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研究成果の概要（和文）：頭頸部扁平上皮癌における癌幹細胞としてSP細胞における転写因子Oct3/4、Nanogの発現はS
P細胞で顕著に高く、免疫細胞染色でも同様の結果が示された。MicroarrayにてもSP細胞とnon SP細胞との間で比較検
討し、同様にSP細胞でOct3/4、Nanogの発現が高かった。EGFR発現では、SP細胞とnon SP細胞との間に発現の有意な差
は認めなかった。臨床腫瘍検体における同関連遺伝子の発現では、後発転移の予後不良例にOct3/4の発現、Nanogの発
現が有意に高く、一方扁平上皮癌94例においてPCRにてHPV陽性であったのは62例66%でありEGFR標的治療の効果が良好
であった。

研究成果の概要（英文）：SP cells as cancer stem-cell were isolated in head and neck cancer lines 
examined. Expression levels of Oct3/4 and Nanog were higher in SP cells than MP cells. Additionally, cell 
migration and invasion abilities were higher in SP cells than MP cells, whereas there was no difference 
in proliferation. Univariate analysis showed that expression of Oct3/4 and Nanog, vascular and muscular 
invasion, and mode ofinvasion were significantly correlated with delayed neck metastasis. Regarding the 
diagnostic performance, These results suggest that Oct3/4 and Nanog represent probable cancer stem-cell 
markers in HNSCC, which contribute to resistant to EGFR targeted therapy in part by enhancing cell 
motility and invasiveness.HPV infection was positive in 62% of 94 head and neck cancer patients.And the 
effect of radiotherapy and chemotherapy was better and showed good prognosis. It was suggested that 
cancer stem-cell markers are down regulated in HPV positive patients.

研究分野：耳鼻咽喉科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1)癌細胞における side population(SP)は癌

幹細胞を十分に含んだ細胞と報告されている。

癌幹細胞は、治療抵抗性、再発、転移に関係

しているといわれている。しかしながら頭頸

部扁平上皮癌(head and neck squamous cell 

carcinoma: HNSCC)の SP 細胞における癌幹細

胞マーカーの機能と臨床的役割は十分に解明

されていない。 

 

(2)StageⅠ/Ⅱ舌扁平上皮癌は、通常舌部分切

除術が行われるが、そのうち約 14-48％に原

発巣は制御されているにもかかわらず、後発

頸部リンパ節転移が生じる。後発頸部リンパ

節は生存率を低下させる。 

 

(3）頭頸部扁平上皮癌では、特に中咽頭癌に

おいて HPV 感染が発がんと関連していること

が注目されている。 
 
２．研究の目的 

(1)舌癌の原発巣が制御されているにもかか

わらず後発頸部リンパ節転移が生じるのは、

癌幹細胞の転移との関係性の検討を目的とし

た。 

 

(2) HNSCC の細胞株を用いて SP 細胞の存

在有無の検討、および有用な癌幹細胞マーカ

ーの検討および機能の評価を検討した。また

ステージ I/II 舌扁平上皮癌臨床検体を用いて

DNM とこれらの癌幹細胞マーカーの発現と

の相関関係について検討した。 

 

(3)頭頸部癌における HPV 感染について検

討しその治療効果とEGFR標的治療との関連

をみる。 

 
 

３．研究の方法 

(1)DNA結合色素 Hoechst33342を用い舌

癌扁平上皮癌細胞株(SAS,HSC4,SCC4)を

flowcytometry にて sorting し癌幹細胞と

しての機能を持つと考えられる SP 細胞を

同定する。 

 

(2)SCC4 の SP 細胞と non SP 細胞を

Microarrayにて解析する。 

 

(3)SCC4の SP細胞と non SP細胞の間

で、４８時間における proliferation 

assay, migration assay, invasion assay

を行い、比較する。 

 

(4)初回治療として舌部分切除のみを行い、

3年以上経過観察した stage I/II舌扁平上

皮癌症例のうち原発巣標本を入手しえた

50例を対象に、Oct3/4と Nanogの発現を

免疫染色にて評価し，後発頸部リンパ節転

移(delayed neck metastasis: DNM)との関

係について検討する。  

 

(5)頭頸部扁平上皮癌で中咽頭癌症例に

おいて HPV の発現有無と EGFR 標的治療

との関連を検討する。 

 
４．研究成果 

(1）SPはSASにて 0.9％、HSC4にて 0.9%、

SCC４にて 10.2％、それぞれ認められた。

ABC transporter 阻害剤にてそれぞれ SP

の割合が著明に減少することから癌幹細胞

様細胞と考えられた。 

(2)SP 細胞では Oct3/4,Ntohc1, CD44, 

ABCG2 が non SP 細胞より発現が高かっ

た。RT-PCR にて癌幹細胞関連遺伝子の発

現を SCC4の SP細胞と non SP細胞の間

で比較した結果、SP細胞で転写因子Oct3/4、



Nanog の発現が高く（図１）、免疫細胞染色

にても SP細胞の Oct3/4、Nanogの発現が高

かった。 

 

(3)SCC4のSP細胞とnon SP細胞の間で、

４８時間における proliferation assay,（図

2） migration assay（図 3）, invasion 

assay（図 4）を行い、比較した。細胞増

殖能に明らかな有意差は認めなかった。遊

走能と浸潤能は SP細胞が non-SP細胞と

比較して優位に高かった。 

DNMは 13例(267%)に認められ、Oct3/4、

Nanogの発現との間に正の相関が認められた。 

 

(4)）臨床病理学的因子は T classification、age、

nest shape、differentiation、depth、muscular 

invasion, vascular invasion, Mode of 

invasion(3.4 v.s 1.2) lymphatic invasion、

perineural invasionについてDNMと単変量解

析を行った。muscular invasion, vascular 

invasion, Mode of invasion(3.4 v.s 1.2)が

DNMと正の相関が認められた。単変量解析

で相関が認められた Oct3/4 expression, 

Nanog expression, Mode of invasion, 

vascular invasion, muscular invasionを

logistic regressionによる多変量解析を行う

と、DNMに対する独立相関因子は多変量解

析を行うと Oct3/4の発現(risk ratio = 14.78, 

p = 0.002)と vascular invasion(risk ratio = 

12.93, p = 0.017)は、DNMと独立した相関関

係を認めた。  

 

(5）頭頸部扁平上皮癌で中咽頭癌 92 例に

おいてHPV用陽性は65例で71％であった。

そのうちセツキシマブによる EGFR 標的治

療を行った症例は 22 例であった。HPV 陽性

例では完全奏効率が陰性例に対して有意

に高く、HPV 陰性例では癌幹細胞マーカー

の発現が高くなっていることが考えら

れた。 

 

(6)以上の結果から Oct3/4 と Nanog は

HNSCC の有用な癌幹細胞マーカーに

なるのではないか、そして高い遊走能と

浸潤能を介してDNMを起こすことに寄

与しているのではないかと考えられた。

さらに、Oct3/4 の発現と vascular 

invasionは、DNMを起こす潜在的予測

因子の可能性が示唆された。HPV によ

る発がんは、癌幹細胞の発現を介して

EGFR 治療効果が関与することが考え

られた。 

 

図１ 

 

 

図２ proliferation assay 
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図 3 migration assay 



 
 

図 4 invasion assay 
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