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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌幹細胞マーカー候補CD271に焦点を当て、頭頸部がん幹細胞の細胞生物学的特徴の
解析を行った。第一に免疫不全マウスを用いた頭頸部癌細胞の異種移植系の構築に成功した。次いでCD271+細胞の癌幹
細胞としての性質を調べたところ、高い造腫瘍能を示した。増殖した腫瘍ではCD271+細胞からCD271-が生じておりヘテ
ロ分化能を有していた。腫瘍スフェアではCD271+分画の割合が増加しており、幹細胞性と一致すると考えられた。CD27
1+細胞はCDDPに対して抵抗性を示した。さらにCD271発現と患者予後は相関していた。以上の結果からCD271は新たな頭
頸部癌幹細胞マーカーであることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells contribute to the malignant phenotypes of a variety of cancers, 
but markers to identify human head and neck cancer (HNSCC) stem cells remain elusive.Several 
patient-derived xenograft (PDX) lines were established, and CD271+ population sorted from PDX-derived 
cells showed an enhanced tumor-initiating capability in immunodeficient mice. Tumors generated from the 
CD271+ cells contained both CD271- positive and -negative cells, indicating that the population could 
undergo differentiation. Accordingly, tumor-sheres contained more CD271+ cells than those from the normal 
in vitro culture condition. After the CDDP treatment, in vivo tumors contained increasing number of 
CD271+ cells, suggesting CD271+ cells are chemoresistant. Furthermore, using primary specimens, I found 
that high CD271 expression was correlated with a poor prognosis for patients. Together, the present 
findings indicate that CD271 is a novel marker for HNSCC stem-like cells and for the prognosis.

研究分野： 頭頸部外科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）頭頸部癌は世界的に発症数が多い癌の
1 つであり、発見時に既に進行癌となってい
る症例も多いことから新しい治療法開発が
期待されている。頭頸部癌は咽頭・喉頭等に
発生し、咀嚼、呼吸、嚥下等の生体機能を損
なうことから、単に生命予後のみならず QOL
の観点からもその克服が急がれている。頭頸
部癌の大部分は扁平上皮癌（squamous cell 
carcinoma）である。組織学的に強い角化傾
向を呈し、原発部位と転移部位に硬い腫瘤を
形成しながら頭部・頸部さらに体幹へとリン
パ管・静脈に沿って浸潤・転移する。 
（２）最近になって「がん幹細胞」（Cancer 
Stem Cell, Cancer Initiating Cell）が悪性形
質の発現に重要な役割を果たしていること
が報告された。一般に、がん細胞は①増殖能
亢進、② 不死化、③浸潤・転移、という３
つの特性を持つ。しかしながら、がん組織を
構成するがん細胞のすべてが、これらの特徴
を持っているわけではなく、一部の細胞が腫
瘍形成能を有するのみである。これら一部の
特殊な細胞群は、１）自己複製能、２）分化
能、という２つの特徴を持ち、自己複製によ
り同一の未分化形質を維持しながら大多数
のがん細胞を生み出している。「がん幹細胞」
を悪性の起源とし、がんが発生・進行すると
いう「がん幹細胞仮説」は頭頸部癌にも当て
はまると想定されるが、頭頸部癌（扁平上皮
癌）の幹細胞マーカーについては CD44等の
一部分子を除いて、十分な解析がなされてい
なかった。 
 
２．研究の目的 
ヒト頭頸部癌に着目し、癌幹細胞を同定し、
これら細胞集団に特徴的に発現する細胞マ
ーカー分子の同定と解析を行う。頭頸部癌に
含まれる癌幹細胞の特性を明らかにするた
めに、頭頸部扁平上皮癌から既知がん幹細胞
マーカー（CD44 等）を指標として細胞分画
し、それらを超免疫不全マウス NOG
（NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull）に移植する。
腫瘍形成能の高い細胞分画と腫瘍形成能の
低い細胞分画について、網羅的な遺伝子発現
を比較することで、がん幹細胞性を規定する
新たな細胞表面マーカーの同定を行うこと
を目的とする。さらに、スフェア形成能との
関連性および幹細胞性マーカーの発現との
関連性を探る。一般にがん幹細胞には抗癌剤
耐性が認められるため、治療モデルを作成し
癌幹細胞マーカーと治療抵抗性の関連につ
いて解析する。また、患者予後との関連につ
いて調査研究することで、新たに同定した癌
幹細胞マーカーが診断マーカーとしても有
用であるか明らかにする。以上の解析により、
in vitro および in vivo の両面から頭頸部癌
幹細胞マーカーを解析し、悪性形質との関連
性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

(1) ヒ ト 頭 頸 部 癌 検 体 に 由 来 す る
Patient-derived Xenograft (PDX)株の構築： 
宮城県立がんセンター頭頸科においてイン
フォームド・コンセントの得られた手術検体
を NOG マウスに異種移植する。NOG マウ
スを用いて腫瘍組織を継代することで頭頸
部癌 PDX株を樹立する。in vitro培養可能な
細胞株を樹立し、以下の癌幹細胞解析に用い
る。 
(2)頭頸部癌細胞を用いたがん幹細胞の同定： 
がん幹細胞分画に用いられているマーカー
であるCD44発現の有無をフローサイトメト
リーにて検討する。セルソーターによって
CD44 発現の程度に基いて細胞を分画し、各
細胞分画を NOGマウスに移植する。in vivo
において腫瘍形成能が最も高い細胞分画、最
も低い分画を同定し取得することで最良の
がん幹細胞マーカーを決定する。さらに、関
連分子についても解析を行うことで新規マ
ーカーを同定する。 
(3)in vitroにおける腫瘍形質の解析：選抜し
た細胞表面マーカーの発現に注目し、腫瘍形
成能細胞が高い分画と低い分画について、in 
vitroでの細胞増殖能、スフェア形成能等を比
較検討する。 
(4)臨床検体を用いた新規がん幹細胞マーカ
ー発現解析：手術にて切除した病理標本を用
いて免疫組織染色による検討を行い、組織内
のがん幹細胞の局在、血管との関係について
解析する。 
(5)患者予後因子としての解析：臨床ステージ
との関連、予後との関連との関係を解析する
ことで診断マーカーとしての有用性がある
解析する。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト頭頸部癌に由来する PDX株の構築： 
頭頸部癌細胞株として FaDu、HPC1-3 等の
既存細胞株を用いたところ、極めて少数の細
胞（1~100細胞程度）移植によって腫瘍が形
成された。悪性度が高くヘテロ性が失われて
いるものと判断した。そこで患者由来細胞を
用いた解析を行うこととした。切除検体を
NOG マウスの皮下に異種移植し数代の継代
を行うことで、複数の PDX(Patient-Derived 
Xenograft)株 HPCM を得た。HPCM2 は in 
vitroでも培養可能であったため、これを選抜
し以後の解析に使用した。 
(2)新規がん幹細胞マーカーCD271の同定：	 
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CD44 の発現による造腫瘍能の差異は
HPCM2ではわずかであった。一方、粘膜基
底層にある正常組織幹細胞マーカーである
CD271を同時に検討した。FACS解析では複
数の細胞株で CD271+細胞群を認めた（図 1）。 
次に CD271発現によりセルソーター（FACS 
AriaII）で細胞を分取したところ、CD271+
分画では腫瘍形成が高いことが明らかとな
った（表１）。	 

 
この結果から、CD271 は頭頸部癌幹細胞マー
カーである可能性が高いと考えられた。	 
 (3) CD271 発現とスフェア形成能との関
連：癌幹細胞は低栄養のスフェア培養培地に
おいて球状の塊（スフェア）を形成すること
が知られている。そこで HPCM2を用いてス
フェア形成を行った。スフェア形成細胞と in 
vitro培養細胞を比較検討したところ、FACS
解析においてスフェア形成細胞では CD271
の発現が亢進していた（図２）。 

したがって、CD271+細胞集団は癌幹細胞性
を有することが強く示唆された。	 
(4)薬剤耐性と CD271 の関連：HPCM2 を
NOG マウスに移植して腫瘍を形成させ、
CDDPを投与した。CDDP投与前後で病理組
織を解析したところ、投与後検体では明らか
に CD271 発現が亢進していた。以上の結果
から、CD271発現細胞は癌幹細胞として重要
な化学療法耐性という形質を示しているも
のと考えられた。（図３） 

 (5)	  下咽頭癌患者検体を用いて CD271を
免疫染色したところ、無再発期間と CD271
発現に有意な逆相関を認めた(図 4)。 

さらにｍRNAを採取し定量 PCRを行い、患
者予後を調べた。CD271mRNA を高発現す
る症例は予後不良であることが確認された。
以上の結果から、CD271は下咽頭癌幹細胞の
新たなマーカー分子であることが明らかと
なった。CD271は細胞表面に表出しているた
め、抗体を用いた治療標的となりうる。今後、
新規治療法開発が期待される。さらに診断マ
ーカーとしても有用である可能性が高く、併
せて今後の研究開発が期待される。 
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