
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８１３０３

基盤研究(C)

2014～2012

超免疫不全マウスを用いた新規頭頚部がん幹細胞マーカー探索と特異的治療法開発

Identification of a Cancer stem cell marker and therapeutic target by 
xenotlansplantation methods

７０２７１９４７研究者番号：

松浦　一登（MATSUURA, KAZUTO）

地方独立行政法人宮城県立病院機構宮城県立がんセンター（研究所）・がん先進治療開発研究部・特任研究員

研究期間：

２４５９２６１３

平成 年 月 日現在２７   ６ １８

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：ヒト頭頸部癌の癌幹細胞を同定し、特徴的に発現する細胞マーカー分子の解析を行った。臨
床検体を超免疫不全NOGマウスに移植することによって新たなPDX細胞株HPCMの樹立に成功した。CD271の発現と腫瘍形
成に明らかな相関を認めた。スフェアアッセイではCD271の発現が増加していたほか、CD271陽性細胞は化学療法抵抗性
を示した。下咽頭癌患者検体を用いたCD271の免疫染色とｍRNAの定量PCRでは、いずれもCD271を高発現する症例は有意
に予後不良であった。CD271は下咽頭癌幹細胞の新たなマーカー分子であり、新規治療標的として有望であることが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells contribute to the malignant phenotypes of a variety of cancers, 
but markers to identify human head and neck cancer (HNSCC) stem cells remain poorly understood. We found 
that CD271+ population sorted from xenotransplanted HNSCC possesses an enhanced tumor-initiating 
capability in immunodeficient mice. Tumors generated from the CD271+ cells contained both CD271+- 
positive and -negative cells, indicating that the population could undergo differentiation. In accordance 
with these characteristics, a stemness marker, Nanog, and matrix metalloproteinases (MMPs), which are 
implicated in cancer invasion, were significantly up-regulated in the CD271-positive compared to the 
-negative cell population. Furthermore, using primary specimens, we found that high CD271 expression was 
correlated with a poor prognosis for patients. Together, the present findings indicate that CD271 is a 
novel marker for HNSCC stem-like cells and for the prognosis.

研究分野： 頭頸部外科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）頭頸部癌は咽頭・喉頭等に発生し、咀
嚼、呼吸、嚥下等の生体機能を損なうことか
ら、単に生命予後のみならず Quality of Life
の観点からもその克服が急務である。頭頸部
癌の大部分を占める扁平上皮癌は、強い角化
傾向を呈し、原発部位と転移部位に硬い腫瘤
を形成しながら頭部・頸部さらに体幹へとリ
ンパ管・静脈に沿って浸潤・転移する。 
（２）癌の浸潤・転移には「がん幹細胞」
（ Cancer Stem Cell, Cancer Initiating 
Cell）が必須の役割を果たしていることが判
明した。がん細胞は正常体細胞と比較して、
①増殖能の亢進、② 不死化、③浸潤・転移、
という特性を持つ。しかしながら、がん組織
を構成するがん細胞のすべてが、これらの特
徴を具有しているわけではなく、実際に造腫
瘍性を有するがん細胞は全体のごく一部に
過ぎない。これら細胞は、胚性幹細胞および
体性幹細胞等に共通して見られる、１）自己
複製能、２）多潜能性、という２つの特徴を
持ち、がん組織中で自己複製により同一の未
分化形質を維持しながら大多数のがん細胞
を生み出していると考えられている。「がん
幹細胞」を悪性の起源とし、がんが発生・進
行するという「がん幹細胞仮説」は頭頸部癌
にも当てはまると想定されるが、頭頸部癌
（扁平上皮癌）の幹細胞マーカーについては
CD44 等の一部分子を除いて十分に解析され
ていなかった。 
 
２．研究の目的 
ヒト頭頸部癌に焦点を当て、癌幹細胞を同定
し、これら細胞集団に特徴的に発現する細胞
マーカー分子の解析を目指す。頭頸部癌に含
まれる癌幹細胞の特性を明らかにするため
に、頭頸部扁平上皮癌を対象として Hoechst
陰性サイドポピュレーション（SP 細胞）あ
るいは既知がん幹細胞マーカーを指標とし
て細胞分画し、それらを超免疫不全マウス
NOG（NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull）に移植
する。高腫瘍形成能細胞分画と低腫瘍形成能
細胞分画について、網羅的な遺伝子発現を比
較することで、がん幹細胞性を規定する新た
な細胞表面マーカーの同定を行うことを目
的とする。さらに、幹細胞性マーカーの発現
との関連性、スフェア形成能との関連性を探
る。さらに、一般にがん幹細胞に認められる
抗癌剤耐性について解析する。また、患者予
後との関連についても追求することで、新た
ながん幹細胞マーカーが診断マーカーとし
て有用であることを証明する。以上の解析に
より、in vitro および in vivo の両面から頭
頸部癌における癌幹細胞の役割を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 頭頸部癌細胞を用いたがん幹細胞の同
定： がん幹細胞分画に用いられているマー
カー(SP cell, CD44, CD133等)の発現の有無

をフローサイトメトリーにて検討する。これ
らマーカーを用いて既存のセルソーターに
よって細胞を分画し、各細胞分画を NOG マ
ウスに移植する。in vivoにおいて腫瘍形成能
が最も高い細胞分画、最も低い分画を同定し
取得することで最良のがん幹細胞マーカー
を決定する。さらに、関連分子についても解
析を行うことで新規マーカーを同定する。 
 (2) in vitroにおける腫瘍形質の解析：項目
１で選抜した細胞表面マーカーの発現に注
目し、腫瘍形成能細胞が高い分画と低い分画
について、in vitro での細胞増殖能、コロニ
ー形成能等を比較検討する。 
(3)臨床検体を用いた新規がん幹細胞マーカ
ー発現解析：手術にて切除した病理標本を用
いて免疫組織染色による検討を行い、組織内
のがん幹細胞の局在、血管との関係について
解析する。 
(4) 患者予後因子としての解析：臨床ステー
ジとの関連、予後との関連との関係を解析す
ることで診断マーカーとしての有用性があ
る解析する。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト頭頸部癌に由来する PDX株の構築： 
頭頸部癌細胞株としてFaDu等の細胞株を用
いたところ、極めて少数の細胞（1 から 10
細胞程度）によっても極めて高い造腫瘍能を
呈した。癌幹細胞の同定は困難と判断し、次
いで患者由来細胞を用いた解析を行った。切
除検体を NOG マウスの皮下に異種移植し数
代の継代を行った。その結果、複数の
PDX(Patient-Derived Xenograft)株 HPCM
を得た。HPCM2は in vitroでも培養可能で
あり、以後の解析に使用した。 
(2)新規がん幹細胞マーカーCD271 の同定：
CD44 の発現による造腫瘍能の差異は軽微で
あった。一方、粘膜基底層（正常組織幹細胞）
マーカーCD271 を検討したところ複数の細
胞株で CD271+細胞群を認めた。 

CD271 発現によりセルソーターで細胞を分
取したところ、CD271+分画では有意に腫瘍
形成が高かった（表１）。	 
この結果から、CD271 は癌幹細胞マーカー候
補としてさらに検討する意義があるものと
かんがえられた。	 
(3) CD271発現とスフェア形成能との関連：
がん幹細胞は低栄養のスフェア培養培地に
おいて球状の塊（スフェア）を形成すること
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が知られている。実際に HPCM2を用いてス
フェアを形成させることに成功した。そこで
スフェア形成細胞と in vitro培養細胞を比較
検討することとした。FACS解析の結果、明
らかにスフェア形成細胞では CD271 の発現
が亢進していた（図２）。 
 

以上の結果は、CD271+細胞集団が、癌幹細
胞性を有することを強く示唆するものと考
えられた。	 
(4)薬剤耐性と CD271 の関連：HPCM2 を
NOG マウスに移植して腫瘍を形成させ、
CDDPを投与した。CDDP投与前後で病理組
織を解析したところ、投与後検体では明らか
に CD271 発現が亢進していた。以上の結果
から、CD271発現細胞は癌幹細胞として重要
な化学療法耐性という形質を示しているも
のと考えられた。（図３） 

 
(5)	  下咽頭癌患者検体を用いて CD271 を
免疫染色したところ、無再発期間と CD271
発現に有意な逆相関を認めた。さらにｍRNA
の定量 PCRを行い、mRNAと患者予後を調
べたところ、CD271を高発現する症例は有意
に予後不良であることが確認された。以上の
結果から、CD271は下咽頭癌幹細胞の新たな
マーカー分子であり、新規治療標的として有
望であることが明らかとなった。CD271発現
の有無は患者予後との相関も認められたた

め、今後診断マーカーとしても有用である可
能性が高いと考えられる。 
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