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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト口腔扁平上皮癌(OSCC)における癌幹細胞を標的とした新しい診断・
治療法を開発することを目指し、未分化多能性幹細胞の細胞表面上に発現する特異的な糖鎖構造を認識するレク
チンであるrBC2LCNを利用し、ヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株より分離したrBC2LCN認識糖鎖陽性細胞群の細胞・
分子生物学的特性の解析を行った。さらに自己複製能と分化能を制御しているニッチ(niche)機構を明らかに
し、ニッチ機能維持に必要なサイトカインネットワーク分子・シグナル群の同定を通して、その細胞・分子生物
学的特徴を明らかにし、癌幹細胞を標的とした新しい癌の診断・治療法の確立を目指す。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aim to develop a novel diagnostic and therapeutic method 
targeting cancer stem cells in human oral squamous cell carcinoma (OSCC), and developed a specific 
carbohydrate structure expressed on the cell surface of undifferentiated pluripotent stem cells We 
analyzed the cell and molecular biological characteristics of rBC2 LCN-recognizing carbohydrate 
positive cell group isolated from human oral squamous-cell carcinoma-derived cell line using rBC2LCN
 which recognizes lectin. Furthermore, we clarified a niche mechanism controlling self-renewal 
ability and differentiation ability, clarify its cell / molecular biological characteristics through
 identification of cytokine network molecule / signal group necessary for maintaining niche 
function, We aim to establish diagnostic and therapeutic methods for new cancer targeting stem 
cells.

研究分野：外科系歯学

キーワード： 口腔扁平上皮癌　癌幹細胞　無血清培養　exosome　CD133　Side population細胞　rBC2LCN陽性細胞　I
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．	 研究開始当初の背景	
	 癌組織は一様な細胞集団ではなく、多様な
細胞集団から構成され、その中でも細胞周期
の遅い細胞群はごく少数でも癌を生体内に
再構築でき、放射線療法や化学療法に対して
抵抗性を示すことから、癌における幹細胞
（癌幹細胞）である可能性が示唆されている。
近年、癌は幹細胞能力と癌形成能を併せ持つ
少数の癌細胞群と同細胞に由来した幹細胞
の特性を持たない細胞群により形成、維持さ
れていることが示され、癌幹細胞は癌治療に
おける新たな標的細胞として注目されてき
ている。	
	 癌幹細胞の特徴として正常幹細胞と同様
に、①	 未分化な表面形質を示す、②	 自己
複製能により癌幹細胞集団を維持する、③	
多分化能を有し多様な癌細胞に分化する、④	
高い薬剤耐性を示す、⑤	 高い腫瘍形成能を
示す、などがあげられている。そのため癌幹
細胞は癌の発生・進展のみならず再発や転移
および治療抵抗性にも深く関与していると
考えられている。	
	 癌幹細胞研究においては、他の細胞集団か
ら幹細胞群を正確に分離・同定することが重
要である。現在までに癌幹細胞の特徴を利用
した色々な分離方法が報告されている。正常
幹細胞の機能的特徴を利用した方法として、
ABC トランスポーター分子による色素や薬剤
排出能力を利用した方法で、幹細胞ではその
生存のため非幹細胞と比較して ABC トランス
ポーターが高発現されているため、DNA 結合
蛍光色素 Hoechst33342 で処理すると ABC ト
ランスポーター高発現細胞は Hoechst33342
を排出するという染色抵抗性を利用したも
の で 、 UV 光 で 励 起 す る と 大 部 分 の
Hoechst33342 による蛍光強度の高い細胞集
団（main	population）よりも蛍光強度の低
い細胞群つまり side	population	(SP)細胞群
がフローサイトメトリーで分離されるが、こ
の SP 細胞群には高頻度に癌幹細胞が存在す
るといわれ、、乳癌、肺癌および脳腫瘍でが
ん幹細胞として報告されている。次に、細胞
表面マーカーを利用して分離する方法で、急
性骨髄性白血病（AML）の癌幹細胞が CD34 陽
性/CD38 陰性細胞群により濃縮されることが
報告されて以来、色々な分子が癌幹細胞で特
異的に発現する細胞表面マーカーとして検
討されている。このような癌幹細胞表面マー
カーの発現パターンの同定は、癌幹細胞を検
出する有効な手段および抗体治療の標的と
なると考えられている。最も広く認識されて
いる細胞表面マーカーとしては、組織幹細胞
マーカーである CD44、CD133（prominin	1）、
CD34 等である。	
	 一方、近年 induced	pluripotent	stem	(iPS)
細胞に代表されるような幹細胞研究の進展
により、多能性幹細胞に関連した知見が集積
されてきている。癌幹細胞が通常の幹細胞か
ら発生するという説に基づき、このような多
能性幹細胞としての特徴を備えた細胞がが
ん幹細胞となり得る可能性が考えられてい
る。	
	 本研究では、ヒト口腔扁平上皮癌(OSCC)に
おける癌幹細胞を標的とした新しい診断・治
療法を開発することを目指し、未分化多能性
幹細胞の細胞表面上に発現する特異的な糖

鎖構造を認識するレクチンである rBC2LCN を
利用し、ヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株より
分離した rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞群の細
胞・分子生物学的特性の解析を行った。	
	
２.	研究の目的	
	 本研究では、口腔扁平上皮癌の癌幹細胞
の新たな細胞表面マーカーを明らかにし、
さらに自己複製能と分化能を制御している
ニッチ(niche)機構を明らかにする。さらに、
そのニッチ機能維持に必要なサイトカイン
ネットワーク分子・シグナル群の同定を通
して、その細胞・分子生物学的特徴を明ら
かにし、癌化のメカニズムの解明とともに
癌幹細胞を標的とした新しい癌の診断・治
療法の確立を目指す。	
	
３．研究の方法	
各細胞株を増殖飽和前まで培養し、

Trypsin/EDTA にて細胞を分散後、Trypsin	
inhibitor で中和し、単一細胞とした。次に、	
この細胞懸濁液を SH800 セルソーターにてフ
ローサイトメトリー解析及び、セルソーティ
ングを行い、	これら癌細胞株が rBC2LCN 認
識糖鎖を発現しているか否かを検討した。	
	 セルソーティングにて rBC2LCN 認識糖鎖陽
性及び陰性細胞を分離後、それぞれの細胞増
殖能および sphere 形成能を評価した。また、
sphere細胞塊中におけるrBC2LCN認識糖鎖陽
性細胞の存在様態を観察した。	
	 Ho-1-U-1細胞由来rBC2LCN認識糖鎖陽性細
胞と陰性細胞をそれぞれ分離後、total	RNA
を抽出し、バイオアナライザー（Agilent	USA）
を用いて total	RNA	integrity	number（分解
程度）を確認・評価した。続いて、Agilent
ラベル化キットを用いてラベル化 cRNA を合
成し、ハイブリダイズ後、agilent スキャナ
を用いてスキャニングと定量化を行い、解析
した。	
	 Total	RNA をテンプレートに、	cDNA を合
成し,Droplet	Digital™	PCR	System	(Bio-Rad	
US)を用いた dd-PCR 法にて IGF-2	mRNA の発
現を絶対定量した。	
	 さらに、rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞と陰性
細胞における IGF-2 の発現をウエスタンブロ
ット法で検討した。	
レクチン陽性及び陰性細胞における

Akt-Pathway 分子のリン酸化を解析した。ま
た、陽性細胞及び陰性細胞における sphere
形 成 能 へ の ヒ ト リ コ ン ビ ナ ン ト
IGF-2(rhIGF-2)の影響を評価した。	
	 A431、Ho-1-N-1、Ho-1-U-1 細胞株の培養上
清を conditioned	medium	(CM)として回収し、	
total	exosome	isolation®	kit（invitrogen	
USA）を用いて CM 中の exoxome を精製した。		
	 rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞及び陰性細胞を
分取し、CM から exosome を精製した。CD9 発
現評価を行い、rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞に
陰性細胞由来	exosome を、陰性細胞に陽性細
胞由来 exosome を、0、250、500、1000	ng/ml	
濃度条件で添加し、Sphere 形成能を検討した。	
	 rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞、陰性細胞を分
取し、rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞に陰性細胞
由来	exosome を、また陰性細胞に陽性細胞由
来 exosome を添加 DF6F で培養後、rBC2LCN 認



識糖鎖発現に及ぼす各 exosome の影響を、ウ
エスタンブロット法で検討した。	
	
４．研究成果	
	 A431、Ho-1-U-1、Ho-1-N-1 細胞株を DF5%CS
培地での培養条件下で維持培養し、フローサ
イトメトリーにて rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞
の存在の有無を検討した。その結果、これら
の細胞株には rBC2LCN 認識糖鎖を発現する陽
性細胞が存在することが明らかとなった。ま
たその全細胞中における存在比は、	
Ho-1-N-1 細胞株では 1.5%、Ho-1-U-1 株では
2.0％、A431 株では 1.3％であった。	また、	
これらの細胞株を DF６F無血清培地を用いた
培養条件下で 20 継代後にフローサイトメト
リーにて rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞の存在比
を検討したところ、	A431 細胞株、Ho-1-U-1
細胞株においては陽性細胞の顕著な増加を
認めた。一方、	Ho-1-N-1 細胞株ではほとん
ど差を認めなかった。	
	 A431、Ho-1-U-1、Ho-1-N-1 細胞株よりセル
ソーターによって rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞
と陰性細胞の分離を行い、無血清単層培養を
行うと rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞では細胞表
面上で rBC2LCN 陽性所見が見られた。一継代
後に、	rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞率を、セル
ソーターを用いて検討した結果、わずか一継
代で、	陽性細胞群からは陰性細胞群が、ま
た陰性細胞群からは陽性細胞群が出現する
ことが明らかとなった。	 		
	Ho-1-U-1 細胞株を rBC2LCN 認識糖鎖陽性細
胞と陰性細胞に分離し、DF6F を用いた無血清
単層培養系にて増殖能を比較したところ、各
群の増殖能に有意な差は認められなかった。	
	 rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞における sphere
形成能は陰性細胞のそれと比較し、	早期に
大きな多数の sphere を形成した。また、	
sphere 数は有意に陽性細胞で亢進していた。	
	 rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞及び陰性細胞由
来 sphere における rBC2LCN 認識糖鎖陽性細
胞を、ライブセルイメージングで検討した結
果、陽性細胞由来 sphere 及び陰性細胞由来
sphere のいずれにおいても、	rBC2LCN 認識
糖鎖陽性細胞が存在している事が明らかに
なった。		
	 DNA マイクロアレイの解析の結果、	
rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞において陰性細胞
と比較して２０倍以上の発現亢進を示した
遺伝子は１０種類認めた。	中でも IGF-2 の
発現は、	陽性細胞において陰性細胞と比較
して 60 倍以上亢進していた。		
	 Droplet	digital	PCR 法による rBC2LCN 認
識糖鎖陽性細胞と陰性細胞における IGF-2	
mRNA 発現量比較では陽性細胞は陰影細胞に
比較して約２０倍発現が亢進していた。ウエ
スタンブロット法による解析では rBC2LCN 認
識糖鎖陽性細胞では陰性細胞に比較して細
胞内における IGF-2 タンパク発現量が亢進し
ていた。rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞では陰性
細胞と比較して IRS-1	(Ser636/Ser639)	、
PTEN	 (Ser380) 、 Akt	 (Ser473 ） 、	
GSK-3alpha/beta	 (Ser21/Ser9)	 、 BAD	
(Ser136）、	mTOR	(Ser2448）、	p70	S6Kinase	
(Thr389)	 、 S6Ribosome	 Protein	
(Ser235/Ser236)リン酸化サイトでのリン酸
化が亢進していた。これらの結果から

rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞では IGF-Akt	
Pathway の機能亢進性のリン酸化亢進状態で
あることが示唆された。IGF-2 は濃度依存的
に陰性細胞における sphere 形成能を促進し
た。一方、	IGF-2 中和抗体は陽性細胞の
sphere 形成能を低下させた。	
	 IGF-2 は濃度依存的に rBC2LCN 認識糖鎖陰
性細胞における糖鎖の発現を上昇させたが、	
IGF-2 中和抗体は rBC2LCN 認識糖鎖陽性細胞
における糖鎖発現を低下させた。	
	 A431、Ho-1-N-1、Ho-1-U-1 細胞株由来 CM
からそれぞれ exosome を精製し、評価した。
得られた exosome は、	ウエスタンブロット
にて cytochrome	C の発現を認めなかったこ
とから、	細胞成分のコンタミネーションは
無いことが示された。	さらに、exosome マー
カーとして知られている CD9、CD63、及び CD81
の精製 exosome における発現を検討した結果、
これらのマーカーは細胞分画において発現
を認めたが、精製 exosome では CD9 のみが発
現されている事が明らかとなった。精製
exosome が細胞に再取り込みされるか否かに
ついて、	PKH26 にて標識した exosome を用い
て検討したところ、exosome の濃度依存的に
赤色の蛍光小胞が標的細胞内に確認された
ことから、精製 exosome は細胞内への再取り
込み能を有していることが明らかとなった。	
rBC2LCN認識糖鎖陽性細胞由来exosomeは、	

陰性細胞の sphere 形成能を促進し、	sphere
数の増加と大きさの著しい亢進が認められ
た。	特に、	500、1000ng/ml の濃度で有意に
スフェア形成能を促進した。		またさらに、
陰性細胞由来の exosome は、陽性細胞の
sphere 形成能を抑制する傾向を示し、特に
250ng/mlのexosome濃度では有意にスフェア
形成を低下させた。	
	 また、陽性及び陰性細胞由来 exosome の、	
それぞれ陰性細胞及び陽性細胞における
rBC2LCN 認識糖鎖発現に及ぼす影響を検討し
た結果、	陽性細胞由来 exosome は濃度依存
的に陰性細胞における rBC2LCN 認識糖鎖発現
を亢進させた。	
	
考察	
	 1994 年に、急性骨髄性白血病（AML）にお
いて癌幹細胞様の細胞集団が同定されて以
来、さまざまな固形腫瘍にも幹細胞が存在し、
腫瘍の発生・	進展・維持に重要な役割を果
たしている可能性が明らかにされつつある。
つまり、癌組織には自己複製能を有し、半永
久的に娘細胞を生み続ける少数の細胞群と、
高い増殖能を持つが、最終的には分化や老化
により増殖能を失う大多数の細胞群からな
ることが明らかになってきた。このことは、
正常の組織幹細胞とそれから生じた分化細
胞のような関係が癌組織にも存在している
ことを示唆している。このような幹細胞様の
癌細胞つまり癌幹細胞は、	放射線や抗癌剤
に対する抵抗性も高いことが予想されてい
る。	事実、	化学療法、	放射線療法や手術
療法後、	臨床的に CR を示した症例が数年後
に再発する事はよく経験するが、これら治療
抵抗性や再発例に癌幹細胞が関与している
と考えられる。癌幹細胞は、正常組織幹細胞
そのものに遺伝子変化が蓄積した細胞なの
か、あるいは正常幹細胞から分化方向へ	ト



ランジット中の細胞に遺伝子変化が蓄積し
癌化した細胞なのか、あるいは	変異が蓄積
したトランジット細胞に何らかのリプログ
ラミングが起こり幹細胞機能を再獲得した
細胞なのか不明であるが、癌の起源となる細
胞と考えられており、癌幹細胞と組織幹細胞
との間には、その自己複製能や分化能の制御
機構に多くの共通性があることが予想され
る。組織幹細胞などの正常幹細胞が未分化性
と多分化能を維持するためには、それを可能
にする微小環境(ニッチ)が必要と考えられ
ており、ニッチ内で幹細胞の数や細胞分裂、
分化が制御されている可能性が高い。したが
って、癌幹細胞においても、正常組織幹細胞
と類似した自己複製能と分化能を維持する
機構すなわちニッチが存在している可能性
が高い。		
	 本研究では、ES/iPS 細胞などの未分化な多
能性幹細胞が特異的に発現する糖鎖構造を
認識するレクチンである rBC2LCN の口腔扁平
上皮癌細胞の幹細胞マーカーとしての可能
性を検討し、その腫瘍形成のメカニズムとが
ん微小環境（ニッチ）の維持メカニズムを解
明し、放射線感受性や腫瘍発生メカニズムを
明らかにすることを目指した。	
	 rBC2LCN 認識糖鎖は未分化多能性幹細胞の
細胞表面上に発現する糖タンパクのポドカ
リクシンに付加される特異的な糖鎖構造を
認識していると考えられている。	この糖鎖
抗原は ES 細胞や iPS 細胞などの未分化多能
性幹細胞にのみ発現し、ES 細胞や iPS 細胞か
ら分化した細胞や体性細胞では発現しない。
rBC2LCN 認識糖鎖は機能的な側面は未だ不明
であるが、未分化多能性幹細胞における機能
維持に関連して発現しているものと考えら
れている。rBC2LCN 認識糖鎖発現細胞は口腔
扁平上皮癌細胞株 Ho-1-U-1 細胞株及び
Ho-1-N-1 細胞株でそれぞれ 2.0％及び 1.5％
存在した。また、	A431 細胞株においても 1.3%
存在した。これら細胞は高い sphere 形成能
を示したことから、	癌幹細胞としての特徴
を持つことが明らかとなった。このことから、
未分化多能性幹細胞に特異的な糖鎖抗原と、
癌幹細胞における糖鎖抗原の発現が共通で
ある可能性が示唆された。	
	 陽性細胞と陰性細胞を無血清単層培養系
で継代をすると、わずか１継代後でも陽性細
胞群から陰性細胞群が、陰性細胞群から陽性
細胞が出現した。さらに、陽性細胞由来
sphere 及び陰性由来 sphere のいずれにも陽
性細胞が含まれていたことから、陽性細胞と
陰性細胞は互いにトランジットしていると
考えられた。DNA マイクロアレイ解析では陽
性細胞において陰性細胞と比較し IGF-2 の発
現が 60 倍以上亢進しており、dd-PCR 及びウ
エスタンブロットの結果から、陽性細胞にお
いて IGF-2 の遺伝子及び蛋白レベルでの発現
亢進が認められたことから、	陽性細胞の機
能維持において IGF-2 が重要な機能を担って
いる可能性が考えられた。また、陽性細胞で
は陰性細胞に比較して、	一様に Akt-Pathway
分 子 の リ ン 酸 化 が 促 進 し て い た 。
Akt-Pathway は細胞の生存、増殖、分化、糖
代謝、タンパク質合成の機能を担う重要なシ
グナル伝達系であり、癌幹細胞としての機能
維持に重要な機能を果たしていると考えら

れた。	
	近年、	IGF-2 及びそのシグナル分子をタ

ーゲットとした分子標的治療薬のいくつか
が臨床試験段階にある。	これらは IGF-2 を
ターゲットとした中和抗体、IGF-2 レセプタ
ーIGF-1R に対する拮抗抗体、IGF-1R のチロ
シンキナーゼ活性阻害剤等である。これら薬
剤を用いることで、本研究において明らかに
なった幹細胞における機能維持に重要な
IGF-2 の機能阻害を行うという、癌幹細胞を
ターゲットとした治療戦略の展開が期待さ
れる。糖鎖陽性細胞と陰性細胞における
exosome の生物活性の差異を検討することで、
各細胞間の相互作用、ニッチ形成についての
メカニズムを明らかにした。Exosome 小胞中
にはタンパク質、mRNA、	miRNA 等の情報伝達
物質が内包されている。このため、細胞間の
情報伝達に関わり、形質の伝播や癌細胞ニッ
チ形成に関わっていることが考えられる。本
研究ではまず、扁平上皮細胞株よりポリマー
沈殿法にて exosome の精製を行った。精製
exosome にはミトコンドリア内膜成分である
cytochrome	C は検出されず、細胞成分のコン
タミネーションが無いことが確認された。ま
た、本精製 exosome は exosome マーカーとし
て CD9 陽性である事が明らかになった。今回、	
無血清培養系で長期間培養された細胞の CM
由来 exosome は CD9 のみを発現していた。腫
瘍細胞由来 exosome では、	CD9 に加えて CD63
及び CD81 の発現が報告されている。	これら
は血清添加培地を用いて培養した細胞から
精製した exosome の解析であることから、	
CD63 や CD81	発現 exosome は血清由来のもの
である可能性が考えられた。	rBC2LCN 認識糖
鎖陽性細胞と陰性細胞の CM 由来 exosome の
陰性細胞及び陽性細胞における rBC2LCN 認識
糖鎖の発現及び sphere 形成能に及ぼす影響
を検討したところ、陽性細胞由来の exosome
は陰性細胞における rBC2LCN 認識糖鎖の発現
及び sphere 形成能を濃度依存的に亢進した。
一方、	陰性細胞由来 exosome は陽性細胞に
おける sphere 形成能を低下させる傾向を認
め、	250ng/ml の濃度では有意に低下させた。
このことから、陽性細胞由来の exosome には
陰性細胞を陽性細胞へトランジットさせる
活性を有している事が考えられた。このこと
は、陽性細胞と陰性細胞は exosome を介して
communicate し、癌細胞ニッチ形成において
重要な機能を果たしていると考えられた。
Exosome に内包する細胞増殖因子、	miRNA や
その他の活性物質の存在が単独あるいは連
携してその機能を果たしているものと考え
られた。したがって、rBC2LCN 認識糖鎖陽性
細胞由来 exosome は、	癌幹細胞を含む扁平
上皮癌の診断・治療のターゲットとなり得る
可能性が示された。	
本研究では未分化多能性幹細胞に発現し

rBC2LCN 認識糖鎖抗原が扁平上皮癌細胞株に
おいても発現し、かつ癌幹細胞としての特徴
を有していたことから、同様の戦略により、
選択的・効果的に rBC2LCN 認識糖鎖発現癌幹
細胞を殺滅できる可能性が考えられた。	
	 以上、ES/iPS 細胞が特異的に発現する、	
rBC2LCN レクチンで認識される糖鎖構造を有
する細胞が、	各扁平上皮癌細胞株において
も存在し、	同細胞が癌幹細胞として機能し



ている可能性が示され、糖鎖発現細胞は癌化
に深く関わっていることが考えられた。	
	 また、	IGF-2 及び exosome は癌幹細胞ニッ
チの機能維持に重要な機能を果たしている
ことが考えられ、	rBC2LCN 認識糖鎖発現細胞、
IGF-Akt	Pathway 及び exosome を標的とした
口腔扁平上皮癌細胞の診断・治療への応用が
考えられた。	
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