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研究成果の概要（和文）：本研究において、治療抵抗性を示す肺がん幹細胞の解析を進めた。Side population (SP)法
により、高い造腫瘍能を有する肺がん幹細胞を分離し、遺伝子解析を行った結果、SMCPという精巣に発現する分子が肺
がん幹細胞に発現することを見出した。また、遺伝子過剰発現およびノックダウンによりSMCPの機能解析を行った結果
、SMCPは肺がん幹細胞の造腫瘍能に関わることを見出した。当該結果は、SMCPが治療抵抗性肺がん幹細胞に対する標的
分子となる可能性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：We isolated lung cancer stem-like cells(CSCs)/cancer-initiating cells(CICs) by 
side population assay. Transcriptome anslysis revealed that a novel cancer-testis gene SMCP is 
preferentially expressed in lung CSCs/CICs. Gene overexpression and gene knockdown assay using siRNAs 
revealed that SMCP has a role in the tumorigenicity of lung CSCs/CICs. These observations indicate that 
novel cancer testis gene SMCP might be a promising target for CSC/CIC-targeting therapy.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： 肺がん　がん幹細胞

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がん幹細胞は、（１）高い造腫瘍能、（２）

自己複製能、（３）多分化能を有する細胞群
と定義される。また、がん幹細胞は①休止期
にある、②トランスポーター分子の発現が高
い、③抗アポトーシス分子（IAP）の発現が
高い、④活性酸素が低い等の機序により、化
学療法や、放射線療法、あるいは分子標的治
療に対して抵抗性を示す事が示されている。
これらの性質を有する為、がん幹細胞は治療
後の再発や、遠隔転移といったがん患者の予
後を直接左右するイベントに関わると考え
られている。しかしながら、がん幹細胞の幹
細胞性を維持する分子機構については不明
な点が多い。 
 
 申請者らは、肺がん幹細胞を Hoechst33342
色素を用いて、side population(SP)細胞と
して分離するのに成功した（Nakatsugawa, 
Takahashi et al. Lab invest 2011)。SP 細
胞は main population(MP)細胞と比較して、
造腫瘍能が約１００倍高く、がん幹細胞が濃
縮された分画である事が示された。SP 細胞に
おいて高い造腫瘍能を示すメカニズムを解
明するために、申請者らは、SP 細胞と MP 細
胞との遺伝子発現の差異をDNAマイクロアレ
イにてスクリーニングした。その結果、SP 細
胞に特異的に発現する分子として SOX2 お
よ び SMCP を 同 定 し た （ Nakatsugawa, 
Takahashi et al. Lab invest 2011, 未発表
データ）。 
 
 SOX2 は、iPS 細胞を作製する際に必要な分
子として知られる山中４因子の一つでもあ
り、正常の幹細胞にも発現する分子である。
申請者らは SOX2 の肺がん幹細胞における分
子機構の解析を進めた結果、SOX2 が肺がん幹
細胞の維持に関わり、その結果、造腫瘍能に
関わる事を明らかにした（Nakatsugawa, 
Takahashi et al, Lab Invest 2011)。しか
しながら、SOX2 分子の発現がどのようにして
肺がん幹細胞で誘導されるか等、不明な点も
多い。 
 
 SMCP は、正常臓器では精巣にのみ発現する
分子であるが、肺がん幹細胞にも異所性に発
現することがあきらかとなった。さらに、ト
ランスクリプトの解析を RACE 法にて詳細に
検討した結果肺がんに発現する SMCP はスプ
ライシングバリアントであり、肺がんでは精
巣と異なったプロモーターにより発現制御
されていることが示唆された（図１）。申請
者らは、肺がん幹細胞の分子機構解析をさら
に進めるために、SMCP に関しても詳細な解析
を行った。その結果、肺がん細胞株において、
SMCP を過剰発現させると、SP 細胞分画が増

え、SOX2 等の幹細胞マーカー発現が誘導され
た。また、免疫不全マウス (NOD/SCID マウス）
における造腫瘍能も増強された。逆に、SMCP
を siRNA でノックダウンすると、免疫不全マ
ウスでの造腫瘍能が抑制された。 
 
 以上の実験結果より、SMCP が幹細胞分子
SOX2 の発現を誘導し、その結果肺がん幹細胞
の造腫瘍能を増強している事が示唆された。
このことより、肺がん幹細胞における SMCP
の発現制御機構、SOX2 発現誘導機構を詳細に
解析することにより、肺がん幹細胞の造腫瘍
能における分子メカニズムの解明につなが
ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
肺がん幹細胞が高い造腫瘍を示す分子メカ
ニズムを解明する為に、新規肺がん幹細胞関
連分子をスクリーニングした結果精巣に発
現 す る  sperm mitochondria-associated 
cysteine-rich protein (SMCP)を同定した。
また、肺がん幹細胞に発現する SMCP はスプ
ライシングバリアントフォームであった。本
研究期間中にバリアントフォーム SMCP が肺
がん幹細胞においてどのような制御機構に
より発現し、また、どのような役割をはたす
か解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)肺がん幹細胞の分離 
がん幹細胞の分離法として、①CD44, CD133 

等の細胞表面マーカーによる分離、②Side 
Population (SP)法、③Aldefluor 法、④
Sphere 培養法などが知られている。本研究
において、②SP 法によりヒト肺癌細胞株 
(LHK2)よりがん幹細胞を分離した。 
 
(2)肺がん幹細胞のトランスクリプトーム解
析 
がん幹細胞のトランスクリプトーム解析

を、非がん幹細胞を比較対象として cDNA マ
イクロアレイによりスクリーニングした。 
 トランスクリプトーム解析によりがん幹
細胞特異的発現を示す候補分子群に関して
は、正常臓器および他のがん細胞における発
現を RT-PCR にて確認し、正常臓器における
発現が無い、もしくは限定されており、がん
幹細胞特異的発現を示す分子を選択した。 
 
(3)SMCP mRNA の構造解析 
 SMCP mRNA の構造を解析するために、LHK2
細胞より精製した mRNA から、5’RACE 法お
よび 3’RACE 法にて、SMCP mRNA の全長をク
ローニングし、構造を解析した。 
 
(4)SMCP の機能解析 
 SMCP の機能解析を行うために、SMCP 特異
的 siRAN をデザインした。また、SMCP のア
ミノ酸コーディング配列をクローニングし、
レトロウイルスベクター (pMXs-puro)にサ



ブクローニングした。同コンストラクトを用
いて、SMCP 過剰発現株を作成した。SMCP ノ
ックダウンおよび過剰発現による形質の変
化を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)肺がん幹細胞の分離 
 肺腺癌細胞株 LHK2 細胞を SP 法にて解析
した。その結果約 1-3%程度の SP 細胞を確認
した。さらに SP 細胞は MP 細胞と比較して、
免疫不全マウスにおいて高い造腫瘍能を示
した（下図１）。すなわち LHK2 SP 細胞には、
肺がん幹細胞が濃縮されていることが示唆
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)肺がん幹細胞のトランスクリプトーム解
析 
 LHK2 SP 細胞および LHK2 MP 細胞から、
mRNA を精製し、cDNA マイクロアレイ法にて
遺伝子発現解析を行った。その結果、SMCP 
(Sperm mitochondria-associated 
cysteine-rich protein) が、正常臓器では
精巣のみに発現し、がん細胞では、がん幹細
胞成分に優位に発現することを見出した（下
図２）。正常臓器での発現が極めて限定的で
あるため、肺がん幹細胞標的療法をデザイン
する上で、魅力的な分子と考えられた。 

 

 
(3)SMCP mRNA の構造解析 
 SMCP mRNA 構造を  5’-RACE 法および 
3’-RACE 法にて検討した。その結果、精巣で
発現する SMCP(vt1)は、２個のエクソンから
なる mRNA であるのに対して、がん幹細胞で

発現する SMCP はエクソン２の 上流から転
写されるバリアント (vt2) であることが判
明した（下図３） 

 
 
(4)SMCP の機能解析 
 SMCP の機能解析を行う為、LHK2細胞にSMCP
遺伝子を導入し、SMCP 過剰発現 LHK2 細胞株
を樹立した (LHK2-SMCP)。LHK2-SMCP は、野
生型 LHK2 株と比較して高い造腫瘍能を示し
た（下図４）。 
 

 
一方で、LHK2 細胞の SMCP を siRNA にてノ

ックダウンすると、造腫瘍能の低下を観察し
た下図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果は、がん幹細胞で優位に発現す
るバリアント型 SMCP ががん幹細胞の維持に
関わっている事を示唆する。SMCP は正常臓器
での発現は精巣のみに限定されており、がん
幹細胞標的療法をデザインする上で、SMCP は
治療標的候補分子となり得ることが示唆さ
れた。 
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