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研究成果の概要（和文）：進行・再発・切除不能口腔癌に対する治療には困難を来す事が多く、新規治療戦略の開発が
急務である。癌幹細胞を標的とした治療薬の開発が行われてきたが、腫瘍組織中から採取可能な癌幹細胞数には限りが
あり、人工癌幹細胞の作製が望まれる。そこで本研究では、リプログラミング因子を舌癌細胞HSC2へ遺伝子導入するこ
とにより、癌幹細胞に類似したトランスフェクタント(HSC2/hOCT3/4-shp53-F+hSK+hUL)を作製した。これを用いる事で
癌幹細胞を標的とした薬剤スクリーニングや悪性度獲得メカニズムの解明が可能となり、進行・再発・切除不能口腔癌
に対する新規機能温存療法の開発につながるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：It is often difficult to treat advanced, recurrent or unresectable oral cancers. 
A new strategy must be needed. In these years, the cancer stem cells (CSCs) are an important target for 
the development of novel strategies in above oral cancer treatment. However, CSCs-targeted new 
anti-cancer drug discovery is currently hindered by the lack of easy and reliable methods for collecting 
sufficient number of CSCs. Briefly,artificially-manufactured cancer stem cells are essential. In this 
project,we could generate the transfectant cells ( HSC2/hOCT3/4-shp53-F+hSK+hUL) with CSCs properties by 
introduction of defined reprogramming factors (Oct3/4, sh53, Sox2, Klf4, l-Myc and Lin28) into HSC2 
tongue cancer cells. Our findings suggest that artificial cancer stem cells developed by cellular 
reprogramming may be useful for investigating the acquisition of potential malignancy as well as 
screening the CSCs-targeting drugs.

研究分野：歯科口腔外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１.  研究開始当初の背景  

 口腔癌治療においては、生存率の向上が求

められると同時に機能温存と審美性の保持

が他の悪性腫瘍以上に要求されることから、

化学・放射線療法の役割は非常に大きい。

我々は、口腔癌患者に対してフッ化ピリミジ

ン系経口抗癌剤(UFT)と放射線の併用療法を

行いその有用性を報告し(Apoptosis 1997; 

2: 227-238)、また TS-1 と放射線同時併用療

法臨床第Ⅰ相試験 (Gan To Kagaku Ryoho. 

2006; 33 Suppl 1: 179-183) を行うなど、

これまで口腔癌に対する機能温存療法の確

立を目指してきた。しかしながら、上記治療

法は何れも有用な治療効果予測因子の欠如

のため奏効例、非奏効例の予測が困難であり、

これらの治療法を選択する基準が未だ不明

確である。なお放射線増感効果につながる化

学療法剤の検討も行ってきたが、進行・再

発・切除不能口腔癌患者の予後の劇的改善に

つながるような化学療法レジメンは見出せ

なかった(Oral Oncol 2004; 40; 713-719, Int 

J Oncol. 2004: 25; 905-911, Cancer Lett. 

2005: 226; 161-168)。当科では 3年程前から

放射線治療部の協力により、横浜市立大学歯

科口腔外科のレジメン[ドセタキセル(DOC) 

15mg/m2、シスプラチン(CDDP) 5 mg/ m2、外

部照射 2 Gy/day を週 1 回、CDDP 5 mg/ m2、

外部照射 2 Gy/day を週 4 回、これを 6 週間

継続する方法]に準じて、局所進行口腔癌に

対する超選択的動注化学放射線療法を開始

し、経過観察期間は短いものの手術を行うこ

となく局所制御に成功している。また、再

発・転移の原因となる癌幹細胞が抗癌剤や放

射線に抵抗性を示すことが報告され、転移巣

に対する化学・放射線療法の有効性は期待出

来ないと考えられているが、本治療法により

治療前に認められた頸部リンパ節転移巣が、

原発巣と共に制御されるケースを多数経験

している。ただし、本治療法は劇的な治療効

果の反面、顕著な粘膜炎・皮膚炎が生じ治療

の完遂が困難となるだけでなく、治療後口腔

乾燥や味覚障害が継続しQOLの低下につなが

るケースが見られており、更なる改良により、

有用な治療戦略につながると期待されてい

た。 

２．研究の目的 

 癌幹細胞を標的とした新規化学療法レジ

メンを考案することにより、超選択的動注化

学放射線療法の治療効果の向上と副作用の

軽減を図り、これまでにない新規機能温存療

法の開発を本研究の最終目標とした。目標達

成のために、まず口腔癌細胞へ Stemness の

維持につながる遺伝子導入を行い、癌細胞の

脱分化を誘導することによって、人工癌幹細

胞(induced Cancer Stem Cell; iCSC)を樹立

することを第一の目的とした。また、樹立し

た iCSC が癌幹細胞モデルとして利用可能か

否か、薬剤スクリーニングに利用出来るか否

かを検討することを第二の目的とした。さら

に樹立した iCSC を用いた薬剤スクリーニン

グを行い、癌幹細胞に対する新規治療薬開発

の可能性を探ることを第三の目的とした。 

３．研究の方法 

(1)iCSC の樹立 

 OCT3/4、 SOX2、 KLF4、 L-MYC、 LIN28、

p53-shRNA 発現用エピソーマルベクター

(pCXLE-hOCT3/4-shp53-F 、 pCXLE-hSK 、

pCXLE-hUL の 3 種類)を Addgene (Cambridge, 

MA, USA)より購入し、遺伝子導入装置

（Microporator）(invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)ならびに Neon Transfection System Kit 

(100 μL) (Invitrogen)を用いた電気穿孔法

により、口腔癌細胞株(HSC2)へ上記ベクター

を遺伝子導入することによって人工的に癌

幹細胞の樹立を試みた。また遺伝子導入効率

の評価には pCXLE-EGFP を利用した。 

(2)トランスフェクタントの比較検討 

 各トランスフェクタントのiCSCとしての可

能性と悪性度獲得のメカニズムについて以

下の方法にて検討した。 

①  MTT assay による細胞増殖能、② 

Migration assay (Boyden chamber; Neuro 

Probe, Inc., Chemotaxicell; クラボウ)に

よる細胞移動能、③ Scratch assay による浸

潤能、④ 低付着性細胞培養プレート(Costar 

3474; Corning)を用いた sphere 形成能、⑤ 

Western blot.法による癌幹細胞マーカーの

発現、⑥ MTT assay による各種抗癌剤、分子

標的薬、放射線に対する抵抗性、⑦ 免疫不

全マウスにおける腫瘍形成能、⑧ 次世代シ

ークエンサーを用いた SAGE 法による特異的

な発現変動を示す遺伝子の検索およびIPAを

用いたパスウエイ解析。 

４．研究成果 

(1)トランスフェクタントの作製 

 pCXLE-hOCT3/4-shp53-F 、 pCXLE-hSK 、



pCXLE-hUL の 3 種類のプラスミドベクターを

それぞれ、あるいは 2 つずつの組み合わせ、

または 3 種類全てを HSC2 細胞へ電気穿孔法

を用いて遺伝子導入を行うことで8種類のト

ランスフェクタントを作製し、ampicillin を

用いて stable clone を得た。なおベクター

の導入効率を確認するために蛍光顕微鏡

(FLoid; life tech.)下に FGFP 陽性細胞を観

察した所、HSC2 細胞に対する pCXLE-EGFP の

導入効率は 1650V で約 50%、1550V で約 30%

であった。さらに、HSC2 へ pCXLE-EGFP を単

独で遺伝子導入を行い ampicillin にて

stable clone を得たものと、 HSC2 の

parental cell をコントロールとして比較検

討に用いた。なお 3 種類全てを HSC2 細胞へ

導入する際には、1650V だけでなく 1550V で

も電気穿孔法を行った。 

⓵ HSC2 parental 

⓶ HSC2/EGFP                    (1650V) 

⓷ HSC2/hOCT3/4-shp53-F         (1650V) 

⓸ HSC2/hSK                     (1650V) 

⓹ HSC2/hUL                     (1650V) 

⓺ HSC2/hOCT3/4-shp53-F+hSK     (1650V) 

⓻ HSC2/hOCT3/4-shp53-F+hUL     (1650V) 

⓼ HSC2/hSK+hUL                 (1650V) 

⓽ HSC2/hOCT3/4-shp53-F+hSK+hUL (1650V) 

⓾ HSC2/hOCT3/4-shp53-F+hSK+hUL (1550V) 

(2)トランスフェクタントの細胞増殖能の比

較 

 MTT assay を行ったところ、各トランスフ

ェクタント間で細胞増殖能に差異を認めた。

すなわち、３日目の細胞増殖能は、1650V で

3 種類すべてのプラスミドベクターを遺伝子

導入した⓽が最も高く、EGFP のみ遺伝子導入

した⓶や 1550V で 3種類すべてのプラスミド

ベクターを遺伝子導入した⓾が低い細胞増

殖能を示した(図 1)。 

(3)トランスフェクタントの細胞移動能の比

較 

 Migration assay を行ったところ、各トラ

ンスフェクタント間で細胞移動能に差異を

認めた。すなわち 8μm の穴を移動する能力

は 、 Boyden chamber に お い て も 

Chemotaxicell chamber においてもトランス

フェクタントの⓽が最も高かった(図 2)。 

(4)トランスフェクタントの浸潤能の比較 

  Scratch assay を行ったところ、各トラン

スフェクタント間で浸潤能に差異を認めた。

すなわち Scratch を行った後 48 時間の時点

で、Scratch した部位へ最も多くの細胞が浸

潤したのは⓽であり、⓷、⓻、⓾も他と比較

して高い浸潤能を示した(図 3)。 

(5)トランスフェクタントのsphere形成能の

比較 

  低付着性細胞培養プレートを用いて培養

を行ったところ、各トランスフェクタント間

で sphere 形成能に差異を認めた。すなわち

⓽が最も sphere 形成能が高く、⓼が最も

sphere 形成能が低かった(図 4)。 

 

 

 

 

 

 

  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(6)トランスフェクタントの癌幹細胞マーカ

ー発現の比較 

 Western blot.法を用いて癌幹細胞マーカ

ーの発現を検討したところ、各トランスフェ

クタント間で癌幹細胞マーカーの発現に顕

著な差を認めなかった。すなわち頭頸部癌幹

細胞マーカーである CD44 の発現は、親株と

比較してすべてのトランスフェクタントに

おいて顕著な発現増強を示したが、各トラン

スフェクタント間では大差はなかった。また

CD44 のバリアントアイソフォーム６

(CD44v6)の発現は、親株も含めて各トランス

フェクタント間で顕著な差は認められなか

った。頭頸部癌だけでなく乳癌においても重

要な癌幹細胞マーカーとされている ALDH1、

リンパ管マーカーとしても知られる D2-40、

新規肝臓癌幹細胞マーカーである CD13 の発

現も、それぞれ各トランスフェクタント間で

は大差を認めなかった。なお幹細胞マーカー

である c-kitは⓽、⓾においてその発現がほ

とんど認められなかった(図 5)。 

(7)トランスフェクタントの各種抗癌剤、分

子標的薬、放射線に対する抵抗性の比較 

 MTT assay を行ったところ、各トランスフ

ェクタント間で各種抗癌剤、分子標的薬、放

射線に対する抵抗性に差異を認めた。すなわ

ち口腔癌治療に用いられている 5-FU、CDDP、

Docetaxel、Cetuximabすべてに対して⓽が最

も抵抗性を示した。また⓺、⓾、⓼も上記薬

剤に抵抗性を示した。なお親株と比較した場

合、すべてのトランスフェクタントは程度の

差はあるものの上記薬剤に抵抗性を示して

いた。同様に放射線に対しても⓽が最も抵抗

性を示し、⓺、⓾も抵抗性を示した。現在口

腔癌に適応がないプロテアソーム阻害剤

Bortezomib、ヌクレオシド系抗癌剤トリフル

オロチミジン、ビスフォスフォネートである

Zoledronic acid に対しても⓽が最も抵抗性

を示し、⓺、⓾も抵抗性を示した(図 6)。 

 (８)トランスフェクタントの免疫不全マウ

スにおける造腫瘍性の比較 

 親株とともに各トランスフェクタントの

ヌードマウス背部皮下における造腫瘍性を

比較したところ差異が認められた。すなわち

10000 個の細胞を注射器にて背部皮下へ注入

後 2週間の時点で、⓽および⓺は小さな腫瘍

を形成し、4 週間の時点で⓹、⓻、⓼では中

等度の腫瘍を形成し、⓽では顕著な腫瘍を形

成した(図 7)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(９) トランスフェクタントの悪性度を獲得

するメカニズムの検討 

 次世代シークエンサーを用いた SAGE 法に

より、親株とトランスフェクタント間で発現

変動の著しい遺伝子を検索し、IPA を用いて

99％有意差のある遺伝子を対象にパスウエ

イ解析を行った結果、 Cell cycle の経路が

１位で認められ、Cyclin D１が中心になって

おり、これを活性化制御している転写因子は

ERG であり、FOXO1 や HRAS の強い関与が示唆

された。これが増殖能の高さにつながってい

ると考えられた。第２位の経路では、TGF を

介してインテグリンやコラーゲンの発現を

変化させており、この際 CXCL の発現増強を

認めた。これが走化性に関与し、浸潤能の高

さにつながっていると考えられた。 
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