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研究成果の概要： 

平成 19 年度：各種ヒト由来癌樹立細胞株を用いて、癌幹細胞同定に先立って、増殖能、転移能、

および癌幹細胞マーカー候補の CD133 発現を検討した。さらに「上皮間充織転換」関連因子、

上皮マーカーとして Rho ファミリー（Cdc42、Rac1）、間充織マーカーとして Vimentin、

Fibronectin の発現状況を検討し、それらによる転移ならびに血管新生への影響を検討した。 

平成 20 年度：「癌幹細胞」「上皮間充織転換」規定因子発現に基づく抗腫瘍効果予測法の検討。 

ヒト癌幹細胞(CELPROGEN 社;2008 年発売）購入を予定していたが、製品に不備があり、購入を

見合わせた。平成 20 年は癌細胞株にカドヘリン遺伝子 siRNA を導入し、上皮-間充織転換を強

制的に起こさせる試みを行った。 
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2007 年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

2008 年度 700,000 210,000 910,000 
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総 計 2,900,000 870,000 3,770,000 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：歯学・病態科学系歯学・歯科放射線学 

キーワード：実験腫瘍学 

１．研究開始当初の背景 

 近年，白血病を始めとした癌において，

「幹細胞に似た挙動をとる少数の癌細胞」

の存在が確認されつつある。この幹細胞の

特性をもつ癌細胞を「癌幹細胞」と呼び，

癌の定着に必要不可欠だとする説が注目

されている。癌幹細胞は，自己複製能，多

分化能，無制限に分裂可能な能力をあわせ

もつため，癌の再発や転移の際に重要な役

割を持つ。癌の根治には癌幹細胞を標的と

した治療法の開発が必要だと考えられて

いる。しかし，現時点において癌幹細胞研

究は未開分野であり，充実性腫瘍における



存在を示す証拠は極めて少ない。一方，「上

皮間充織転換」は，器官形成時，上皮細胞

が間葉系細胞へ，また間葉系細胞が上皮細

胞へと，分化する機構である。近年，この

「上皮間充織転換」による再分化が，癌細

胞の転移の際にも生じることが明らかと

なってきた。癌転移の際の異常な上皮間充

織転換を制御できれば，その転移をくい止

める事が可能となるが，その制御機構は明

らかではない。 

 
２．研究の目的 

申請者は，癌転移の際に「癌幹細胞」が

「上皮間充織転換」を制御するのではない

かと考え，癌幹細胞が上皮間充織転換に及

ぼす影響の検討を計画した。様々な癌腫に

おける癌幹細胞の同定，及びその表現型を

明らかにし，上皮間充織転換を制御できれ

ば，癌転移をくい止める事が可能となるか

もしれない。 

当該研究により，『癌幹細胞』をターゲ

ットに『上皮間充織転換』を阻害する癌

転移阻害療法への応用展開を図りたい。 

 
３．研究の方法 

（1）平成 19 年度：各種ヒト由来癌樹立

細胞株を用いて,「癌幹細胞」の同定。 

①FACScan による細胞分画の単離（辻極） 

②MTT assay による各細胞分画の腫瘍増殖

能の検討（in vitro：柳） 

③FACScan による各細胞分画の分化能の

検討（in vitro：辻極） 

④マウスモデルによる各細胞分画の腫瘍

形成能の検討 (in vivo：辻極） 

⑤網羅的なタンパク質間相互作用解析・

プロトアレイ（柳） 

（2）平成 20 年度：「癌幹細胞」と「上皮

間充織転換」の関係の解明。 

①「癌幹細胞」における「上皮間充織転換」

関連タンパク群の機能解析 

②遺伝子発現ベクター導入法による過剰

発現系（辻極） 

③SiRNA 導入による発現抑制系（柳） 

1:増殖能比較検討（in vitro，in vivo） 

2:転移能比較検討（in vitro，in vivo） 

3:FACScan による分化能の検討（in vitro） 

 

４．研究成果 

(1)MTT assayによる口腔癌細胞株の腫瘍増殖

能の検討 

口腔癌細胞株５種を培養,MTT assayを用いて

倍加時間を計測,増殖能を検討。それぞれの

増殖能を比較検討した。 

(2)Boyden chamber による各細胞の転移能の

検討 

cell invasion assay kit （CHM ECM550）を

用いて各細胞での転移能を比較検討。転移能

の高いものと低いものに分けることが出来、

転移能の高い株をマウスモデルに用いるこ

ととした。転移能の高いものと低いもので、

それらの CD133、Rhoファミリー（Cdc42、Rac1）、

Vimentin、Fibronectin発現の多寡を western 

blotting にて比較した。結果、Cdc42 の発現

は細胞株間で様々なレベルを示し、それらの

結果は今後の「上皮間充織転換」研究に用い

る予定である。 

(3)Matrigel による各細胞の血管新生能の検

討 

各細胞株を Matrigel(BioRad 社)に混入し、

C57/BL マウスの背部皮下に接種、2週間後堵

殺、ゲルを回収し、各細胞株の血管新生能を

免疫染色にて比較検討した。現在も条件を検

討中である。 

(4)免疫染色による癌幹細胞マーカー候補の

CD133 発現の検討 

口腔癌細胞株４種を chamber slide 上で培養

し、CD133 発現を検討した。結果、他部位に



おける癌腫同様、数%程度の細胞に CD133 発

現を認めたため、癌幹細胞マーカー候補とし

て CD133 を指標にすることにした。 

(5)網羅的な PCR アレイ 

”RT2 profiler PCR array” （Superarray

社製）の転移経路に関するアレイ、幹細胞に

関するアレイを用いて，転移ならびに幹細胞

に関与する遺伝子について RNA発現比較した。

転移能に差がある細胞株にて MMP遺伝子群の

発現変化を認めることが出来た。今後 MMP に

ついて癌幹細胞マーカー候補として可能性

を検討する。 

(6)siRNA 導入による「上皮-間充織転換」強

制的に起こさせる試み 

cadherin を特異的に発現抑制させるよう設

計した siRNA を、上皮由来である口腔癌細胞

株に導入し、上記の Rho ファミリー（Cdc42、

Rac1）、Vimentin、Fibronectin 発現を導入前

後で比較した。Vimentin fibronectin 発現上

昇、Rho ファミリー発現低下が見られたため、

「上皮-間充織転換」様を示したと考えられ

た。現在、さらに条件を検討中である。 

血管新生、癌浸潤に関連した研究成果を第

67 回日本癌学会総会(名古屋)にて報告した。

一連の研究成果は、Progress in Oral Cancer 

Research  Recent Progress in Molecular 

Targets and Oncology Therapeutics (pp. 

14-58) Authors / Editors:  Jun Murakami 

et al.  Nova Science Publishers, Inc 

（400 Oser Ave. Suite 1600 Hauppauge NY 

11788-3619） 2008年ならびに、Bacterial DNA, 

DNA polymerase and DNA helicases. Authors 

/ Editors:  Jun Murakami et al.  Nova 

Science Publishers, Inc. 2009 年  (in 

press)に英文著作として発刊された。 
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