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研究成果の概要（和文）：口腔がん幹細胞は口腔癌細胞株からALDEFLOUR assayでALDH1強陽性細胞（ALDH1br）として
分離され。ALDH1br細胞ではがん幹細胞関連遺伝子の発現が上昇し、強い造腫瘍能と高い増殖能を持っていた。ALDH1br
ではSPRR1Bの発現が亢進しており、SPRR1BをノックダウンするとALDH1の発現と細胞増殖能が低下した。SPRR1B強制発
現細胞ではがん抑制遺伝子であるRASSF4の発現が抑制されていた。以上の結果から、口腔癌細胞株ではALDH1br細胞に
がん幹細胞が含まれ、SPRR1BはRASSF4の抑制によって細胞増殖を調整する役割を持っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Oral cancer stem cells were isolated from oral cancer cell lines as aldehyde 
dehydrogenase 1 bright (ALDH1br) cells using the ALDEFLUOR assay. Expression of cancer stem 
cell-associated genes is increased in ALDH1br cells with a strong carcinogenesis and a high proliferative 
capacity. The small proline-rich protein-1B (SPRR1B) gene was shown to be overexpressed in ALDH1br cells. 
SPRR1B gene knockdown decreased the ALDH1br cell population and its proliferative capacity. Expression of 
the tumor suppressor gene Ras association domain family member 4 (RASSF4) was found to be suppressed in 
cells overexpressing SPRR1B. Our results suggest that oral cancer stem cells isolated as ALDH1br cells 
and SPRR1B have a role in cell growth by the suppression of RASSF4.
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１． 研究開始当初の背景 
 
⑴がん幹細胞は腫瘍の維持、再発・転移に
必須であると考えられている。そのため癌
を治癒させるためにはがん幹細胞を根絶す
ることが不可欠である。がん幹細胞マーカ
ーに関しては全てのがん幹細胞に共通する
マーカーは明らかではなく、がんの組織型
の違いにより様々な報告がある。口腔扁平
上皮癌のがん幹細胞マーカーとして CD44
陽性細胞が報告されているが、完全に肯定
されていない。 
 
⑵口腔がんに対するワクチン療法の標的分
子はきわめて限られている。研究者らは CTL
の共通抗原となりうる Survivin を標的とし
た Survivin-2Bペプチドワクチンの第Ⅰ・Ⅱ
相臨床試験を行い、その有効性を報告してき
た。しかし、がんを治癒させるためには腫瘍
の維持、再発・転移にかかわるがん幹細胞
を根絶することが重要であり、がん幹細胞を
標的とした分子標的治療、がん免疫治療など
の研究がさまざまな領域で進められている。 
 
２．研究の目的 
 
再発、多重がんの発生を考慮すると、口腔が
んの生存率は 60-70%程度と予測される。し
かも、口唇、頬粘膜原発がんは醜形を後遺し、
舌、歯肉、口蓋粘膜原発がんの多くは機能障
害を後遺する。よって、非侵襲的にがんを消
失し、再発・転移を予防する治療法を確立す
る必要がある。口腔扁平上皮癌（口腔癌）に
おけるがん幹細胞の存在、同定は十分に明ら
かにされていない。本研究は、口腔癌のがん
幹細胞を同定し、がん幹細胞を標的とする免
疫療法の可能性を模索することにより、新た
な口腔癌のがん幹細胞を標的としたワクチ
ンを開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
⑴がん幹細胞の分離 
CD44 陽性細胞の発現を細胞株、がん組織で免
疫染色によって確認を行った。 
ALDEFLOUR assay により、アルデヒドデヒド
ロゲナーゼ１強陽性細胞（ALDH1br）を分
離し検討を行った。 
 
⑵がん幹細胞の同定 
ALDH1br におけるがん幹細胞関連遺伝子の
発現を RT-PCR で解析をおこなった。また、
NOD/SCID 免疫不全マウスをもちいて、造
腫瘍能を検討した。 
 
⑶口腔がん幹細胞の網羅的遺伝子解析 
分離された ALDH1brと ALDH1lowをマイ
クロアレイ法を用いて解析し、ALDH1 陽
性細胞で高発現している遺伝子を同定し、

その生物学的特性を解析した。 
 
４．研究成果 
 
⑴頭頸部癌のがん幹細胞は上皮系がん幹細
胞マーカーとして知られた CD44 陽性細胞と
して最初に分離され、報告された。しかし、
CD44 陽性細胞はがん組織のみならず良性病
変や健常組織でも発現が見られた。口腔扁平
上皮癌細胞８株を材料に ALDEFLOUR assay 
を行った結果、ALDH1brは細胞株によりば
らつきがあるものの 12.2%～28.4%の分離
が可能であった。 
 
⑵ALDEFLOUR assay で分離した ALDH1br

では、SOX2, Nanog, POU5F1などのがん
幹細胞関連遺伝子の発現が mRNA レベル
で上昇していることが確認された。
ALDH1 強陽性細胞を NOD/SCID 免疫不
全マウスの皮下に移植したところ、弱陽性
細胞に比較し、10分の１の細胞数で造腫瘍
能が認められた。さらに、腫瘍の増殖能を
比較したところ ALDH1brは ALDH1lowに
比較し、強い増殖能を示した。 
 
⑶ALDH1brでは SPRR1B (small 
proline-rech protein-1B)の発現が有為に
亢進していた。SPRR1Bを siRNAでノッ
クダウンすると ALDH1brの割合は有為に
低下した。また、SPRR1Bを強制発現させ
た細胞では ALDH1の発現が有為に増加し
た。さらに、SPRR1Bを siRNAでノック
ダウンすると腫瘍の増殖能は低下した。
SPRR1Bの下流遺伝子についてマイクロ
アレイで検討した結果、SPRR1B強制発現
細胞では RASSF4と STEAP1遺伝子発現
が抑制されていた。 
 
以上の結果から、口腔癌細胞株では
ALDH1brにがん幹細胞が含まれていた。口
腔癌のがん幹細胞では SSRP1B 遺伝子の
発現が増強されており、SSRP1Bは下流の
がん抑制遺伝子 RASSF4 の発現を抑制す
ることにより、腫瘍増殖能を増大させてい
ることが示唆された。 
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