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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞マーカーであるCD44v陽性口腔扁平上皮癌細胞を用いて、EGFR 標的治療薬セ
ツキシマブに耐性を有する細胞を作製し、耐性化に伴う癌幹細胞の性質の変化を解析した。セツキシマブ耐性細
胞では親株に比べてCD44v 陽性の未分化な腫瘍を形成する細胞と遺伝子発現が類似しており、実際にセツキシマ
ブ耐性細胞からできた腫瘍組織はCD44v 陽性の未分化な腫瘍となることから、より癌幹細胞としての性質が強い
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using cancer stem cell marker of CD44v positive oral squamous cell carcinoma
 cells, we prepared cetuximab-resistant oral squamous cell carcinoma cells. We analyzed changes in 
the characteristics of cancer stem cells associated with cetuximab resistance. In 
cetuximab-resistant cells, gene expression was similar to cells forming undifferentiated tumors with
 CD44v positivity as compared with the parent cells.  Tumor tissues formed from cetuximab-resistant 
cells were undifferentiated tumors and were mostly CD44v positive cells.  Consequently, it can be 
concluded that cetuximab-resistant cells display stronger characteristics of cancer stem cells than 
parent cells.

研究分野： 口腔癌
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１．研究開始当初の背景 
口腔扁平上皮癌の腫瘍組織は、階層性を有

する不均一な細胞集団より構成されること
が分かっており、癌幹細胞マーカーである
CD44v 陽性の癌幹細胞が存在することが知
られている。実際に抗癌剤の治療前後の臨床
検体を用いて CD44v の発現量を比較すると、
抗癌剤治療後に CD44v 陽性領域が著明に増
加することが分かった。このことから CD44v 
陽性の癌幹細胞は、陰性細胞と比較して従来
の抗癌剤に対する抵抗性を有していること
が示唆された。よって、効果的な癌治療を行 
うためには、CD44v 陽性癌幹細胞を選択的に
死滅させる治療法の開発が求められる。 
これまでに我々の研究グループは、癌細胞

表面の CD44v が xCT シスチントランスポー
ターを安定化し、抗酸化物質である還元型グ
ルタチオンの産生を高めることで、酸化スト
レス抵抗性を促進し、腫瘍の増大や治療抵抗
性に寄与することを明らかにしてきた。さら
に、xCT シスチントランスポーターの特異的
阻害剤であるスルファサラジンを用いた治
療実験では、CD44v 陽性の未分化な癌細胞に
おいて選択的に細胞死を誘導することを見
出だした。これらの研究結果は、癌幹細胞を
特異的にターゲットとする新しい治療法開
発の可能性を示唆している（Yoshikawa et 
al.Cancer Research 2013）。 
一方、口腔扁平上皮癌では EGFR の遺伝子

増幅が頻繁に認められることから、抗 EGFR 
抗体薬であるセツキシマブの臨床応用が開
始されている。我々が、口腔扁平上皮癌にお
けるスルファサラジンとセツキシマブに対
する感受性を調べたところ、同じ CD44v 陽性
癌細胞であっても、セツキシマブ感受性の低
いものの方が、セツキシマブ感受性の高いも
のよりスルファサラジンに対する感受性が
高いことが明らかとなった。つまり、スルフ
ァサラジンは、CD44v 陰性癌細胞より CD44v
陽性癌細胞に対して高い増殖阻害効果を有
するが、CD44v 陽性癌細胞のなかでも EGFR 
に対する依存性によって効果が異なること
を見出した。そこで、EGFR 高発現でセツキ
シマブ感受性を有する CD44v 陽性口腔扁平
上皮癌細胞を用いて、セツキシマブ耐性細胞
を樹立し、解析を行うこととした。セツキシ
マブ感受性の異なる CD44v 陽性癌細胞にお
ける細胞内代謝やシグナルの違いを明らか
にすることによって、口腔扁平上皮癌におけ
るセツキシマブ治療に対して、非常に有用な
情報をもたらすと考えられる。 
 
２．研究の目的 
癌治療における治療抵抗性には、様々なス

トレスに対して高い抵抗性を有する癌幹細
胞と呼ばれる少数の癌細胞が重要な役割を
担っていることが分かってきた。また、治療
抵抗性に関わる喫緊の課題として、分子標的
治療薬に対する耐性化が挙げられるが、これ
まで耐性化に伴い癌幹細胞の性質がどのよ

うに変化するのかは明らかにされていない。
そこで本研究では、癌幹細胞マーカーである
CD44v 陽性癌細胞を用いて、EGFR 標的治療薬
セツキシマブに耐性を有する細胞を作製し、
各細胞の代謝やシグナルの違いを明らかに
することにより、セツキシマブ耐性に関わる
癌幹細胞特異的なマーカーを見出だす。さら
に、EGFR 依存性の異なる癌幹細胞を標的と
した薬剤による新規治療法を開発すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(１）CD44v 陽性口腔扁平上皮癌細胞を用いて
セツキシマブ耐性細胞の樹立。 
(２)セツキシマブ耐性細胞・親株細胞を用い
て遺伝子発現解析を行い、癌幹細胞特異的な
マーカーの探索。また、セツキシマブ耐性細
胞の癌幹細胞特性についての解析。 
(３)セツキシマブ耐性細胞・親株細胞それぞ
れの細胞内代謝の違いを解析するために、メ
タボローム解析を行い、代謝変化特異的なマ
ーカーとなりうる分子の探索。 
(４)セツキシマブ感受性および耐性細胞を
用いた薬剤スクリーニング。 
(５)担癌マウスモデルを用いた効果検討。 
 
４．研究成果 
（１） EGFR 高発現でセツキシマブ感受性を
有する CD44v 陽性口腔扁平上皮癌 HSC-3・
HSC-4 細胞を用いて、セツキシマブ耐性細胞
を樹立することに成功した。 

 
（２）マイクロアレイによる遺伝子発現解析
結果から、セツキシマブ耐性細胞は CD44v 陽
性の未分化な腫瘍を形成する細胞と遺伝子
発現が類似しており、実際にセツキシマブ治
療後の腫瘍組織は CD44v 陽性の未分化な腫
瘍となることから、セツキシマブ耐性細胞は
親株と比べて、より癌幹細胞としての性質が
強いことが示唆された。また、樹立したセツ
キシマブ耐性細胞を免疫不全マウスの背部
皮下に移植し、できた腫瘍を免疫染色にて解
析すると、主に CD44v 陽性細胞からなる未分
化な腫瘍を形成することがわかった。このこ
とから、セツキシマブ耐性細胞は親株より未
分化性を維持する能力が高いことが示唆さ
れた。 
（３）細胞内代謝を解析するために、メタボ
ローム解析を行ったところ、親株は解糖系を



使用し、セツキシマブ耐性細胞は、TCA 回路
の代謝物質を多く含むことから、ミトコンド
リアにおける酸化的リン酸化を使用する傾
向があることが分かった。 
（４）セツキシマブ耐性を獲得した細胞では、
有意にスルファサラジンに対する感受性が
亢進しており、xCT シスチントランスポータ
ーに依存性が高くなることが分かった。また、
抗酸化物質グルタチオンの合成阻害剤であ
る BSO は、セツキシマブ耐性細胞において高
い増殖抑制効果を示し、著明な細胞内 ROS の
蓄積を誘導することが分かった。 
（５）口腔扁平上皮癌細胞株を免疫不全マウ
スの背部皮下に移植した担癌マウスモデル
を用いて、EGFR 標的治療と xCT シスチント
ランスポーターの特異的阻害剤スルファサ
ラジンの併用実験を行った。また、セツキシ
マブ耐性細胞を移植した担癌マウスにおけ
るスルファサラジンでの治療実験も行い、現
在も解析中である。 
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