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研究成果の概要（和文）：無血清浮遊培養系にて口腔癌由来CD133陽性細胞はsphere形成能を有したが，陰性細
胞は形成しなかった．しかしCD133陰性細胞は培養開始時に陽性細胞を加えるとsphere形成能を獲得した．CD133
陽性細胞を含むsphere形成細胞は，in vivoにて造腫瘍能を示した．さらにインテグリンαvβ8は口腔癌細胞の
運動能を促進させ，β8蛋白の安定発現にはαvとの二量体形成が必須であった．以上の結果より，CD133陽性細
胞は口腔癌幹細胞としての特性を有し，αvβ8発現が口腔癌の浸潤能に関与する可能性が考えられた．したがっ
て、口腔癌治療においてこれらを標的とした診断治療の有用性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：CD133-positive cells derived from oral cancer cell line have an ability to 
form sphere in serum-free suspension culture but not CD133-negative cells. However, sphere formation
 ability was acquired by adding CD133-positive cells to CD133-negative cells at the start of 
culture. Sphere forming cells containing CD133-positive cells exhibited tumorigenicity in vivo. In 
addition, integrin αvβ8 promoted the motility of oral squamous cell carcinoma cells and the dimer 
formation with integrin αv was essential for stable expression of integrin β8 protein. These 
results suggested that CD133-positive cells might have characteristics of oral cancer stem cells and
 that the expression of integrin αvβ8 might be involved in the invasive potential of oral cancer. 
Thus, diagnosis and therapy targeted to CD133-positive cells and/or integrin αvβ8 might be useful 
for oral cancer therapy.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 口腔癌　細胞接着分子　インテグリン　CD133
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，無血清浮遊培養系にて口腔癌由来CD133陽性細胞はsphere形成能を有した．CD133陽性細胞を含む
sphere形成細胞は，in vivoにて造腫瘍能を示した．さらにインテグリンαvβ8は口腔癌細胞の運動能を促進さ
せ，β8蛋白の安定発現にはαvとの二量体形成が必須であった．以上の結果より，CD133陽性細胞は口腔癌幹細
胞としての特性を有し，αvβ8発現が口腔癌の浸潤能に関与する可能性が考えられた．したがって、口腔癌治療
においてこれらを標的とした診断治療の有用性が示唆され，より特異性の高い口腔癌の診断法や治療法の開発に
つながることが期待される。
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１．研究開始当初の背景 
 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おり、
種々の癌において癌幹細胞が報告されており，癌治療における新たな標的細胞として注目され
ている．癌幹細胞の表面マーカーとして様々な分子が検討されており，口腔の癌幹細胞マーカ
ーとして，これまで CD44, ALDH1, CD133, Hoechst33342 の side population など報告され
ているが，全ての口腔癌に共通するマーカー
は見つかっていない．口腔癌幹細胞マーカー
として、大腸癌, 脳腫瘍, 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な候
補と考えられている CD133 に着目した． 
 また,癌幹細胞では ABC トランスポーター
などの薬剤耐性遺伝子の発現が亢進してい
るだけでなく，インテグリンやケモカインレ
セプター等の癌の浸潤・転移に関与する分子
の発現も亢進していることが報告されてい
る（Giulia Bettolini. et al, 2009）．  
インテグリンは，αサブユニットとβサブユ
ニットからなるヘテロ二量体の膜貫通型の
糖タンパク質である．インテグリンの細胞外
ドメインは細胞外基質蛋白と結合し，細胞内
ドメインはテーリン，α-アクチニンやアクチ
ンフィラメントなど種々の細胞骨格蛋白と結合している(図 1)．さらにインテグリンは，自らは
チロシンキナーゼ活性を持たないものの，細胞外基質蛋白との結合により，β鎖の細胞内ドメ
インに結合した focal adhesion kinase(FAK)を活性化し，様々なシグナル伝達をすることが知
られている．このように，インテグリンは単に細胞と細胞外基質蛋白との接着分子として機能
しているだけでなく，細胞の形態，運動，増殖や分化に関連したシグナル伝達を調節し，器官
発生や組織分化においても重要な役割を担っている． 
悪性腫瘍において，様々なインテグリン発現と，浸潤・転移や予後との関連性が指摘されてい
る．インテグリンαvβ3 は，がん細胞の運動能を調整していることや, αv のアンタゴニスト
が，がん細胞のアポトーシスを誘導し，増殖を抑制することが知られている．このように，イ
ンテグリンαv は，がんの増殖や浸潤・転移を調節し，がん進展において重要な役割を担って
いると考えられている．本研究代表者の所属する研究室では，インテグリンαvβ8 を介して口
腔扁平上皮癌細胞の増殖能及び運動能を調節するシグナルが伝達されていることを明らかにし
てきた. しかし，口腔癌由来 CD133 陽性・陰性細胞における細胞接着分子であるインテグリン
の発現・機能についてはまだ不明な点が多い．  
 
２．研究の目的 
 本研究では，口腔扁平上皮癌細胞株由来 CD133 陽性細胞の癌幹細胞としての細胞・分子生
物学的特性について検討するとともに，CD133 陽性・陰性口腔癌細胞の細胞接着分子の発現・
機能を明らかにし，口腔癌に対する新たな診断・治療標的を探索することを目的とする． 
 
３．研究の方法 
（１）口腔扁平上皮癌細胞株からの CD133 陽性および陰性細胞の分離． 
ヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株をマグネティックビーズ付き抗 CD133 抗体で処理後，autoMACS 
(Miltenyi) を用いて CD133 陽性細胞を分離する．また，磁気カラムに吸着しない溶出画分を
CD133 陰性細胞とする．各細胞の CD133 蛋白の発現を免疫組織学的に検討し，本分離方法によ
り CD133 陽性細胞が再現性よく分離されていることを確認する． 
（２）無血清単層培養系における CD133 陽性細胞と CD133 陰性細胞の増殖能の比較検討． 
 Ⅰ型コラーゲンコートした培養皿に各細胞を加え，無血清単層培養を行い，細胞増殖能と細
胞形態を検討した． 
（３）無血清浮遊培養系における口腔癌由来 CD133 陽性細胞と CD133 陰性細胞の sphere 形成能
の比較 
 各細胞の無血清浮遊培養を行い，浮遊細胞塊（sphere）形成能を比較検討した． 
（４）無血清浮遊培養系における CD133 陰性細胞の sphere 形成能に及ぼす CD133 陽性細胞の影
響 
 CD133陰性細胞に陽性細胞を各割合になるように加え，浮遊培養しsphere形成能を検討した． 
（５）in vivo における口腔癌由来 CD133 陽性細胞と CD133 陰性細胞の造腫瘍能の比較 
 CD133 陽性細胞と CD133 陰性細胞を各々浮遊培養後，ヌードマウスの背部皮下に接種し，形
成された腫瘍の体積を算定し造腫瘍能を解析する．  
（６）口腔扁平上皮癌細胞株におけるインテグリンαvβ8の発現 
 各種口腔扁平上皮癌細胞株におけるインテグリンαvβ8 の発現を RT-PCR 法，Western blot
法にて解析する． 
（７）テトラサイクリン発現誘導システムを用いたインテグリンαvβ8の一過性発現系の構築 
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 口腔癌由来 CD133 陽性細胞と CD133 陰性細胞にお
けるインテグリンαvβ8 の役割について明らかに
するため，まずインテグリンβ8 蛋白の一過性発現
のために，口腔扁平上皮癌細胞に T-REx™ System 
(Life Technologies Corporation) にてテトラサイ
クリン (Tet) 発現誘導システムを構築する．すなわ
ち，テトラサイクリン誘導性発現プラスミド
pcDNA4/TO にβ8cDNA（すでにクローニング済）を組
み込んだ pcDNA4/TO/β8 を作製し，Tet リプレッサ
－発現ベクターpcDNA6/TR とともに，口腔扁平上皮
癌細胞に導入し，SCC-β8TO を分離する．さらに，
インテグリンαv 発現ベクターpCI-neo/αv を構築
し，pCI-neo または pCI-neo/αv を SCC-β8TO へ遺
伝子導入し，SCCmock/β8TO または SCCαv/β8TO を
作製する．Tet 存在下 (1μg/ml)で無血清培養した
SCCmock/β8TO と SCCαv/β8TO のαv とβ8 の遺伝
子および蛋白発現の継時的変化を RT-PCR 法および
Western blot 法にて解析する．さらに，インテグリ
ンβ8蛋白の安定化に及ぼすαvの影響を検討した．  
（８）インテグリンαvβ8発現が扁平上皮癌細
胞の運動能に及ぼす影響 
各細胞を Tet 存在下あるいは非存在下で，各種細胞外基質蛋白上での SCCαv/β8TO の運動能を
Boyden Chamber の変法にて検討した． 
 
４．研究成果 
ヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株から CD133 陽性細胞を分離した．CD133 蛋白の発現を免疫組

織学的に検討し，本分離方法により CD133 陽性細胞が再現性よく分離され，さらに CD133 陽性
細胞の全細胞中に占める細胞数の比率はわずか約 0.5%であったことを明らかにした．無血清単
層培養系では，CD133 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，CD133 陽性細胞は，細胞が凝集し sphere を形成したが，CD133 陰性細胞は形成で
きなかった．しかし培養開始時に，CD133 陰性細胞に CD133 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、CD133 陽性細胞の割合が 0.5%でほぼプラトーに達した．CD133
陽性細胞を含む sphere 形成細胞はヌードマウス背部皮下に腫瘍を形成したが，CD133 陰性細胞
のみでは腫瘍は形成できなかった． 
さらに，一部の口腔扁平上皮癌細胞株はインテグリンαvβ8を高発現していた．そこで口腔

癌由来 CD133 陽性・陰性細胞におけるインテグリンαvβ8 の役割について明らかにするため，
Tet 発現誘導システムを用いてインテグリンαvβ8蛋白の一過性発現系を構築した． SCCmock/
β8TO または SCCαv/β8TO を Tet 非存在下または存在下で培養し，β8蛋白発現を検討した結
果，いずれの細胞も，Tet 処理により，β8蛋白発現が誘導された．SCCmock/β8TO または SCC
αv/β8TO を Tet 存在下で 24 時間培養した後，さらに Tet 非存在下で各時間培養した時のβ8
蛋白発現を解析した．Tet 非存在下で培養を続けることにより，SCCmock/β8TO では，β8蛋白
は経時的に発現が低下し，12 時間後にはほぼ消失した．これに対し，SCCαv/β8TO では，Tet
非存在下で 24 時間培養してもβ8 蛋白発現が維持された．その際，共免疫沈降法にてαvβ8
の二量体形成が確認された．よって，β8蛋白の安定発現には，αvとの二量体形成が必須であ
ることが示唆された．さらに Tet 存在下あるいは非存在下で，各種細胞外基質蛋白上での SCC
αv/β8TO の運動能を Boyden Chamber の変法にて検討した．Tet 処理により，β8 蛋白発現が
誘導されたαvβ8 発現細胞は，ラミニン以外の細胞外基質蛋白上での細胞遊走能が亢進した．
インテグリンαvβ8は口腔癌細胞の運動能を促進することで，がん浸潤の亢進に関与している
ことが示唆された． 
これらの結果より，CD133 陽性細胞は口腔癌幹細胞としての特性を有し，インテグリンαvβ

8 の発現が口腔癌の浸潤能に関与している可能性が示唆された．したがって、口腔癌治療にお
いてこれらを標的とした診断治療の有用性が期待される． 
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