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研究成果の概要（和文）：幹細胞マーカーCD133の機能は十分に解明されていない。我々は膵癌細胞株Capan-1に
おいてCD133の発現が幹細胞様形質と相関することを明らかにし、CD133高発現の亜株を樹立した。この高発現細
胞の性質をCD133ノックダウン細胞と比較し、CD133発現が上皮間葉転換(EMT)を誘導することを確認した。両者
で発現の変化するタンパクおよびmiRNAを解析し、EMT制御タンパクSlug (転写因子)、miR-30ファミリーのEMT誘
導への関与が示され、さらに低酸素では低酸素反応の鍵レギュレーターHIF-1alphaの関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The molecular function of CD133 in the maintenance of cancer stem cells has 
not been elucidated. The CD133+ population of Capan-1 pancreatic cancer cell line exhibits cancer 
stem cell (CSC)-like properties. We established a CD133+ cell-rich subline from Capan-1 cells. Using
 this subline and the CD133 knocked down cells, we have shown that CD133 facilitates 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) in pancreatic cancer cells. The protein level of EMT 
regulating transcription factor Slug and the miR-30 family of microRNA level are increased in CD133+
 cells, and the expression of these factors can enhance mesenchymal phenotype. In addition, the 
protein level of HIF-1alpha, which plays a major role in cancer cell survival and aggressiveness in 
hypoxia, increases in CD133+ cells and may enhance the mesenchymal phenotype.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： CD133　癌幹細胞　膵臓癌　マイクロRNA　上皮間葉転換 (EMT)　Slug　HIF-1　miR-30

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
膵癌は癌死の 4位を占め、罹患者数はさら

に増加の傾向を示している。いっぽうで 5年
生存率は現在も 10%以下であり、最も難治性
の癌のひとつとして新たな治療法の開発が
求められている。こうした中で、転移再発の
起点となる癌幹細胞が治療標的として注目
され、幹細胞様性質を維持するしくみの解明
が研究の焦点となっている。 
細胞表面抗原CD133は5 回膜貫通型の糖タ

ンパクで、幹細胞マーカーとして広く利用さ
れているが、どのような機能を持っているか
は十分解明されていない。これまで、目の遺
伝性疾患において CD133 の突然変異(R373C)
のあることが報告されており、プロトカドヘ
リン 21(視細胞特異的プロトカドヘリン)お
よびアクチンと免疫沈降で共沈してくるこ
と、また、C 末端領域(細胞内ドメイン)のチ
ロシン(Y828 および Y852)が Src ファミリー
のキナーゼでリン酸化されることなどが断
片的に報告されていたが、細胞外ドメインに
結合するリガンドが存在するのか、また、下
流のシグナルは何か，などについて目立った
論文は知られていなかった。 
近年、大腸癌細胞 Caco2 などで、CD133 の

第 1 細胞内ドメイン(アミノ酸133-445)にデ
アセチラーゼ HDAC6 が結合し、-カテニンの
脱アセチル化(安定化)を介して Wnt シグナ
ルに関与していること、また、グリオーマ細
胞において、フォスフォイノシチド 3-キナー
ゼ(PI3K)の調節サブユニット p85 が CD133 
の C 末端 Y828 のリン酸化部位に直接結合し、
この結果グリオーマ幹細胞において PI3K/ 
Akt 経路が選択的に活性化されていること
が、示された。これらの報告は CD133 の細胞
機能を考えるうえで興味深いものであるが、
同様のことが他の細胞においても広く認め
られる一般的な現象なのか、さらには異なる
組織由来の癌幹細胞においても共通に働い
ているしくみなのか、などについてはさらに
検討が必要であり、その評価は未だ定まって
いない。 
我々は、CD133 の発現が膵癌の予後や転移

と相関があり(Maeda et al. 2008)、膵癌細
胞株 Capan-1 において CD133 陽性細胞集団は
癌幹細胞様の性質を示すこと(Hayashi et al. 
2012)を明らかにしてきた。また、Capan-1 細
胞から運動能を指標として選別を繰り返し、
遊走能および浸潤能の高い亜株Capan-1M9を
樹立したが、この亜株は CD133 高発現(CD133
陽性細胞率 90%以上)の細胞集団となってい
た(Ding et al. 2012)。 
 

２．研究の目的 
(1) 申請者らの樹立した Capan-1M9 が CD133
高発現細胞集団であることに着目し、この細
胞を膵癌幹細胞様のモデル細胞として、
CD133 の機能を細胞レベルおよび分子レベル
で明らかにする。 
(2) 近年、種々の生命現象において重要な役

割を担っていることが明らかにされ、細胞の
癌化や腫瘍の進展にも深く関与することが
注目されているマイクロ RNA (miRNA)の発現
が CD133 の発現で変化するか、また、膵癌幹
細胞におけるCD133の機能に関与していない
かを検討する。 
 
３．研究の方法 
CD133 高発現細胞 Capan-1M9 を膵癌幹細胞

様のモデル細胞として、shRNAを用いてCD133
ノックダウン細胞を作製し、両者の比較から
CD133 の作用を明らかにする。また、CD133
によって発現の変化する mRNA および miRNA
を網羅的に解析し、明らかになったタンパク
因子やmiRNAについてさらに解析をすすめる。 

 
４．研究成果 
(1) CD133 の発現は上皮間葉転換(EMT)を誘
導する.  
CD133 高発現亜株 Capan-1M9 は CD133 陽性

細胞の比率が 95%程度 (図 2a)となるととも
に、親株である Capan-1 にくらべて間葉系マ
ーカーの N-カドヘリン、フィブロネクチンの
タンパクレベルが上昇し、さらに、EMT 誘導
因子 Slug の発現も増加していた(図 2b)。 

 
上記のように、CD133 の発現と膵癌細胞の

EMT に相関があったことから、CD133 が EMT



を誘導する可能性が考えられたので、これを
確認するため、CD133 のノックダウンをおこ
なった。Capan-1M9 細胞にウイルスベクター
を用いて、CD133shRNA と GFP あるいは GFP の
み (コントロール )を発現させた細胞
shCD133M9 および M9G を作製した。 

 
CD133 ノックダウン細胞では遊走能が低下

する(図 3d)とともに、間葉系マーカーの発現
が抑制され(図 3f)、CD133 高発現細胞の EMT
は CD133の発現に依存していることが確認さ
れた。興味深いのは、この時EMT誘導因子Slug
の発現が大きく低下していること(図 3b、c、
e)で、CD133 による EMT の誘導を Slug が仲介
している可能性が考えられた。 
 
(2) Slug は CD133 による上皮間葉転換(EMT)
誘導を仲介する. 
CD133高発現細胞のEMTに対するSlugの作

用を調べるため、Slug ノックダウン細胞
shSlugM9 を作製した。shSlugM9 細胞では、
遊走能が低下する(図 4c)とともに、N-カドヘ
リンなどの間葉系マーカーの発現が低下し
た(図 4b、d)。したがって、Slug の発現は
Capan-1M9 において、EMT に関予していると
判断された。いっぽう、CD133 の発現は Slug 

 
のノックダウンによって変化しなかった(図
4b)ので、CD133 発現⇒Slug 発現誘導⇒EMT 誘
導、というルートが考えられる。 
 
(3) miR-30 は CD133 による上皮間葉転換
(EMT)誘導を仲介する. 

CD133 に依存した細胞内シグナルに miRNA
が関与していないか調べるため、miRNA マイ
クロアレイ解析をおこない、CD133 高発現細
胞 M9G と CD133 ノックダウン細胞 shCD133M9
で発現の変化する miRNA を調べた。 

 
発現量を考慮して検討した結果、ノックダ

ウン細胞では miR-30a-5p の発現が低下して
いた(図 5a)。そこで、PT-PCR によって miR-30
ファミリーの RNA レベルを調べたところ、
miR-30a、b、c、eの発現量が低下しているこ
とがわかった(図 5b). 
次に、この miRNA の発現量の変化が細胞の

表現型にどのような作用をするかをみるた
めに、ウイルスベクターを用いて遺伝子導入
し、miR-30a、miR-30b、miR-30c1 と RFP、あ
るいはRFPのみ(コントロール)を強制発現す
る細胞をつくった。これらの miR-30 強制発
現細胞は、遊走能および浸潤能が上がる(図
6b、c)とともに、間葉系マーカーの発現が増



加し(図 5d)、EMT が促進されていると判断さ
れた。 

 
以上から、CD133⇒miR-30 発現誘導⇒EMT

誘導というルートの存在が考えられる。なお、
TargetScanによる検索ではヒトCD133mRNAの
3’非翻訳領域にmir-30の標的配列が検出さ
れるが、現在のところ miR-30 の発現による

CD133mRNA レベルの減少は確認できない。 
 

(4) CD133 は低酸素条件下で HIF-1 の発現量
を増加させる. 
生体組織中の酸素濃度は 3-8%であり、大気中
に比べると低酸素の状態にある。とくに、膵
癌は間質反応が強いことが知られており、さ
らに低酸素となっているものと考えられる。
HIF-1は低酸素状態で発現誘導タンパクが
安定化され、HIF-1とヘテロダイマーを形成
して低酸素反応のキーレギュレーターとし
て働いている。
HIF-1タンパクレベルに対するCD133の作

用を調べたところ、1%酸素下で CD133 ノック
ダウン細胞では HIF-1タンパク量が低下し
ていることが明らかになった(図 7a)。
 

この結果、1%酸素下では CD133 高発現細胞
M9G の HIF-1 依存性転写はノックダウン細胞
よりも高い(図 7b)。低酸素では HIF-1 mRNA



レベルがノックダウン細胞で低下している
(図 7c)ので、このことがタンパク量の違いに
反映している可能性がある。 
CD133 高発現の M9G細胞では、低酸素で EMT

誘導因子 Slug の mRNA レベルが増加しており
(図 7e)、遊走能や間葉系マーカーの発現も増
加する傾向がみられた。したがって、低酸素
下での HIF-1発現増強は EMT を促進してい
る可能性がある。 
これらの結果から考えると、低酸素下では、

CD133発現⇒HIF-1発現誘導⇒Slug発現誘導
⇒EMT 誘導というルートの寄与が示唆される。 
 

(5) 本研究をとおして明らかになった CD133
の機能・位置づけと展望 
膵癌細胞 Capan-1M9 において CD133 は EMT

を誘導する。CD133 の発現は EMT 誘導因子
Slug のタンパクレベル、miR30 ファミリーの
miRNA レベルを上昇させ、これらが EMT の誘
導を仲介している。また、低酸素条件では、
CD133はHIF-1のタンパクレベルを上昇させ、
Slug の発現上昇を介して、EMT の誘導に寄与
することが示唆された(図 8)。 

 
Mani ら(2008)によって報告されて以来、

EMT と癌幹細胞の関係については多くの論文
があるが、我々が用いているモデル系につい
てどうなっているかは、今後さらに検討する
必要がある。Slug や miR-30 の発現が薬剤耐
性に影響を与えることはすでに確認してい
る。 
最近、ヒト大腸がん細胞において EGF 刺激

が CD133 のリン酸化を誘導し(Shimozato et 
al. 2014)、また膵癌細胞で、CD133 が EGF レ
セプターと結合することが免疫沈降によっ
て示され(Weng et al. 2016)、CD133 と EGF
レセプター、さらに Src を含んだ 3者の相互
作用が一段と注目をあびるようになってい
る。下流のシグナルと想定されているのは
Akt の活性化である。我々も CD133 高発現細
胞 Capan-1M9 において mTOR (mammalian / 
mechanistic target of rapamycin)の 2つの
複合体 mTORC1 と mTOC2 が異なった作用で
PI3K–Akt 経路に関係し、幹細胞様形質の維持
に働いていることを示す結果を得ている(投
稿準備中)。 今回詳述したCD133から、Slug、

miR-30、HIF-1を経て EMT に繋がる経路と
PI3K-Akt-mTOR から幹細胞性の維持に繋がる
経路の関係を明らかにしていくことによっ
て、CD133 を起点とするシグナルの機能が明
らかになり、新たな治療法の開発に資するも
のと考えられる。 
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