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研究成果の概要（和文）：本研究では，ヒト口腔癌の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，口腔扁平上皮癌細胞（OSCC）より分離したCD133陽性細胞群の細胞・分子生物学的特性解析を無血清培
養系で行った。その結果，OSCCでは陽性細胞から陰性細胞へ，あるいは陰性細胞から陽性細胞へのトランジット
機構が存在し，EGFやSHHは陰性細胞から陽性細胞へのトランジットを促進していると考えられた。一方，抗癌剤
や低酸素環境は陰性細胞のみを標的としており，陰性細胞から陽性細胞へのトランジットは阻害していないと考
えられた。陽性細胞 OSCCの機能維持には，EGFおよびSHH経路が重要な働きをしていると考えられた。

研究成果の概要（英文）： In this study, we intended to develop a novel diagnostic and therapeutic 
method targeting cancer stem cells of human oral cancer and performed cellular and molecular 
biological characteristics analysis of CD133 positive cell group isolated from oral squamous cell 
carcinoma cell (OSCC) in serum - free culture system.
 As a result, there was a transit mechanism from CD133 positive cells to negative cells or from 
CD133 negative cells to positive cells in OSCC. EGF and SHH were thought to promote transit from 
CD133 negative cells to positive cells. On the other hand, anticancer agent and hypoxic environment 
targeted only CD133 negative cells, and transit from negative cells to positive cells was considered
 not to be inhibited. It seems that the EGF and SHH pathways play an important role in maintaining 
the function of the positive cell OSCC.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 口腔がん　がん幹細胞　CD133
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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 

がん幹細胞は、がん治療における新たな標

的細胞として注目されている。我々は、大腸

癌、肝細胞癌などのがん幹細胞マーカーの有

力候補であるCD133の機能解析をヒト口腔扁

平上皮癌（OSCC）を用いて行い、以下の結果

を得ている。(1)CD133 陽性細胞（CD133+）の

全細胞に占める細胞数の比率は約 0.5%であ

ること、(2)通常癌細胞は足場依存性に増殖

するが浮遊培養系では大部分が死滅するが、

CD133+は浮遊細胞塊（sphere）を形成・増殖

したが、CD133 陰性細胞（CD133-）は sphere

を形成できなかった。以上より、CD133 は口

腔癌における有力ながん幹細胞マーカーの

候補であることが示唆された。 

 
２．研究の目的 

今回、口腔癌におけるがん幹細胞を標的と

した新しい診断・治療法を開発することを目

指し、OSCC 細胞株より分離した CD133 陽性細

胞群のがん幹細胞としての細胞・分子生物学

的特性を解析する。 

 
３． 研究の方法 
本研究計画では、CD133+の産生する細

胞増殖因子等の液性因子が sphere 形成能、

造腫瘍性に及ぼす影響を分子生物学的に明

らかにし、新たな治療標的を同定すること

を目的とする。①In vitro における sphere

内での CD133+と CD133-の相互関係を明

らかにする。②癌幹細胞の特性である抗が

ん剤耐性、未分化能、多分化能、造腫瘍性

におけるCD133＋とCD133-の相違を比較

検討する。③CD133＋と CD133-の遺伝子、

蛋白発現の相違を解析する。④Sphere 形

成に及ぼす種々の液性因子および液性因子

受容体遺伝子を解明する。⑤中和抗体や

siRNA を用いて液性因子あるいは受容体

の機能解析、sphere 形成能を比較検討する。

⑥In vivo において同定した液性因子と

CD133 の癌の浸潤・転移に及ぼす影響につ

いて解明する。 

４． 研究成果 
 

 緒 言 

癌組織は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ることから，癌

における幹細胞（癌幹細胞）である可能性が

示唆されていた。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，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。まず

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ある。つま

り幹細胞では，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 で染色すると，

ABC トランスポーター高発現細胞は Hoechst 

333 42で染色されにくくなる性質を利用した

もので，UV 光で励起すると大部分の蛍光強度

の高い細胞集団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

て分離する方法がある。急性骨髄性白血病



（AML

胞群により濃縮されることが報告されて以

来， 

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

られる。このような癌幹細胞を同定するマー

カーとして最も広く認識されている細胞表

面マーカーとしては，

が有力である。

タンパクで，

当初神経幹細胞のマーカーとして同定され

た。近年

および前立腺癌の癌幹細胞マーカーの有力

な候補と考えられている。

本研究では，ヒト口腔扁平上皮癌

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，

株より分離した

子生物学的特性の解析を行った。

 

検討項目

1．OSCC

離とその細胞特性

2．無血清浮遊培養系における浮遊細胞塊

（sphere

3．Spher

抗癌剤，

growth factor receptor

4．低酸素環境の

 

結果 

本研究では，ヒト口腔扁平上皮癌における

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，ヒト口腔扁平上皮癌

細胞株より分離した

胞・分子生物学的特性の解析を，無血清培養

系を用いて行った。その結果以下の事が明ら

かとなった。

AML）の癌幹細胞が

胞群により濃縮されることが報告されて以

 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

られる。このような癌幹細胞を同定するマー

カーとして最も広く認識されている細胞表

面マーカーとしては，

が有力である。CD133

タンパクで， プロミニンファミリーに属し

当初神経幹細胞のマーカーとして同定され

た。近年, 大腸癌

および前立腺癌の癌幹細胞マーカーの有力

な候補と考えられている。

本研究では，ヒト口腔扁平上皮癌

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，

株より分離した CD133

子生物学的特性の解析を行った。

検討項目 

OSCC 細胞株からの

離とその細胞特性

．無血清浮遊培養系における浮遊細胞塊

sphere）形成能

Sphere 形成に及ぼす種々の細胞増殖因子，

抗癌剤，SHH経路阻害剤ならびに抗

growth factor receptor

．低酸素環境の

 

本研究では，ヒト口腔扁平上皮癌における

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，ヒト口腔扁平上皮癌

細胞株より分離した

胞・分子生物学的特性の解析を，無血清培養

系を用いて行った。その結果以下の事が明ら

かとなった。 

）の癌幹細胞が CD34 陽性

胞群により濃縮されることが報告されて以

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

られる。このような癌幹細胞を同定するマー

カーとして最も広く認識されている細胞表

面マーカーとしては，CD133（

CD133 は，5回膜貫通型の糖

プロミニンファミリーに属し

当初神経幹細胞のマーカーとして同定され

大腸癌, 脳腫瘍, 肝細胞癌

および前立腺癌の癌幹細胞マーカーの有力

な候補と考えられている。 

本研究では，ヒト口腔扁平上皮癌

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，

CD133 陽性細胞群の細胞・分

子生物学的特性の解析を行った。

細胞株からの CD133 陽性細胞群の分

離とその細胞特性 

．無血清浮遊培養系における浮遊細胞塊

）形成能 

形成に及ぼす種々の細胞増殖因子，

経路阻害剤ならびに抗

growth factor receptor（EGFR

．低酸素環境の sphere 形成能に及ぼす影響

本研究では，ヒト口腔扁平上皮癌における

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，ヒト口腔扁平上皮癌

細胞株より分離した CD133 陽性細胞群の細

胞・分子生物学的特性の解析を，無血清培養

系を用いて行った。その結果以下の事が明ら

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

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

られる。このような癌幹細胞を同定するマー

カーとして最も広く認識されている細胞表

（prominin 1

回膜貫通型の糖

プロミニンファミリーに属し

当初神経幹細胞のマーカーとして同定され

肝細胞癌, 肺癌

および前立腺癌の癌幹細胞マーカーの有力

本研究では，ヒト口腔扁平上皮癌(OSCC)

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，OSCC 由来細胞

陽性細胞群の細胞・分

子生物学的特性の解析を行った。  

陽性細胞群の分

．無血清浮遊培養系における浮遊細胞塊

形成に及ぼす種々の細胞増殖因子，

経路阻害剤ならびに抗epidermal 

EGFR）抗体の影響

形成能に及ぼす影響

本研究では，ヒト口腔扁平上皮癌における

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，ヒト口腔扁平上皮癌

陽性細胞群の細

胞・分子生物学的特性の解析を，無血清培養

系を用いて行った。その結果以下の事が明ら

陰性細

胞群により濃縮されることが報告されて以

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

られる。このような癌幹細胞を同定するマー

カーとして最も広く認識されている細胞表

1）

回膜貫通型の糖

プロミニンファミリーに属し，

当初神経幹細胞のマーカーとして同定され

肺癌

および前立腺癌の癌幹細胞マーカーの有力

(OSCC)に

おける癌幹細胞を標的とした新しい診断・治

由来細胞

陽性細胞群の細胞・分

陽性細胞群の分

．無血清浮遊培養系における浮遊細胞塊

形成に及ぼす種々の細胞増殖因子，

epidermal 

）抗体の影響 

形成能に及ぼす影響 

本研究では，ヒト口腔扁平上皮癌における

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，ヒト口腔扁平上皮癌

陽性細胞群の細

胞・分子生物学的特性の解析を，無血清培養

系を用いて行った。その結果以下の事が明ら

1. 

おける細胞数の比率は，
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2. 

能は陰性細胞と比較し低下していた。一方，

無血清浮遊培養系では，各親細胞株および各

陽性細胞は

は形成できなかった。しかし培養開始時に，

陰性細胞に陽性細胞を加えることで

形成能を獲得し，その大きさや数は，陽性細

胞数の割合が

3. 

sphere

あり，陽性細胞が

トランジットした細胞や，陰性細胞が陽性細

胞にトランジットした細胞が認められた。ま

た各

在していた。

4. EGF

胞株の

胞に対しては作用が異なり，

1. 各細胞株において，陽性細胞の全細胞に

おける細胞数の比率は，

CD133 陽性細胞の全細胞中における比率

2. 無血清単層培養系では，陽性細胞の増殖

能は陰性細胞と比較し低下していた。一方，

無血清浮遊培養系では，各親細胞株および各

陽性細胞は sphere

は形成できなかった。しかし培養開始時に，

陰性細胞に陽性細胞を加えることで

形成能を獲得し，その大きさや数は，陽性細

胞数の割合が 0.5%

 GFP 発現細胞を用いて検討した結果，

sphere 形成細胞の大部分は陰性細胞由来で

あり，陽性細胞が

トランジットした細胞や，陰性細胞が陽性細

胞にトランジットした細胞が認められた。ま

た各 sphere 内には最低１個の陽性細胞が存

在していた。

EGF および SHH

胞株の sphere 形成能を促進したが，

胞に対しては作用が異なり，

各細胞株において，陽性細胞の全細胞に

おける細胞数の比率は，0.5%

陽性細胞の全細胞中における比率

無血清単層培養系では，陽性細胞の増殖

能は陰性細胞と比較し低下していた。一方，

無血清浮遊培養系では，各親細胞株および各

sphere を形成したが，陰性細胞

は形成できなかった。しかし培養開始時に，

陰性細胞に陽性細胞を加えることで

形成能を獲得し，その大きさや数は，陽性細

0.5%でほぼプラトーに達した。

発現細胞を用いて検討した結果，

形成細胞の大部分は陰性細胞由来で

あり，陽性細胞が sphere 形成過程で陰性に

トランジットした細胞や，陰性細胞が陽性細

胞にトランジットした細胞が認められた。ま

内には最低１個の陽性細胞が存

SHH は，共に濃度依存的に親細

形成能を促進したが，

胞に対しては作用が異なり，

各細胞株において，陽性細胞の全細胞に

0.5%を示した。

陽性細胞の全細胞中における比率

無血清単層培養系では，陽性細胞の増殖

能は陰性細胞と比較し低下していた。一方，

無血清浮遊培養系では，各親細胞株および各

を形成したが，陰性細胞

は形成できなかった。しかし培養開始時に，

陰性細胞に陽性細胞を加えることで sphere

形成能を獲得し，その大きさや数は，陽性細

でほぼプラトーに達した。

発現細胞を用いて検討した結果，

形成細胞の大部分は陰性細胞由来で

形成過程で陰性に

トランジットした細胞や，陰性細胞が陽性細

胞にトランジットした細胞が認められた。ま

内には最低１個の陽性細胞が存

は，共に濃度依存的に親細

形成能を促進したが，陽性細

胞に対しては作用が異なり，EGF は陽性細胞

各細胞株において，陽性細胞の全細胞に

を示した。 

陽性細胞の全細胞中における比率 

無血清単層培養系では，陽性細胞の増殖

能は陰性細胞と比較し低下していた。一方，

無血清浮遊培養系では，各親細胞株および各

を形成したが，陰性細胞

は形成できなかった。しかし培養開始時に，

sphere

形成能を獲得し，その大きさや数は，陽性細

でほぼプラトーに達した。 

発現細胞を用いて検討した結果，

形成細胞の大部分は陰性細胞由来で

形成過程で陰性に

トランジットした細胞や，陰性細胞が陽性細

胞にトランジットした細胞が認められた。ま

内には最低１個の陽性細胞が存

 

は，共に濃度依存的に親細

陽性細

は陽性細胞



の sphere 形成能に影響を示さず，SHH は陽性

細胞の sphere 形成能を促進した。  

5.抗 EGFR 抗体（12-93 抗体）および SHH 経路

阻害剤(cyclopamin)は，ともに親細胞株の

sphere 形成能を阻害したが，陽性細胞に対し

ては作用が異なり，12-93 抗体は陽性細胞の

sphere 形成能に影響を示さず，cyclopamin

は陽性細胞の sphere 形成能を阻害した。  

6. DXR は，主に陰性細胞に作用し，sphere

形成細胞におけるCD133陽性細胞の比率を増

加した。 

7. 低酸素培養下では，sphere 形成細胞にお

ける陽性細胞の比率は増加した。また陽性細

胞は，その sphere 形成能を失った。 

通常培養（20% O２）  

 

 

 

 

 

 

低酸素培養(1% O２) 

 

 

 

 

 

 

親細胞株の sphere 形成能に及ぼす低酸素   

環境 （1% O２）の影響 

 

以上の結果から，口腔扁平上皮癌細胞株に

おいては，陽性細胞から陰性細胞へ，あるい

は陰性細胞から陽性細胞へのトランジット

機構が存在しており，EGF や SHH は陰性細胞

から陽性細胞へのトランジットを促進して

いると考えられた。一方，抗癌剤や低酸素環

境は陰性細胞のみを標的としており，陰性細

胞から陽性細胞へのトランジットは阻害し

ていないと考えられた。したがって CD133 陽

性口腔扁平上皮癌細胞の機能維持には，EGF

および SHH経路が重要な働きをしていると考

えられ，EGF や SHH 経路を標的とした分子標

的治療と抗癌剤の併用療法の有用性が強く

示唆された。 
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