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研究成果の概要（和文）： 

 

我々は肺癌臨床検体を用い、種々の既知幹細胞マーカーの免疫染色を行った。染色結果より、
肺癌幹細胞マーカー候補として適切であると考えられた CD166 陽性細胞、陰性細胞の各種遺伝
子発現レベルを公開データベース解析、肺癌手術検体による発現レベル解析、shRNA 導入によ
るノックアウト実験等を行った。その結果、一つの遺伝子が新規肺癌幹細胞マーカーおよび将
来的分子標的候補となり得る可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
By using clinical specimens, we performed IHC analysis for the putative cancer-initiating 
cell markers. Among the markers, we found CD166 may be the most useful one. To identify 
novel lung cancer-initiating cell markers, we analyzed an open database, screened genes 
that were highly expressed in CD166-positive cells, measured expression levels of such 
genes in the clinical specimens, and performed shRNA-induced knocking-down experiments. 
We identified that a gene could be a novel lung cancer-initiating cell marker, as well 
as a future target for the cancer treatment. 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年認識されてきた癌幹細胞仮説は、癌組織
中で大多数を占める非癌幹細胞、あるいは、
培養細胞を用いた研究に基づくこれまでの
知識を根底から見直す必要性を提起してい
る。乳癌等一部の癌でその存在と重要性は揺
るぎないものの、肺癌等では存在そのものに
懐疑的な意見も根強い。また、学会レベルで
は様々な報告もあるものの、ほとんどが細胞
株レベルのものであり、臨床検体の情報に乏

しい。癌幹細胞マーカーとしては神経芽腫等
で報告されている CD133が報告されていたが、
論文等単発的であり、検証が必要であった。
また、本研究遂行中に CD166 がマーカーとし
て報告された。 
 
２．研究の目的 
 
本申請では肺癌を研究対象とし、肺癌幹細胞
株の樹立と肺癌幹細胞マーカーの同定を目
的とした。 
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３．研究の方法 
 
臨床検体は倫理審査後、名古屋大学胸部外科
の肺がん手術症例を用いた。臨床検体および
培養細胞を用いた各種マーカー候補（CD34, 
CD44, CD117, CD133, EpCAM, CD166）の発
現検索は、市販の特異的抗体を用いて、免疫
染色法を行った。培養細胞を用いた定量には
蛍光色素による発色を利用したフローサイ
トメーター法を用いた。公開データベースは
Zhangらが2012年にCell誌に発表したもの、
および、Takeuchi らが 2006 年に JCO 誌に発
表したものを用いた。各種遺伝子発現定量に
は定量 PCR 法を用いた。マウス肺転移巣形成
効率の測定には、肺高転移性株 LNM35 細胞を
用い、特異的 shRNA 発現レトロウイルスベク
ター感染により遺伝子ノックダウンを行っ
た。なお、実験に際しては組み換え DNA およ
び実験動物に関する各委員会の許可を得て
いる。ノックダウン効率は定量 PCR 法及び特
異的抗体を用いたウエスタンブロット法に
より確認を行った。細胞をヌードマウス尾静
脈より一定数接種し、５週間後に安楽死させ、
肺における転移巣につき肉眼的、および、顕
微鏡的観察を行った。検定にはフィッシャー
の t検定法を用いた。 
 
４．研究成果 
肺癌幹細胞マーカーとして報告のある CD133
は臨床病理検体の免疫染色解析結果多くの
肺癌で発現が観察されなかった。また、培養
細胞においても同様であったため、マーカー
としての有用性が低いと考えられた。そのほ
かのマーカー候補もはっきりとした結果が
得られなかった、一方、研究期間中に新規に
発表のあった CD166はほとんどの肺癌に程度
の差こそあれ発現が観察され癌幹細胞マー
カーとして適切であると考えられた（図 1）。 

 
図 1：肺癌臨床検体中で、CD166 はモザイク
パターンを示すなど、ほとんどの肺癌組織中
にて陽性細胞が検出された（上図）。一方、
CD133 はほとんどの癌組織中で観察されず、
また、観察される場合も高分化型組織型部位
であったため、癌幹細胞マーカーとして適切
でないと考えられた（データは示していな

い）。 
 
また、CD166 発現は臨床検体のみならず、培
養細胞においても調べた限りすべて陽性で
あった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：培養細胞の CD166発現。縦軸が細胞数、
横軸が CD166 発現量。H441（左）A549（右）
ともに、コントロール群（各パネル左側細胞
群）と比較し CD166 発現が確認された（各パ
ネル右側白抜き細胞群）。 
 
以上の結果より、幹細胞マーカーとしてより
信頼できると考えられた CD166 につき、公開
データベース解析を行った。CD166 と発現相
関関係が観察された遺伝子につき、名古屋大
学における臨床検体において定量 PCR法によ
り検証を行った。種々の遺伝子を検討した結
果、一つの遺伝子について公開データベース、
名古屋大学臨床検体共に CD166と発現の正相
関が観察された（図 3）。 

図 3：肺癌サンプル CD166 陽性、陰性細胞に
おける遺伝子発現レベル 
 
この遺伝子の機能につき種々実験を行った
ところ、転移性に関係がある遺伝子であると
いう示唆を得た。例えば、この遺伝子を shRNA
でノックダウンし、マウスに接種すると、肺
転移巣の形成が抑制されることが明らかと
なっている（図 4）。 
 

図 4：肺転移巣形成における分子標的候補遺
伝子ノックダウンの影響 
 



日本では 1981 年から悪性腫瘍が死因の第一
位を占めており、2010 年度は約 3人に 1人が
悪性腫瘍で亡くなっている。これに対して、
治癒を目指した分子標的薬の開発が精力的
に行われ、白血病に代表される一部腫瘍で大
きな成功を収めている。一方、固形腫瘍の多
くは、原発部に限定された腫瘍に限って外科
的療法により完治が期待できる。 
 
一般に、早期がんであれば手術後の転移発生
率も低く、治癒率が高いため、これまでのが
ん対策は、個別の治療法の確立とともに、早
期発見に一つの重点が置かれてきた。しかし
ながら、手術を行われながらも術後転移によ
ってなくなられる患者も多い。例えば、胸部
X 線で発見される肺癌はすでに直径が 2ｃｍ
程度あり、この時点で約 25％の患者にリンパ
節転移が認められる。これに対して、肺の切
除とリンパ節の郭清が行われているのであ
るが、II、III 期の肺がんで 5 年生存率は
45-57％にとどまる。さらに、乳がんにおい
ては手術後 10 年を越してから転移が発生す
ることも珍しくない。 
 
本研究では、肺癌幹細胞集団に高発現してい
る遺伝子を同定した。特に、多くの幹細胞研
究が培養細胞を用いて行われている中で、本
研究は臨床症例を用いて研究を行っている
点に特徴がある。さらに、この遺伝子のノッ
クダウンにより、肺癌幹細胞の特徴の一つで
ある転移が、マウスモデルにより抑制された。
このことは単にこの遺伝子が肺癌幹細胞に
おいて高発現をしているというだけではな
く、少なくとも転移に関連した遺伝子として
機能していることを強く示唆している。 
 
今後はこの遺伝子産物の機能解析をさらに
進め、肺癌の幹細胞性に何らかの役割を果た
しているか調べる必要がある。一方、この遺
伝子産物が転移に一定の役割を果たしてい
ることが明らかとなったことより、このたん
ぱく質に対する機能阻害剤の開発を進める
必要がある。機能阻害剤は、将来的に肺癌治
療、もしくは肺癌の転移防止薬候補となり得
る。 
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