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研究成果の概要（和文）：CD44を幹細胞マーカーとする食道癌、胃癌細胞株をFACSによりCD44+/-でソーティングし細
胞を収集。CD44+/-細胞のmRNAを用いSAGE法で網羅的遺伝子発現解析を行い、発現の異なる遺伝子を抽出。有望遺伝子
に対しRNAi法で発現抑制を行い、①FACSにてSP細胞の検出を行い癌幹細胞活性を持つ細胞群の変化を観察。②Cell mig
ration assayを行い癌細胞の転移能の変化を検討。③Cell invasion assayを行い浸潤能への影響について評価。④細
胞株に数種類の抗癌剤を接触させMTT assayにてその遺伝子発現の有無における増殖能の変化を評価した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the function of specific gene selected by serial analysis of gene 
expression method (SAGE) for gastric and esophageal cancer stem cell.
We firstly sorted the human gastric and esophageal cancer cell line due to markers of CD44+ or － by 
fluorescence-activated cell sorting (FACS), and separately collected each cells with CD44+ or CD44－. 
Subsequently, we exhaustively analyzed and compared the gene expressions of messenger ribonucleic acid 
(mRNA) derived from cells with CD44+ and CD44－ marker. Analyses of gene functions for a promising 
specific gene in cancer stem cell (CD44+ cell) selected by SAGE method was performed by RNAi method, cell 
migration, cell invasion, and thiazolyl blue tetrazolium bromide(MTT) assay.

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
(1) 癌組織の中には自己複製能と多分化能を
持ち合わせた癌幹細胞が存在し階層性を構
成している。癌幹細胞は少数の分画であるに
もかかわらず、抗癌剤、放射線に対し抵抗性
を有し通常癌細胞を供給する。このため、癌
幹細胞は癌細胞集団全体の運命を左右する
決定的な役割をもち、癌の再発・転移に深く
関与している。癌根治のためには癌幹細胞の
機能の解明およびそれを標的とした治療開
発が必須である。 
 
(2) 造血系腫瘍においては古くから幹細胞の
概念は知られていたが、近年、固形癌におい
ても幹細胞の研究成果が報告されている。臓
器によって報告されている幹細胞マーカー
が異なるが、CD44 または CD133 という 2 つ
の細胞表面抗原のいずれかが陽性という結
果が大半を占めており、乳癌においては正常
乳腺組織幹細胞マーカーとして導入された
CD44+/CD24-細胞集団が癌幹細胞研究のよい
モデルとなっている。その他、胃癌、頭頸部
癌、食道癌などにおいても CD44+細胞分画に
癌幹細胞としての特徴（自己複製能、多分化
能、腫瘍複製能、治療抵抗性）を有する細胞
が存在することが指摘されている。 
 
(3) 我々は現在まで、乳癌、食道癌、胃癌細
胞株において CD44 表面抗原による癌幹細胞
の FACS (fluorescence activated cell sorting) に
よる分取（ソーティング）を行い、それらの
細胞での増殖能(図 1)および抗癌剤効果の比
較、抗癌剤投与後の CD44+細胞の分布変化を
検討してきた(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 癌における包括的遺伝子発現解析法とし
て代表的なものに DNA マイクロアレイと
SAGE 法 (Serial Analysis of Gene Expression
法) がある。SAGE 法は未知、既知の遺伝子 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
を何万という単位で包括的に調べることが
可能な手法であり、事前の mRNA 配列情報は
不要である。発現解析データーは定量的であ
り、数値化し遺伝子プロファイルを作成すれ
ば、他の細胞との比較がコンピューター上で
容易に行える。その原理は、mRNA の poly A 
テールから最も近いCATG から下流 10 塩基
（これを名札(tag)と定義している）を PCR で
増幅後、いくつも直列に連結、クローニング
ベクターに組み込み、シークエンスして tag
の出現頻度と種類を解析するものである。tag
配列はわずか 10 塩基であるが、個々の遺伝
子で特異性が高く対応する遺伝子を特定で
き、tag の個数を数えればその遺伝子の発現
量が分かる。 
 
２．研究の目的 
本研究では SAGE 法を用い、食道癌および胃
癌細胞株において、幹細胞および非幹細胞が
含まれる CD44(+)と CD44(-)細胞群の包括的
遺伝子発現解析を行い、これにより得られた
複数の癌幹細胞関連遺伝子の機能解析を行
う。SAGE 法にて消化器癌細胞株における
CD44+/-細胞の遺伝子発現プロファイルを比
較することにより、幹細胞に特異的に発現す
る遺伝子を複数同定することが可能である。
癌幹細胞機能のさらなる解明、悪性度診断、
予後予測、治療効果予測に応用可能な新たな



癌幹細胞分子マーカーの確立、癌幹細胞を標
的とした治療開発につながる。 
 
３．研究の方法 
(1) SAGE 法による食道癌、胃癌細胞株での遺
伝子解析 (図 3) 
① 食道癌、胃癌細胞株における CD44(+)細胞
の幹細胞特性の確認 
② CD44(+)細胞および(-)細胞の分取、貯蓄 
③ SAGE 法による CD44(+)細胞と CD44(-)細
胞の遺伝子解析、SAGE ライブラリー作成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 癌幹細胞特異的遺伝子の機能解析 
① 食道癌、胃癌細胞株における CD44(+)細胞、
(-)細胞での発現の異なる遺伝子の抽出 
② 癌幹細胞特異的遺伝子の機能解析 
③ 新規癌幹細胞関連遺伝子の同定 
 
４．研究成果 
本研究の目的は ①SAGE 法(Serial Analysis of 
Gene Expression 法)による食道癌、胃癌幹細胞
における包括的遺伝子発現解析、②新たな癌
幹細胞特異的遺伝子の同定、③その遺伝子の
機能解析である。これまで以下の通り研究を
実施した。 
 
(1) CD44を癌幹細胞マーカーとしている食道
癌、胃癌細胞株を FACS にて CD44+/-でソー
ティングする。これを複数回行うことで
SAGE 法に使用する細胞の分別、収集を行っ
た。 
 
(2) CD44(+)と CD44(-)細胞から抽出した
mRNAを用いSAGE法により網羅的な遺伝子
発現解析を行い、CD44+/-それぞれの細胞株
で発現の異なる遺伝子の抽出を行った。これ
により幹細胞に特異的な発現を持つ候補遺
伝子の抽出が可能であり、この中から有望な
遺伝子の機能解析を行った。 
 
(3) RNAi 法 を用いて恒常的に発現抑制を行
い、細胞機能の変化を検討した。①FACS に
て SP 細胞の検出を行い、癌幹細胞活性を持
つ細胞群の変化を観察した。②Cell migration 
assay を行い癌細胞の転移能の変化を検討し
た。③Cell invasion assay を行い浸潤能への影
響について評価した。④細胞株に数種類の抗
癌剤を接触させ MTT assay にてその遺伝子発
現の有無における増殖能の変化を評価した。 
 
(4) 今後、ヌードマウスを用い、これらの遺
伝子発現が腫瘍増殖能に及ぼす影響につい
て in vivo にて検証する。 
本研究は新規癌幹細胞分子マーカーの発見、
癌幹細胞を標的とした治療開発につながる。 
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