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研究成果の概要（和文）：我々は子宮体癌SP細胞はがん幹細胞の特性を持つことを報告した。SP細胞は既存の抗がん剤
に対して抵抗性を持ち、新規薬剤の開発が必要である。マイクロアレイ解析にて、SP細胞ではEMTに関与するシグナル
伝達経路を構成する遺伝子群の発現が亢進していた。そこで、EMT阻害剤として報告されているsalinomycinのSP細胞に
対する効果を解析した。salinomycinはSP細胞においてアポトーシスを誘導し、Wntシグナルを抑制することにより、細
胞増殖を抑制した。また、運動能、浸潤能やマウス皮下への腫瘍形成も抑制し、子宮体癌幹細胞を標的とした治療薬の
候補となることが示された。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that side-population (SP) cells in human endometrial ca
ncer cells have features of cancer stem cells (CSCs). Hec1-SP cells showed enhanced migration and the pote
ntial to differentiate into the mesenchymal cell lineage. We analyzed the association of the epithelial-me
senchymal transition (EMT) with the properties of endometrial CSC. We also assessed and the effects of sal
inomycin (a compound with EMT-specific toxicity) on the proliferative capacity, migration and invasiveness
 of endometrial CSCs using Hec1-SP cells. We demonstrated that i) EMT processes were observed in SP cells,
 ii) the level of fibronectin was enhanced in SP cells and salinomycin reduced the level of fibronectin ex
pression, iii) salinomycin induced apoptosis and inhibited Wnt signaling, and iv) salinomycin inhibited th
e proliferation, migration, invasiveness and tumorigenicity of SP cells. This is the first report of an in
hibitory effect of salinomycin on the properties of endometrial CSCs.
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１． 研究開始当初の背景 
(1)子宮体癌幹細胞マーカーの同定と治療

法の開発： 

最近、乳癌、脳腫瘍、白血病など様々な

癌で幹細胞の存在が報告され注目されてい

る。我々は組織幹細胞の同定に使用される

Hoechst33342 の取り込みの低い分画の細胞

（side population cells, 以下 SP 細胞）

を分離する方法を用いて 正常子宮内膜に

SP 細胞が存在し幹細胞様の性質を持つこと

を報告した（K.Kato. Hum Reprod, 2007）。

また、癌の初代培養細胞、子宮体癌細胞株

（Hec1A）にも SP 細胞が存在し、nonSP(以

下 NSP)細胞に比べ間葉系細胞の性質が強く

なること、運動能や造腫瘍能が亢進するこ

とを報告した（K Kato.Am J Pathol, 2010）。 

(2)正常子宮内膜幹細胞の発癌機構への関与： 

癌が正常組織幹細胞から発生するのか、

あるいは分化細胞に遺伝子変異が起こり脱

分化され癌化するのかは、未だ不明である。

不死化ラット子宮内膜細胞（RENT4 細胞）

は、分化刺激により腺上皮および間質細胞

の両方に分化するため前駆細胞の性質をも

つことが報告されている。予備的実験で、

RENT4には SP細胞が存在し長期培養によ

り分化ﾏｰｶｰ（ 上皮—E-cadherin, CD9 間

質—Vimentin, CD13）の発現上昇や細胞形

態の変化が観察された。 
 
２． 研究の目的 

(1) 本研究では、子宮体癌細胞株を用いて、

SP 細胞からの癌幹細胞の同定・解析をさら

にすすめ、１）幹細胞と分化細胞との間で

ﾏｲｸﾛｱﾚｲを用いて発現量に差がある遺伝子

を同定し、幹細胞マーカーとしての機能を

もつかを検討するとともに２）幹細胞の特

性 に お け る

epithelial-mesenchymal-transition(EMT)

の役割や運動能・浸潤能亢進に関与する分

子機構の解明を行う。 

 

(2) 本研究では、不死化ラット子宮内膜

細胞株を用い、SP細胞を正常内膜幹細胞の、

non-SP 細胞を分化細胞のモデルとして、I 型

にみられる K-ras 遺伝子変異が SP 細胞と

nonSP 細胞それぞれに起こった場合の造腫

瘍能、細胞特性の違いを明らかにし、癌化へ

の幹細胞・分化細胞の役割および遺伝子変異

の関与を明らかにする。 
３． 研究の方法 
(1)子宮体癌幹細胞マーカーの同定と癌幹細

胞を標的にした治療法の開発 

①我々は子宮体癌細胞株 Hec1 に SP細胞が存

在し NSP 細胞に比べ、未分化で造腫瘍能、運

動能が亢進していることを見いだしている。

SP 細胞を分離培養し、自己複製能、間質への

分化能を解析するとともにタイムラプスビ

デオスコープにより、細胞分裂や運動能の変

化を経時的に観察する。 

②未分化細胞・分化細胞の形質発現に関与

する遺伝子を同定するため、マイクロアレ

イにより SP 細胞・NSP 細胞の間で発現に差

があった遺伝子群を検索し、免疫染色法・

ウエスタンブロット・real-time PCR で確認

する。 

③ EMT阻害剤SalinomycinをSP細胞に添加

し、増殖能や運動能の変化を解析する。また、

EMT 関連遺伝子、前年度同定された幹細胞マ

ーカーの発現の変化を検討する。 

（２）正常子宮内膜幹細胞の発癌機構への関与 

①ラット不死化子宮内膜細胞株の SP細胞を

正常内膜幹細胞の、NSP 細胞を分化細胞の

モデルになるかを検討するため、まず、SP・

NSP 細胞を分離・培養後、不均等分裂・多分

化能・自己増殖能を解析し SP 細胞が幹細胞

の性質をもつことを明らかにする。 

②SP 細胞と NSP 細胞のそれぞれに活性化型

K-Ras を導入した細胞株（RENT4-SP-K12V, 

RENT4-NSP-K12V）を樹立する。両者の造腫瘍

能を比較し K-ras遺伝子変異が幹細胞に入っ

た場合と分化細胞に入った場合の造腫瘍能



の違いを解析しがん化への幹細胞および

K-ras 遺伝子変異の関与を明らかにする。 

③樹立したそれぞれの細胞の ER活性やエスト

ロゲン依存性増殖能、幹細胞マーカーの発現を

解析するとともに、阻害剤やリン酸化特異的抗

体を用いて、増殖・分化に必要なシグナル経路

を検討する。 

 
４． 研究成果 

(1)子宮体癌幹細胞マーカーの同定と癌幹細

胞を標的にした治療法の開発 

 

① 子宮体癌幹細胞（RK12V-SP 細胞）と

非幹細胞（RK12V-NSP 細胞）の間で発現の差

がある遺伝子群のPathway解析を行ったとこ

ろ、亢進している Pathway の上位１０の内、

８つがEMTに関与するものであった（図１）。 

② EMT に関与している遺伝子の内、

fibronectin の発現が有意に上昇していた。 

③EMT 阻害剤の salinomycin を投与すると、

子宮体癌幹細胞は非幹細胞とともに、細胞増

殖は抑制された．その機構として、アポトー

シスの誘導されていた。 

③ また、salinomycin 投与により、

fibronectin の発現は抑制され、運動能も抑

制された。 

④ マウスの皮下に子宮体癌幹細胞を

移植したところ、salinomycin 投与群は非投

与群に比べて、有意に腫瘍形成能が抑制され

た。 

 

(2)正常子宮内膜幹細胞の発癌機構への関与： 

①ラットの不死化子宮内膜細胞（RENT4） よ

り分離したSP細胞（RSP細胞）とNSP細胞（NSP

細胞）に活性化型 K-ras 遺伝子を形質導入し

たところ(RSP-K12V 細胞と PNSP-K12V 細胞)、

RSP-K12V細胞はRSP-NSP細胞に比べて大きな

腫瘍を形成した。また RSP-K12V 細胞のみ、

継代的に腫瘍を形成した。 

②RSP 細胞、RSP-K12V 細胞、RSP-K12V 由来腫

瘍細胞の順に c-Myc,Oct4 の発現が亢進して

いた。 

③RSP-K12V 細胞は RSP-NSP 細胞に比べて

Estrogen Receptor の発現と転写活性能が亢

進していた。 

④RSP 細胞と RSP-K12V 細胞は estrogen 依存

性に増殖したが、RSP-K12V 細胞由来腫瘍細胞

は、estrogen 非存在下でも存在下と同様に増

殖した。 
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