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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は前立腺癌のがん幹細胞の同定と解析および治療法の樹立である。ヒト前立腺
癌細胞株22Rv1に対してALDH1活性分析を行ったところ、ALDH1活性の高い細胞集団にがん幹細胞が多く含まれ、hepatoc
yte growth factor(HGF)を分泌することがわかった。前立腺癌患者の摘出標本のHGF免疫染色を行い術後のPSA再発との
関係を調べた結果、HGF陽性率5%以上の症例群は5%未満の症例に比較し有意にPSA再発までの期間が短かった。HGFの抑
制が癌の再発回避につながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate prostate Cancer Stem Cells/ Cancer 
Initiating Cell (CSCs/CICs). Prostate CSCs ／ CICs were isolated as ALDH1 high cells using the ALDH1 
activity assay. We found that prostate CSCs ／ CICs expressed higher levels of growth factors including 
hepatocyte growth factor (HGF). The results indicate that HGF secreted by prostate CSCs ／ CICs. The 
purpose of the next study was to evaluate the relationship between expression of HGF in prostate tissues 
and biochemical recurrence after radical prostatectomy. Immunohistochemical staining of HGF was compared 
to biochemical recurrence after radical prostatectomy. Patients with tumors exhibiting HGF positivity of 
5% or more had a significantly shorter biochemical recurrence-free period than that of patients whose 
tumor HGF positivity was less than 5%. Our data suggests that therapeutic targeting of CSCs/CICs in 
prostate cancer is a future possibility

研究分野：外科系臨床医学・泌尿器科学
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  ２版



１．研究開始当初の背景 
前立腺がんは近年もっとも増加している
がんのひとつとして注目されている。早期で
あれば種々の治療により治癒が期待できる
癌である。しかし進行癌の場合、あるいは早
期であっても再発をきたした場合、前立腺が
んは各種治療法に抵抗性となりゆっくりと
進行しいずれ患者を死に至らしめる。進行が
緩徐であることは、患者の病気の進行に恐れ
る期間が他臓器の癌種より長いとも言え、患
者の慢性的な精神的ストレスも図りしえな
い。一方でその期間にさらに効果的な治療法
が受けられれば、肉体的のみならず精神的に
も患者を救うことができると考えている。 
一般にがんが治療に抵抗性となる一因と
して、がん幹細胞の存在が唱えられている。
がん幹細胞は自己複製能と多分化能を持ち
合わせており、この性質はがんの転移・再発
や抗がん剤への耐性に関与しているといわ
れる。つまり抗がん剤や放射線照射などを施
しても効果を認めるのは一般のがん細胞の
みであり、がん幹細胞は生き残ってしまうた
め、それが転移・再発に関与すると言うので
ある。がん幹細胞を標的として治療できれば、
がん細胞すべてを取りこぼしなく治療する
ことが可能である。すでに白血病幹細胞研究
は進んでおり、米国では臨床応用に向けた研
究が進んでいる。日本国内では患者組織から
がん幹細胞を同定した報告はまれであり、岐
阜大学のグループから悪性脳腫瘍において
報告がある。前立腺のがん幹細胞研究は米国
で盛んに進められているが、がん細胞一つを
マウス1匹の腎被膜下に移植しその動態をさ
ぐるものが多く、多くの時間と手間・費用が
かかっている(2)と推測された。 
 
２．研究の目的 
(1) が ん 幹 細 胞 で は Aldehyde 
Dehydrogenase 活性が高いと言われている。
この特性を利用して行うALDH1活性分析によ
り乳がんや脳腫瘍などのがん幹細胞の豊富
な集団を同定することが可能となったと報
告されていたが、前立腺がんにおいては報告
がなかった。この方法を用いて、これまでよ
り効率よくかつ確実に、ヒトにおけるがん幹
細胞の豊富な細胞集団を同定しさらにはそ
の特性を解析することを第一の目的とした。 
(2)前立腺がん患者の検体から組織を一部
採取し、ALDH1 活性分析を行い、ヒトにおけ
るがん幹細胞を回収することを第二の目的
とした。更にはそのがん幹細胞集団の解析か
らがん幹細胞特異的な細胞表面マーカーを
同定しそれをターゲットとする、がんワクチ

ン療法を樹立することを第三の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)前立腺癌細胞株 22Rv1 に対して ALDH1 活
性分析( ALDEFLUOR® 試薬を使用)を行い、
FACS AriaⅡを用いてフローサイトメトリー
を行い ALDH1 活性別に細胞を回収した．回収
した細胞群(ALDH1-high および ALDH1-low)
に対し以下の検討を行った． 
・腫瘍増殖試験 
・sphere forming assay 
・DNA microarray 
・PCR 
・Invasion assay 
 
(2)DNA microarray で得られた ALDH1-high お
よび ALDH1-low に特徴的な遺伝子の中で、
ALDH1-high で高発現している遺伝子の性質
につき調査した。（後に ALDH1-high 細胞集団
を前立腺がん幹細胞集団と判断する） 
 
(3) (2)の解析により本来間質細胞から分泌
されていると言われる肝細胞増殖因子(HGF)
をがん幹細胞集団が高発現していることが
明らかとなった．そこで HGF の役割を調査す
る目的で, ALDH1活性別細胞集団の培養液（回
収後 3日間培養）中の HGF 蛋白をエライザ法
およびウェスタンブロット法により確認し
た. また 22Rv1 細胞に対して外因性の HGFを
加えた状態,または筋線維芽細胞の培養液を
加えた状態、さらには抗 HGF 抗体を加えた状
態で,癌幹細胞に特徴的な sphere（浮遊細胞
塊）形成分析を行い sphere 形成能がどうな
るか評価した。さらに,HGF の受容体である
cMet を si-RNA 法によりノックダウン
し,sphere形成能の変化やNOD/SCIDマウス皮
下での腫瘍形成能の変化につき評価した。 
 
(4)前立腺癌患者標本を用いて ALDH1 活性分
析を行った。また癌幹細胞マーカーの SOX2
と HGFとでの免疫染色を行い実際にヒトにお
いてもがん幹細胞が存在するのか確認した。 
 
(5)2008 年 12月～2011 年 10月に前立腺癌の
診断で根治的前立腺摘除術を施行した101例
を対象とし、摘出標本を HGF および HGF の受
容体である cMet で染色し陽性率、濃度を評
価した（札幌医科大学自主臨床研究承認番
号:25-36）。予後予測能評価のためHGFの陽
性率と濃度の ROC 解析を行った結果、カッ
トオフ値を陽性率 5%に設定することとした。
対象を HGF 陽性率 5%以上と未満とで二群
に分け、各種因子（年齢、Body Mass Index、
術前 PSA、病理学的 T stage、切除断端陽性、
Gleason score）と PSA 再発との関係を
Fisher’s exact testで評価した。また両群に



おける PSA 再発までの期間をカプランマイ
ヤー法および log rank testで評価した。さら
に PSA 再発予測因子について単変量および
多変量解析を行った 
 
 
４．研究成果 
(1)22Rv1 では ALDH1-high は全体の 6.8%に認
められ(図 1)高い造腫瘍能を示した(p<0.05, 
t-test. 図 2)。また ALDH1-high では sphere
形成能が高く、PCR 法では幹細胞マーカーの
PROM1およびNKX3-1を高発現していたことよ
り、がん幹細胞を豊富に含むと考えられた。
Invasion assay では ALDH1-high の浸潤能が
高かった。以上より ALDH1-high は前立腺が
ん幹細胞を多く含む細胞集団であると判断
できた。 
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(2)DNA microarray の結果、ALDH1-high は
ALDH1-low と比較して 200 以上の遺伝子の高
発現を認めた。これらの遺伝子のうち特徴的
なものに関して、実際に遺伝子高発現がある
のか PCR 法で確認した。このうち通常は間質
細胞で発現する HGF が ALDH1-high で高発現
していることがわかった。(図 3) 
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(3)ALDH1-high と ALDH1-low の培養液の HGF
蛋白量はエライザ法ならびにウェスタンブ
ロット法のいずれでも有意に ALDH1-high で
高濃度であることがわかった(図 4)。また
22Rv1 細胞に外因性の HGF を加えたところ
Sphere 形成能が上昇することがわかった。ま

た間質細胞である筋線維芽細胞の培養液を
加えた状態でSphere形成を評価したところ、
形成能は上昇し、さらに抗 HGF 抗体(mAb)を
加えると形成能が落ちることがわかった(図 
5)。c-MET mRNA をノックダウンすると、ALDH1 
high 細胞の出現割合には影響しなかったが、
その増殖と in vitro sphere 形成は抑制され
た。また、in vivo における腫瘍増殖能も抑
制された。前立腺のがん幹細胞および筋線維
芽細胞から分泌される HGF は、autocrine お
よび paracrineによりがん幹細胞の維持に関
与していると考えられた。 
 
 
図 4 
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図 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
(4)前立腺癌患者７人の手術標本から 5mm
角の癌の部位を切除し、ALDH1 活性分析を
行った。患者検体の取り扱いおよび承諾につ
いては、札幌医科大学臨床研究審査委員会の
承認を得た（22-43）。その結果 7-20%に上皮
特異的マーカー陽性かつALDH1陽性細胞が
存在していた。さらに前立腺癌の摘出標本に
対し癌幹細胞マーカーの SOX2 と HGF とでの
二重免疫染色を行ったところ、矢印のごとく
両者に染色される細胞が存在した。(図 6) 
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(5)101 例中 HGF 陽性細胞が存在したのは
45 例であり、45 例の HGF 陽性頻度は中央
値5%であった。また101例中2年以内にPSA
再発を来たしたのは 11例であった。HGF陽
性率の 5%以上、5%未満で二群に分けて解析
したところ、5%以上の群で有意に PSA再発
までの期間が短いことがわかった。（図 7）多
変量解析の結果、術前 PSA と HGF が PSA
再発に関わる独立した予後因子であった。 
 
 
図 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 本研究より、前立腺癌に存在しているがん
幹細胞を回収・解析することが可能であるこ
とを証明した。またその結果、がん幹細胞に
特徴的な成長因子である HGF の同定に至っ
た。HGF を高発現している患者では術後の
PSA再発の頻度が高い可能性があり、こうし
た症例を適切に見つけ早期に治療すること
が術後再発予防に重要ではないかと考えて
いる。HGF の作用を抑制することで再発が
抑えられるか、今後も検討を継続したいと考
えている。結果としてがん幹細胞に特異的な
細胞表面マーカーは本研究では同定できず、
免疫からの治療アプローチには至らなかっ
たが、臨床的に重要な再発予防へのアプロー
チが一歩進んだと言えよう。 
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