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研究成果の概要(和文) :

我々は卵巣癌幹細胞に発現する分子を解析し､より卵巣癌幹細胞に特異な分子を見出し､こ

れを標的とした新しい選択的がん治療法を確立すれば期待できる治療成績を得ることが出来る

のではという考えから検討を行った｡まず細胞周期の休止期GO期を検出する方法にて､癌幹細

胞のGO期の細胞では抗癌剤排涯に関与するABCG2とフォーク-ツド型転写因子でGO期を制御

する遺伝子FOXO3a､ユビキチンリガーゼサブユニットFBw 7の特異発現とABCG2遺伝子を調節

するmlcroRNAの強発現を見出した｡一方､ sp細胞の検出法では高頻度のSP細胞を有する明細

胞線癌株を見出した｡本細胞は臨床像と似た脂肪細胞様の形態を呈し､脂肪細胞に特異的遺伝

子PPARγ遺伝子が強発現しており､抗癌剤が効きにくいことおよび未分化維持に関連するので

はと推測された｡マイクロアレ一にてもこの関連の遺伝子が得られた｡

研究成果の概要(英文) :

We assumed that we can obtain favorable therapy results by establishing a new selective

cancer therapy through analyzing an expressed molecular to ovarian cancer stem cells,

selecting more speclflc molecular to ovarian cancer stem cells, and use them as a marker

for the therapy. Firstly, In cell cycle GO phase, we detected three genes; ABCG2 which

relate to anticancer drug efflux, FOXO3a that is a GO phase suppressor gene and specific

expression of ubiquitln ligases subunitesFbw7. We also detected high expression of

microRNA for regulating ABCG2 gene in GO cells. Whereas, By side population (SP) method,

we detected the cancer stem cell in clear cell ademocarclnoma which include high frequency

SP cells. Since these cells showed adipocytes-like character similar to a clinical picture

and PPARγ　that specific gene to adipocytes was highly expressed, an anticancer drug does

not effect well and maintain of cell undifferentiation. We detected similar genes at

mal CrOarray.
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1.研究開始当初の背景

これまでの癌に対する大部分の研究は､癌組

織や癌細胞株の-テロクローンな細胞集団に対

して行われてきた｡これらの方法に基づいた成

果での卵巣癌細胞の治療に対して十分満足な結

果が得られていない要因として､標的遺伝子の

発現が-テロクローンの個々の細胞でまちまち

であるためと考えられた｡最近　成体の正常組

織幹細胞の存在と関連して､多くの腫癖で-チ

ロクローンの癌細胞の集団中にも自己複製能お

よび不均等分裂能を有したごく少数の癌特異的

幹細胞が存在することが示されており､この細

胞が腫療増殖の制御等をしているようであるこ

とから､この癌幹細胞を標的にする癌治療法が

考えられた｡

2.研究の目的

我々は卵巣癌幹細胞に発現する分子を解析し､

この細胞がこれまで-テロクローン細胞集団を

対象に解析されてきた種々の知見･治療と違う

ところを検索すれば､より卵巣癌幹細胞に特異

な分子が見出せ､これを標的とした新しい選択

的がん治療法を確立すれば期待できる治療成績

を得ることが出来るのではと考えた｡そこで卵

巣癌幹細胞に発現する分子の検索をし､この制

御を検討することを目的にした｡

3.研究の方法

(1)卵巣癌細胞株を細胞周期の休止期GO期

を検出する方法にて腫癌幹細胞を分離する

ことを試みた｡即ち　Pyronin Y　および

Hoechst 33342で染色した細胞をFACS Aria

に解析した｡ Hoechst 33342はバイオレット

レーザーで励起してバイオレットを450nmに

て､またPyronin Yは488nmにて励起して

FL-2　578nmにて測定を実施しGO細胞と非

GO細胞を分離した｡そして腫癌幹細胞に発現

する分子をRT-PCRにて検索した｡また腫癌

幹細胞に発現するmicroRNAを検索した｡

( 2)卵巣癌細胞株をHoechst 33342で染色し

た細胞をMoFloフローサイトメーターにて解

析およびソーティングは解析したo　なお解析

およびソーティング条件は紫外線レーザー

にて励起して　422/44BPと590/35BPの2つ

の波長フィルターを用いてHoechst redと

Hoechst blueを測定し､阻害剤verapamilに

より消失する細胞をHoechst　色素の排泄能

の高い集団のSide population (SP)とし癌幹

細胞の同定･分離をし､この細胞の分子解析

をRT-PCRおよびマイクロアレイにて解析し



た｡

4.研究成果

( 1 )細胞周期の休止期GO期を検出する方法によ

り分離した腫癌幹細胞に発現する分子

GO細胞には抗癌剤排テ世に関与するABCトラン

スポーターGタイプのABCG2とフォーク-ツド嬰

転写因子でGO期を制御する遺伝子FOXO3aの発

現が見られた｡さらに腫疹抑制遺伝子で､ユビ

キチンリガーゼサブユニットFBw7がGO分画で

強発現していた｡またABCG2遺伝子を調節する

microRNAの強発現を見出した｡

(2)Hoechst色素染色によるSP細胞の解析

明細胞癌細胞株に高頻度のSP細胞を呈するも

のを見出した｡この細胞にはABCG2とMDR-l遺伝

子が強発現していた(Fig4)｡
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またこの細胞は高度に脂肪の蓄積をして脂肪

細胞様に変化する性状を呈して抗癌剤が効きに

くくなっていると思われた(Fig3)｡これに関

連の脂肪細胞関連遺伝ADRP､脂肪細胞に特異的

発現する遺伝子PPARγが強発現しており､ PPAR

γが未分化状態の維持に関与しているのではと

推測された｡マイクロアレイでも細胞周期､転

写因子とエネルギーに関連する分子が得られたo

また､ SP細胞が培養器材へ吸着能が強いことを

兄いだし､これらのリガンド分子が生体内の特

定場所やニッチ-の接着に関与するのではと考

えられた｡
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