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研究成果の概要（和文）：小児腫瘍細胞株である、肝芽腫株、横紋筋肉腫株、神経芽腫株、ラブドイド腫瘍株における
腫瘍幹細胞マーカーの発現検索では、CD44は全ての腫瘍株で発現が確認され、CD133の発現は横紋筋肉腫株や神経芽腫
株では一部の株では確認されたが、CD44vは多くの小児がんで低発現であった。肝芽腫株HuH6株ではFACSにてCD13の表
出が約10%に認められたため、CD13陽性細胞をソーティングし、免疫不全マウスにenrichして移植した。細胞数1/10,1/
100, 1/1000のいずれのenrichに対しても16週にて腫瘍は形成されなかった。

研究成果の概要（英文）：In hepatoblastomas cell line, rhabdomyosarcoma cell line, neuroblastoma cell 
line, rhabdoid tumor cell line, the expression of tumor stem cells markers such as CD44 was confirmed 
with all tumor cell lines, and the expression of CD133 was confirmed with a rhabdomyosarcoma cell lines 
and the neuroblastoma cell lines, but CD44v was only a few expression in many childhood tumor.
 Because expression of CD13 was found in approximately 10% in FACS with the hepatoblastomas cell lines 
(HuH6), we performed sorting of CD13 positive cells and transplanted enrich them in immunodeficiency 
mice. Tumor was not formed for neither enrich of cell count 1/10,1/100, 1/1000 in 16 weeks.

研究分野：小児腫瘍、小児再生医療、免疫
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１．研究開始当初の背景 
小児がんは近年、化学療法、放射線療法、外
科療法による集学的治療により著しい成績
の向上がみられた。しかし進行小児固形腫瘍
については、化学療法や放射線療法の強化と
いう戦略のみではもはや治療成績の改善は
得られなくなっている。現在も生存率 50％未
満の治療抵抗性小児固形腫瘍に進行性の神
経芽腫、肝芽腫、軟部肉腫がある。 
近年、腫瘍の heterogeneity から腫瘍中に微
量に存在する腫瘍幹細胞（tumor stem cell）
が腫瘍細胞を生み出しており、腫瘍幹細胞は
腫瘍細胞と比較して化学療法、放射線療法に
対する耐性が高いと考えられている。難治性
小児固形腫瘍が現在の集学的治療をもって
しても、極めて治療抵抗性である原因として、
このように化学療法、放射線療法に対する耐
性が高い腫瘍幹細胞が遺残し、再発・転移を
きたすためであると考えられている。胃癌、
大腸癌では CD44v が膜のシスチントランス
ポーター（xCT）を安定化することにより
ROS を抑制して腫瘍幹細胞としての機能を
保っており（Ishimoto T, Cancer Cell 2011）、
乳癌の肺転移モデルで xCT を阻害するスル
ファラジンにて肺転移が完全に抑制され坑
腫瘍幹細胞効果が証明された（Yae T, Nat 
Commun 2012）。また肝臓癌では CD13陽性
細胞が高い腫瘍形成能と自己複製能を有し
ていた。CD13は、ROSの排泄をつかさどる
機能を有しており、マウス担癌モデルにおい
て、CD13阻害剤に加え、ROSを誘導する抗
癌剤を投与することにより、著明に高い抗腫
瘍効果が認められた(Haraguchi N, J Clin 
Invest 2010)。このように腫瘍幹細胞関連マ
ーカーである CD44vや CD13を介した細胞
内 ROS 蓄積抑制作用は腫瘍の化学療法、放
射線療法に対する抵抗性に深く関わってい
ることが予想され、CD44v や CD13 の発現
が高い腫瘍においては CD44v、xCTや CD13
を標的とした治療により腫瘍幹細胞を特異
的に標的とした新規治療法が開発できる可
能性がある。 
我々は横紋筋肉腫細胞株において CD133 陽
性細胞は陰性細胞と比較して、坑癌剤への耐
性が強く、また免疫不全マウスへの移植モデ
ルにて腫瘍形成能が高いことを示し、小児固
形腫瘍にも腫瘍幹細胞が存在し、治療抵抗性
を生じることを示した。また臨床検体におい
ても、肝芽腫、骨肉腫の double cancer（重
複癌)症例における化学療法前後での肝芽腫、
骨肉腫での CD44v の免疫組織染色による比
較検討にて肝芽腫、骨肉腫ともに治療前には
CD44vの発現が認められなかったが、化学療
法後に CD44v8-10 の発現を認める腫瘍細胞
を認め、これは化学療法に耐性機構のある腫
瘍幹細胞が多く残存したためではないかと
考えられ報告した（Yoshida G, Fuchimoto Y, 
BMC Cancer 2012.）小児固形腫瘍は化学療
法に反応するものが多く、時には外科治療前
に自己血液幹細胞移植が必要なほど強力な

ネオアジュバンド療法を行う。そのような治
療を行った後にも再発例の予後は非常に悪
く、これには化学療法ならびに放射線療法に
抵抗性の腫瘍幹細胞の残存に起因するもの
と考えられる。そのため腫瘍幹細胞マーカー
（CD44v, CD13）を利用した腫瘍幹細胞マー
カー阻害薬による生物学的特性、機能解析は
腫瘍幹細胞を標的とした治療の開発に繋が
り、難治性小児固形腫瘍治療成績を向上させ
るブレークスルーとなる可能性も期待され
る。 
 
２．研究の目的 
集学的治療によっても進行小児固形腫瘍の
治療成績は依然生存率が低く治療抵抗性で
ある。これら治療抵抗性小児固形腫瘍に対す
る化学療法、放射線療法の強化は極限であり、
新規治療法の開発が喫緊の課題である。成人
癌領域では癌幹細胞の概念が認められてき
ており、小児がんにおいても再発・転移にこ
の癌幹細胞が深く関わっているとの仮説を
たてて以下の３点を明らかにして、難治性小
児固形腫瘍の癌幹細胞に対しての新規治療
の開発を考案する。 
目的 1)細胞株（神経芽腫、肝芽腫、軟部肉腫）
の癌幹細胞関連マーカー(CD44v, CD13)発現
評価。 
目的 2)細胞株での CD44vまたは CD13阻害
薬による腫瘍形成抑制の効果の評価（移植モ
デル）。 
目的 3)臨床検体（神経芽腫、肝芽腫、軟部肉
腫）での CD44v, CD13の発現評価。 
 
３．研究の方法 
難治性小児固形腫瘍（神経芽腫、肝芽腫、軟
部肉腫）の細胞株で腫瘍幹細胞マーカー
（CD44v, CD13）の発現を FACS にて評価する。
マーカーの発現量と予後因子を付きあわせ
る（目的 1）。次に FACS sorting にて腫瘍幹
細胞マーカー（CD44v または CD13）にてそれ
ぞれのマーカーの陽性/陰性で腫瘍細胞を分
離し、陽性細胞と陰性細胞の ROS の発現量の
解析を行い、造腫瘍能を比較する。更には腫
瘍幹細胞に対して腫瘍幹細胞阻害（既存薬）
にて抗癌剤による ROS の変化の検討、また造
腫瘍能の変化の評価を行う（目的 2）。神経芽
腫、肝芽腫、軟部肉腫の臨床組織検体にて化
学療法前後の原発巣、転移巣の腫瘍細胞を採
取し、上記の腫瘍幹細胞の解析と ROS の関連
性、更には腫瘍幹細胞阻害による ROS の変化
の検討、また造腫瘍能の変化の評価を行う
（目的 3）。 
                    
４．研究成果 
小児がん細胞株（肝芽腫細胞株（HepG2, HuH6）、
横紋筋肉腫細胞株（Rh30, KYM-1, RMS-YM, RD）、
神経芽腫細胞株（LAN5）、ラブドイド腫瘍株
（W4）など）、臨床検体組織における腫瘍幹
細胞マーカー候補（CD13, CD44, CD44v, 
CD133）の発現検索では、CD44 は全ての腫瘍



株で発現が 20%程度確認され、CD133 の発現
も横紋筋肉腫株や神経芽腫株の一部では確
認された。しかし、一部の成人癌で腫瘍幹細
胞との密接な関係を指摘されるCD44vは小児
がんでは多くのがん腫細胞株で、成人腫瘍と
は異なり発現が低いことが明らかにされた。 
 
 肝芽腫細胞株（HepG2, HuH6）では FACS に
てCD13の表出がそれぞれ約50%,10%に認めら
れた。そのため HuH6 株を用いて CD13 陽性細
胞をソーティングし、SCID-NOD マウスに
enrich して移植した。bulk 細胞では腫瘍を
形 成 し た の に 対 し て
1/10(1.0x104),1/100(1.0x103), 
1/1000(1.0x102)のいずれのenrichに対して
も 16 週間の経過では腫瘍の形成はみられな
かった。そのため肝芽腫の腫瘍幹細胞を標的
とした治療薬と期待されたCD13阻害薬(ウベ
ニメクス)の効果の研究を進めることができ
なかった。 
  
これらの結果より研究最終年度には研究
計画の修正が検討された。近年、組織幹細胞
として Wnt signal のターゲット遺伝子であ
る Lgr5 が注目されているが、Lgr5 を腫瘍幹
細胞候補マーカーとして小児腫瘍株におけ
る発現や、in vivo での腫瘍造成能を評価す
る予定である。また近年、エピゲノムの制御
状態の改変研究において、初期化因子発現に
より異型増殖細胞が誘導され、小児がんに類
似した病変が形成されることが明瞭となっ
てきている。このような初期化因子発現によ
り形成された腫瘍（小児がん類似）の既知の
腫瘍幹細胞マーカーならびに体細胞幹細胞
マーカーを評価することは小児がん特有の
腫瘍幹細胞マーカーの発見につながる可能
性があり、興味深いと思われ、今後の検討を
予定している。 
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