 内の 
Oct-3/4 プロモーターを駆動する細胞質因
子が不足していると予想される細胞か、
Oct-3/4 promoter自体が何らかの要因で破壊
されていると見られる。以後、Oct-3/4 陽性
株（EGFP 陽性）と Oct-3/4 陰性株（EGFP 陰
性）を実験に用いる。 
2) 細胞の増殖性と分裂様式の解析、生化学
的、分子生物学的、免疫細胞化学的解析 
Oct-3/4 陽性株と Oct-3/4 陰性株に対し、
in vitro での増殖速度の検討と、細胞分裂
パターンの経時的観察を行う。また、５か月
以上の継続培養を行い、Oct-3/4 陽性株が分
化細胞である Oct-3/4 陰性細胞に分化する
かどうかを検討することで、CSC の特性に合
致するか検証する一方で、Oct-3/4 陰性株は
陽性株になり得るか、その可能性も模索し、
分化細胞から脱分化し、癌になるという脱分
化説の検証も行う。 
さらに、in vivo での造腫瘍性の検証や、
RT-PCR 解析を行い、Oct-3/4 以外の幹細胞や
初期胚細胞で発現される分子群についての
発現状況を調べる。 



3) 他の膵臓癌細胞株についての検討 
PANC-1 以外の他のヒト膵臓癌細胞株でも
1-2）項の解析を行い、Oct-3/4 陽性株と陰性
株との間に差があるかどうかを検討する。 
4) 特定抗癌剤への抵抗性に関する検討 
ABC transporter ABCG2（breast cancer 
resistance protein; Bcrp1）の活性が高い
CSC は抗癌剤を積極的に排出するため、抗癌
剤の影響を受けにくいと考えられている。一
方、Oct-3/4 発現はシスプラチン、ドクソル
ビシン等の物質の排除に関係があるとされ、
それは ABCG2 活性とも相関するとされる。
PANC-1 株についても ABCG2 発現レベルが 
Oct-3/4 陽性株と陰性株の間で異なる可能
性があるため、定量的 RT-PCR を用いて
ABCG2 mRNA レベルを解析する。 
5) 逆遺伝学的手法による検討 
内在性の Oct-3/4 mRNA の発現を抑えるた
めの siRNA 発現ベクターを構築し、これを 
Oct-3/4 陽性株に遺伝子導入し、安定株を得
て、この細胞がどの程度 CSC としての特性
を失っているかを 2）項の解析に準じ、検討
する。 
 
４．研究成果 
 
① まず初めに、６種類の膵臓癌細胞株につ
いて、Oct-3/4、Sox2、Stellar、Rex-1、ア
ルカリフォスファターゼ（ALP）、ABCG2 の発
現を RT-PCR で検証した。その結果、本実験
でターゲットとしている PANC-1 細胞には
Oct-3/4、Sox2、Stellar、ALP、ABCG2 の発現
が認められた（図１）。 

図 1：膵臓癌細胞株の遺伝子発現 
 

 
② CSC は癌細胞中では数%しかなく、CSC と
非 CSC とが混合した、いわゆるモザイク状態
にあるものと考えられる。そこで、細胞化学
的手法を用い、PANC-1 細胞での Oct-3/4 と
ALP のモザイク的発現状況を検討した。
PANC-1 細胞の anti-Oct-3/4 抗体を用いた
免疫細胞化学的染色では、23%が Oct-3/4 陽
性であった。また、ALP 染色では、19%が ALP
陽性だった。ポジティブコントロールとして
マウス ES 細胞株である F9 を、ネガティブコ
ントロールとしてマウスの胎児皮膚細胞で
ある NIH3T3 を使用した（図２）。 
 

図２：各細胞の ALP 染色 
 
③ ABCG2 の活性が高い場合、抗癌剤を積極的
に排出するため、細胞は抗癌剤の影響を受け
にくい。細胞核を特異的に染色する蛍光色素
である Hoechst 33342 も ABCG2 の作用を受
け、ABCG2 活性の高い細胞（特に体性幹細胞
等 side population と呼ばれる細胞）では、
Hoechst 33342 による核染の程度が弱くなる。
anti-Oct-3/4 抗体を用いた PANC-1 細胞の
免疫細胞化学的染色では、60%が Oct-3/4 陽
性であった。しかし、幹細胞（ side 
population）の特性となる弱い Hoechst 
33342 染色性は見られなかった（図３）。 

図３：PANC-1 細胞 Oct-3/4 染色と Hoechst 
33342 染色 
 
④ Oct-3/4 陽性 PANC-1 細胞を単離すべく、
PANC-1細胞に環状pOEINプラスミドを遺伝子
導入した。その結果、ごく一部であるが、EGFP
蛍光を示す細胞が確認された。ポジティブコ
ントロールとして F9、ネガティブコントロー
ルとして NIH3T3 にも同様に遺伝子導入を行
った結果、F9 のみ、EGFP 蛍光を示す細胞が
確認された。以上のことから、PANC-1 細胞の
一部（CSC と目される）は内在性の Oct-3/4
を機能的に発現しているものと考えられた
（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 



図４：PANC-1 細胞への pOEIN プラスミド導入 
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