
順天堂大学・医学部・特任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

挑戦的萌芽研究

2017～2014

がん幹細胞発生の可視化とこれを駆動する微小環境の探索

Development of cancer stem cells driven by microenvironment

８００９２１４６研究者番号：

入村　達郎（IRIMURA, Tatsuro）

研究期間：

２６６７００２３

平成 年 月 日現在３０   ６ ２３

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：がん幹細胞はがんの治療抵抗性や潜伏と再発を理解し治療を改善する上で重要な対象
であるが、その同定法、発生のメカニズムの理解は遅れていた。最近遺伝子解析により発見したがん幹細胞表面
マーカー候補であるZnT1に対するモノクローナル抗体を作成し、がん幹細胞の発生状態を可視化することを企図
したが、その結合する細胞集団は他の方法による検出結果と合致せず、またこの分子の発現状態はがんの治療抵
抗性と相関しなかった。開発したモノクローナル抗体はZnT1解析ツールとして有用であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells are important subjects to understand the treatment 
resistance, latency and recurrence of cancer and to improve therapy.  However, it was not easy to 
identify them in histological and cytological context.  The mechanism how they give rise should be 
investigated with appropriate surface markers, which was not available.  We have recently prepared a
 monoclonal antibody against ZnT1, a cancer stem cell surface marker candidate discovered by genetic
 analysis.  Our specific aim was to visualize the developmental state of cancer stem cells by the 
use of the antibody.  However, after careful investigations conducted under the present project, we 
concluded that the anti-ZnT1 antibody positive cell population was not identical to cancer stem cell
 populations identified by other methods.  The expression status of this molecule did not correlate 
with the treatment resistance of cancer.  However, we found that the developed monoclonal antibody 
is useful as a tool to analyze ZnT1.

研究分野：腫瘍学、免疫学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
がん幹細胞は、概念としてはがんの生物
学的挙動を理解し、効果的で副作用の少な
いがん治療薬を開発する上で非常に重要で
ある。さらに、がん幹細胞に特有な分子は
がん治療における重要な標的となる。しか
しがん幹細胞を同定し定義づけるのに有用
な分子は非常に限られていた。また、個々
の細胞レベルでがん幹細胞を見つけ出し、
その性質を調べ、さらにがん幹細胞の発生
を可視化するためには、表面に露出した分
子マーカーを使用する必要があるが、その
ような分子はほとんど見出されていなかっ
た。したがって、がん幹細胞であることを
示すことのできるマーカーとなりうる細胞
表面分子を見出すことは、生物学的にも、
がん治療学の上からも極めて重要である。
しかし、実際にはそのような分子を発見す
ることは非常に難しく、研究は遅れていた。
私どもは先行研究でヒト大腸がん細胞に由
来するがん幹細胞とそれ以外のがん細胞と
の間で発現する遺伝子を網羅的に解析比較
して、高発現する遺伝子をリストし、その
中からがん細胞表面に露出して存在する可
能性の高い糖タンパク質として亜鉛イオン
輸送体である ZnT1に注目した。この糖蛋白
分子に対するモノクローナル抗体を作製す
ることに成功した。KLHコンジュゲート
ZnT1合成ペプチドを最初の免疫原とし、さ
らに強制発現細胞を用いて二次免疫を行い、
免疫原とは別の背景を持つ強制発現細胞を
用いてスクリーニングを行うことによって
発現細胞に結合する抗体、リコンビナント
タンパク質を用いたウェスタンブロットを
加えることによって変性糖蛋白に結合する
抗体の作製を試み、既に二種類のハイブリ
ドーマを確立していた。しかし、それらの
イブリドーマが産生するモノクローナル抗
体を用いてがん細胞に発現する ZnT1を検
出することには成功していなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、以下を目的とした。（１）
二つの抗 ZnT1モノクローナル抗体の特性
を明らかにする。（２）抗 ZnT1モノクロー
ナル抗体を用いて ZnT1の細胞表面におけ
る発現を実際に検出し、抗体が結合するが
ん細胞集団が他の方法で検出できるがん幹
細胞と一致するかどうかを検証する。（３）
ZnT1のがん細胞表面における分布を解析
し、分裂中の細胞における分布を明らかに

する。（４）ZnT1発現のがん細胞の振る舞
いにおける役割を検証する。（５）がん幹細
胞マーカーとしての ZnT1のがん細胞にお
ける発現が微小環境因子によって制御され
る可能性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
先ず、二種類のハイブリドーマの産生す
るモノクローナル抗体の特性解析を行った。
免疫沈降、ウエスタンブロッティング、フ
ローサイトメーターにおける解析への利用、
細胞組織染色、などを試みた。なおこの過
程で、一種類のハイブリドーマ 2D11の生育
状態が悪かったために、その産生する抗体
はウエスタンブロッティングに使用できる
可能性が期待されたが、その後の追求を断
念した。開発に成功したフローサイトメト
リーに有用であることが判明した抗 ZnT1
モノクローナル抗体である 2G1を用いて次
に、MCF7ヒト乳がん細胞と SW480ヒト大
腸がん細胞を主な対象に、がん幹細胞分画
と考えられる蛍光色素排出能を持つ細胞
（サイドポピュレーション）と ZnT1が高発
現している細胞との関係を追求した。ZnT1
の発現を mRNA レベルで測定した場合と、
細胞表面から定量できる ZnT1 の発現レベ
ルとが相関するかどうかを解明することと
した。一方、表面における 2G1モノクロー
ナル抗体の結合性と、蛍光色素排出能の両
方を指標にセルソータにより細胞を分取し
これらの細胞における ZnT1の mRNAレベ
ルを定量した。 
 さらに、培養細胞を固定し、細胞膜の透過性
を高める処理を加えた場合と加えない場合と
を対象にモノクローナル抗体で細胞染色を行
い ZnT1の分布状態を追及した。 
 ZnT1 とがん細胞の挙動との関連を特に臨床
的な観点から明らかにするため、公開データ
に基づいてこの分子の発現と患者生存率の関
係を複数のがん種において追及した。 
 一方、作製した抗体がこの分子の発現解析
や機能解析に使用できる可能性をさらに追
求するため、ZnT1の発現と細胞の亜鉛抵抗
性、それに対する抗 ZnT1モノクローナル抗
体の作用について、がん細胞培養培地に
種々の濃度の亜鉛を添加することにより追
求した。さらに、ZnT1強制発現細胞を用い
て、この分子が細胞の亜鉛の毒性に対する
抵抗性を獲得するかどうか、またモノクロ
ーナル抗体の結合が、この効果に影響する
かどうかを検証した。 
 



４．研究成果 
 
 抗 ZnT1モノクローナル抗体を産生する
二種類のハイブリドーマ 2G1と 2D11はい
ずれも免疫開始時に用いたオリゴペプチド
に対する結合性が極めて低かった。2G1は
フローサイトメトリーにおいて、ZnT1の検
出に適していることが明らかになった。一
方 2D11はウエスタンブロッティングに有
用であったが、ハイブリドーマが不安定で
あり、さらなる追求ができなかった。 
引き続き、ヒト乳がん細胞株とヒト大腸が
ん細胞株を用いて、抗 ZnT1モノクローナル
抗体 2G1の結合性を指標に ZnT1を検出す
ることで、がん幹細胞におけるこの分子の
不均一な分布を検出できるかどうかを解明
する事を目指した。抗 ZnT1モノクローナル
抗体 2G1は、解析に用いた 10種以上の通常
の条件下で増殖させたすべてのヒトがん細
胞に低度の不均一性を持って結合性を示し
た。他の乳がん細胞、大腸がん細胞と同様
に通常の条件下で増殖させたMCF7細胞と
SW480細胞に対しても結合性を有すること
を明らかにした。MCF7細胞を用いて、抗
ZnT1抗体 2G1の結合レベルを指標にセル
ソーターにより分取した細胞において、
ZnT1結合性の画分では、ZnT1の mRNAの
発現レベルが高いことを定量 PCR法で明ら
かにした。SW480細胞ではこのような差は
見られなかった。一方、蛍光色素の排出能
によってフローサイトメーターで分画でき
るサイドポピュレーションにおいて、ZnT1
の mRNAが高レベルで含まれていた。しか
し、2G1モノクローナル抗体の結合する亜
集団とサイドポピュレションが一致するわ
けではなかった。したがって、抗 ZnT1モノ
クローナル抗体 2G1の結合性だけを指標に
がん幹細胞を同定できるかどうかについて
は、慎重に検討する必要があることがわか
った。

 

 

二次元培養における細胞染色法において、
細胞周期の異なる位置の細胞における 2G1
抗体結合部位の細胞内外における分布の違
いを検出することを試みた。固定法などの
詳細な検討を行ったが、抗 ZnT1モノクロー
ナル抗体 2G1は固定後の ZnT1を検出する
ことができず、非対称な分布を検出するこ
とはできなかった。また、2G1抗体はウエ
スタンブロッティングに使用できないこと
がわかった。結論として、今回の研究でこ
れまで ZnT1遺伝子強制発現細胞において
のみ検出されていた ZnT1が、解析の対象と
した全てのがん細胞においてフローサイト
メトリーによって検出できたことは大きな
進歩である。本研究によって、開発途上に
あった抗 ZnT1モノクローナル抗体の有用
性が初めて明らかとなり、今後の利用が多
いに期待される。 
続いて、がん細胞における ZnT1発現と悪
性挙動との関係を追求した。研究開始時点
では公開されていなかったヒト臓器ごとの
遺伝子発現データが公開され、それによれ
ば ZnT1の発現は極めてユビキタスであっ
た。がん組織内における発現は、乳がん、



肝細胞がん、子宮体がん比較的高い症例が
あり、大腸がん、非小細胞肺がん、前立腺
がんでは比較的低かった。しかし腫瘍組織
内における不均一性はいずれのがんでもみ
とめられなかった。そこで、乳がん、肝細
胞がん、子宮体がんにおける発現レベルと
生存率の関係に興味が持たれた。乳がんで
は ZnT1発現レベルが高い症例（約 30％）
では生存率が高いが統計的有意差はなかっ
た（p = 0.1）、肝細胞がんでも発現レベルの
高い症例（約 37％）で生存率が高く、その
差は統計的に有意であった。子宮体癌の解
析データは今の所公開されていない。大腸
がんでも発現レベルの高い症例（約 78％）
で生存率が高かった（p = 0.07）。一方、非
小細胞肺がんでは ZnT1高発現グループ（約
53％）で生存率が低く（p = 0.002）、前立腺
がんでも ZnT1発現の高い症例（約 68％）
で生存率が低かった（p = 0.05）。別のデー
タベースに基づく解析では、胃がんでは高
発現群で生存率が高く、卵巣がんでは高発
現群と低発現群との間に生存率に差がなか
った。これらの結果からも、ZnT1を治療抵
抗性に関係するがん幹細胞のマーカーとし
て解析を進めることは有効でないと判断し
た。

 
ZnT1の発現と細胞の亜鉛抵抗性に関し
ては、HEK293細胞に ZnT1を強制発現させ
ると亜鉛に対する抵抗性を生じることが明
らかになった。また、HEK293細胞におい
て、亜鉛存在下で培養を行うと ZnT1発現レ
ベルが上昇することを示す予備的な知見を
得ることができた。一方、抗 ZnT1モノクロ
ーナル抗体 2G1培養細胞に作用させるこ
とによって、細胞の亜鉛に対する抵抗性に
変化が生じかどうかを調べたが、明確な結
果を得ることはできなかった。 
以上のように、本研究では新規に作製し
たモノクローナル抗体 2G1が、亜鉛トラン
スポータータンパク質である ZnT1を解析
するためのツールとして有用であるが、そ
の使用範囲には限界があることを明確に示
すことができた。このモノクローナル抗体

をがん幹細胞解析に利用する可能性は完全
になくなったわけではないが、高いハード
ルが存在すると判断している。 
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