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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌（OSCC）における癌幹細胞の検出と細胞ストレスによる口腔扁平上皮癌のオ
ートファジー死の誘導について検討した。ALDH1陽性OSCCは、癌幹細胞としての特性を有し、臨床材料では再発に関与
することが明らかとなった。ConA刺激OSCC細胞は、ConAを細胞内に取り込んでオートファジーが誘導され、アポトーシ
スに陥った。この結果は、ConA刺激によりOSCCはオートファジー死が誘導されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined characteristics of ALDH1 positive oral squamous cell 
carcinoma (OSCC) cells and autophagy-mediated apoptosis in OSCC cells. The clinicopathological results 
showed that elevated ALDH1 expression correlated with local recurrence. In in vitro experiments, the 
percentage of cells exhibiting ALDH1 enzymatic activity significantly increased among cisplatin-survival 
cells, suggesting that ALDH1 expression contributes to the characteristics of cancer initiating cells in 
OSCC. HSC-3 treated with ConA showed an internalization of ConA in the cytoplasm and an induction of 
autophagy. Autophagy-induced HSC-3 showed the high percentage of Annexin V expression and an increased 
expression of cleaved PARP, cleaved caspase-3, and Bax, known as apoptosis markers, by western blotting 
assay. From these results, we suggest that ConA-treated OSCC cells induce the autophagy-mediated 
apoptosis.

研究分野： 口腔病理学
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１．研究開始当初の背景 
癌幹細胞と癌幹細胞から分化した癌細

胞（分化型癌細胞）に分類することができる。
癌幹細胞は、抗癌剤および放射線療法に抵抗
性であり、本細胞をターゲットとした治療法
が、癌の根絶に重要であることが認識されて
いる。しかしながら、癌胞巣内においても癌
幹細胞は分化型癌細胞を利用した生存戦略
を確立して、浸潤および転移に準備している
可能性がある。生存戦略の２本柱として、１）
酸欠などの低栄養状態を回避するためのオ
ートファジー（自食作用）と２）血液供給の
確保のため不要とされる分化型癌細胞を
cell-in-cell 現象で癌幹細胞に取り込み、死滅
させるエントーシス（entosis）がある。癌根
絶のためには癌幹細胞を標的とした治療法
が必要である。したがって、この２つの現象
を応用した治療法が確立できれば、癌幹細胞
を特異的に、かつ効果的に排除できると考え
る。 

 
２．研究の目的 

癌幹細胞ならびに分化型癌細胞の根絶
法を確立する基礎研究として、１）口腔扁平
上皮癌(OSCC)の癌幹細胞[cancer initiating 
cell (CIC)あるいは cancer stem cell (CSC)]
の同定と性状解析、２）OSCC 細胞へ ConA
刺激によるオートファジーあるいはエント
ーシスの誘導、および３）ConA 刺激による
オートファジー細胞死の誘導を目的とする。 

 
３．研究の方法 
１）OSCC における CIC の同定：OSCC 組
織標本およびOSCC細胞株でのCIC同定を、
免疫染色法および FACS 法により行った。
FACS 法では aldefluor assay を用いた。 
２）OSCC 細胞への Cisplatin (Cis)および
ConA 刺激：培地内 Cis および ConA を添加
し、ConA の internalization を蛍光法にて検
索する。 
３）オートファジー検索：オートファジー・
マーカーである LC3 および Beclin-1 の細胞
免疫染色および western blotting 法を行った。 
 
４．研究成果 

本研究では、口腔扁平上皮癌（OSCC）
での cancer initiating cells (CIC)あるいは
cancer stem cells (CSC)の性状について、
aldehyde dehydrogenase 1(ALDH1)の発現
により検討した。パラフィン切片による免疫
組織化学的検索より、正常粘膜組織は
ALDH1 の陽性所見はみとめなかった。一方、
OSCC 組織においては、ALDH1 が癌胞巣の
一部癌細胞に染まるパターンと胞巣を構成
する大部分の癌細胞が染色されるものが認
められた。これらの染色性を染色 Low 群と
High 群に分けて、臨床病理学的検索を行っ
た（図１）。 
 
 

図１ OSCC 標本による ALDH1 発現様式。A 
正常粘膜、B Low 群 OSCC、C High 群 OSCC 
 
その結果、High 群 OSCC 症例では局所再発
と相関することが明らかとなった。すなわち、
ALDH1 陽性細胞は腫瘍細胞の中で、癌細胞
がもつ特性を細胞群である可能性が示唆さ
れた。そこで、in vitro 実験を企図した。 
OSCC cell line の HSC-3 細胞を用いて、
Aldefluor assay を行った。ALDH1 発現を蛍
光微鏡および FACS により検索した。HSC-3
細胞中には、0.62%の ALDH1 陽性細胞が含
まれていた。しかし、同細胞を抗癌剤である
シスプラチン（Cis）で前処理して Aldefluor 
assay を行ったところ、ALDH1 陽性率が
14.8%まで上昇した。この結果は、ALDH1
陽性 HSC-3 細胞が抗癌剤抵抗性をもつ可能
性を示している。そこで、薬剤排出機序に関
与する ABCG2 の発現を western blotting 法
で検索したところ、Cis 抵抗性 HSC-3 細胞は
コントロール群と比較して、有意に ABCG2
発現が亢進した。すなわち、Cis 抵抗性は
ABCG2 を介した抗癌剤排出機能を有してい
る可能性が示唆された。さらに、Cis 抵抗性
細胞は、間質組織への浸潤能が亢進した。こ
れらの結果から、Cis 抵抗性で ALDH1 陽性
細胞は、CIC である可能性が考えられた。そ
こで、CIC の特性である自己複製能に関して、
cancer sphere assay により検討した。Cis 抵
抗性 HSC-3 細胞とコントロールを無血清培
地で Low-binding plate に播種して、sphere
形成能を調べた。 

図２ cancer sphere assay 
その結果、Cis 抵抗性細胞ではコントロール
細胞に比較して、大きく形の明瞭な sphere
が形成された。 
以上の結果から、OSCC において ALDH1

陽性細胞は、局所再発に関与することが明ら
かとなった。さらに、OSCC 細胞では、
ALDH1 陽性細胞は機能面から、CIC である
可能性が示唆された。本研究の成果は、Int J 
Oncol (2014)に掲載された。 
 次に、OSCC 細胞への ConA 刺激によるオ
ートファジーの誘導とその影響について検
討した。OSCC 組織および HSC-3 細胞での
ConA 反応性をレクチン組織化学にて検索す
ると、ConA は組織および細胞ともに、癌細
胞の細胞質内に染色された（図３）。 



図３ OSCC 組織（a）および HSC-3 細胞（b）
での ConA 発現 
 
ConA を培地内に各濃度で添加すると、
HSC-3 細胞は細胞質内に ConA を取り込む
internalization が 認 め ら れ た 。 こ の
intenalization に よ り 、 低 濃 度 添 加 群
(10g/ml)では HSC-3 細胞の増殖能および遊
走能に変化はみられなかった。しかし、高濃
度添加群(40g/ml)においては細胞増殖能お
よび遊走能が抑制された。ConA の HSC-3
細胞への internalization は、MMA 投与によ
り阻害された。 
  Internalization によるオートファジー
の誘導を検索すると、HSC-3 細胞の細胞質に
はオートファゴゾームが検出された。さらに、
western blotting 法によりオートファジーの
マーカーである LC3-II 発現が認められた。
これらの反応は、オートファジー阻害剤であ
る 3-MA処理により抑制された。したがって、
ConA 投与により HSC-3 細胞ではオートフ
ァジーが誘導されることが明らかとなった
（図４）。 

図４ ConA 刺激によるオートファジー誘導 
 
ConA 投与による HSC-3 細胞でのオートフ
ァジー誘導は、ConA 濃度に依存的ではなく、
低濃度群および高濃度群でも認めた。また、
高濃度添加 HSC-3 細胞では、ミトコンドリ
ア・タンパクである BNIP-3 の発現が亢進し
た。この結果は、高濃度 ConA 刺激が細胞ス
トレスとなり、ROS 蓄積が推測される。しか
しながら、詳細な ConA 刺激によるオートフ
ァジー誘導機序に関しては、現時点では不明
であり、今後の課題と考える。 

高濃度ConAによりオートファジーが誘
導された HSC-3 細胞は、低濃度 ConA 群と
比較して、Annexin V 陽性細胞が増加してい
ることが明らかとなった。また、Western 
blotting 法による検索においても、高濃度
CoA 添加 HSC-3 細胞では Cleaved PARP, 

cleaved caspase-3, Bax の発現が促進した。 
それに対して、Blc-2 および Bcl-XL の発

現は低下した。この結果は、高濃度 ConA 添
加 HSC-3 細胞では、アポトーシスが誘導さ
れることを示唆している。 
  以上の結果から、高濃度 ConA は HSC-3
細胞でのオートファジーを誘導し、細胞をア
ポトーシスに導くことが考えられた。 
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