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研究成果の概要（和文）：　癌幹細胞モデルの構築のために，同細胞が蛍光色素の排出分子群を高発現している
性質を利用し，扁平上皮癌細胞から蛍光強度の低いSide population(SP)細胞をFACSで分離し，生物学的特徴を
解析した。SP細胞は，癌幹細胞同様に低増殖能，高いSphere形成能さらに抗癌剤耐性を示した。さらに少細胞数
でヌードマウスに高率に腫瘍を形成した。親細胞を低酸素下培養や低酸素応答因子HIF-1α遺伝子導入によりSP
細胞の比率を増加した。一方，癌幹細胞マーカーのCD133をsiRNAで抑制するとSP細胞の比率が低下した。以上よ
り, SP細胞が低酸素環境で癌幹細胞として機能している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to establish a cancer stem cell model. Taking 
advantage of the fact that cancer stem cells highly express a group of fluorescent dye efflux 
molecules, we isolated the side population (SP) cells with low fluorescence intensity from squamous 
cell carcinoma cells by FACS and analyzed their biological characteristics.
SP cells, like cancer stem cells, showed low proliferative potential, high sphere-forming ability 
and resistance to anticancer drugs.  In addition, a small number of cells formed tumors at a high 
rate in nude mice. Culture of parental cells under hypoxia or gene transfer of the hypoxia response 
factor HIF-1α increased the proportion of SP cells. In contrast, suppression of CD133, a cancer 
stem cell marker, by siRNA decreased the proportion of SP cells. These results suggest that SP cells
 may function as cancer stem cells in a hypoxic environment.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 癌幹細胞　口腔扁平上皮癌　Side population　Hif-1α　CD133

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔癌治療の基本は，外科的切除である。しかし進展癌や再発・転移癌に対しては放射線療法や化学療法が適応
されるが，根治を得ることは困難なことが多い。その原因として，抗癌剤や放射線に耐性を示す癌幹細胞の存在
が示唆されている。そこで癌幹細胞を分離・回収し，その細胞生物学的特性を解明することは，効果的な治療法
を開発するためにも重要である。
癌幹細胞の分離する方法として細胞表面の癌幹細胞マーカーを目印にする方法や細胞機能の相違を利用する方法
がある。本研究では，癌幹細胞が高発現している細胞外への薬剤の排出を担うABCトランスポーター分子の機能
を利用し回収した細胞群が，癌幹細胞モデルになるかを検討した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

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・同定する事が重要であ

り, 現在までに癌幹細胞の特徴を利用した様々な分離方法が報告されている。一つには，細胞

表面マーカーを利用して分離する方法である。ある癌腫の癌幹細胞で特異的に発現するとされ

る CD44 や CD133 などの分子の同定は，癌幹細胞を検出する有効な手段であり，抗体治療の標的

となると考えられる。 

次いで, 薬剤排出を担う 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しているた

め, DNA 結合蛍光色素 Hoechst33342 で細胞を染色すると,同色素は排出される。この性質を利用

したフローサイトメトリー解析で, Hoechst33342処理した細胞をUV光で励起すると大部分の細

胞は蛍光強度の高い細胞集団 MP（main population）として分離されるが, 薬剤排出能力の高い

細胞は、蛍光強度の低い細胞群として分離される。このような細胞群は side population (SP)

細胞群と呼ばれる。SP 細胞群には高頻度に癌幹細胞が存在するといわれている。 

癌幹細胞の生物学的特徴として，①癌細胞は足場依存性に増殖するため浮遊培養では、ほとん

どの細胞が死滅するが、癌幹細胞は球形の浮遊細胞塊（sphere）を形成，維持されること（癌幹

細胞様の性質を持つ細胞を濃縮，腫瘍形成能ともよく相関する，②癌幹細胞は，休眠状態で細胞

増殖能が低下していること，③癌幹細胞は ABC transporter 分子群を高発現し, 抗癌剤耐性で

あること。④癌幹細胞は，少数の細胞からでも造腫瘍能を保持していること，⑤癌幹細胞は，低

酸素環境のニッチなどで維持されていることが考えられている。特に，低酸素環境の癌幹細胞に

及ぼす影響は重要で，癌幹細胞の維持に低酸素環境が関与している可能性を示唆する報告も多

い。低酸素環境は幹細胞ニッチの重要な要素であり ES 細胞や種々の組織幹細胞，前駆細胞の

stemness の維持に必要である。また低酸素下の癌細胞は放射線や抗癌剤に抵抗性であり，転移

能が亢進していることは以前より知られ， 低酸素環境下での癌細胞と癌幹細胞はかなり類似し

た性質を示すと考えられている。造血幹細胞や癌細胞で酸素応答経路のマスター制御因子の一

つである HIF-1α タンパク質が安定して発現し，低酸素応答における中心的な役割を担う分子

で，現在では多くの遺伝子の発現を制御することが知られている。 
 

２．研究の目的 

口腔癌治療の基本は，外科的切除である。しかし進展癌や再発・転移癌に対しては放射線療法

や化学療法が適応されるが，根治を得ることは困難なことが多い。その原因として，抗癌剤や放

射線に耐性を示す癌幹細胞の存在が示唆されている。そこで癌幹細胞を分離・回収し，その細胞

生物学的特性を解明することは，効果的な治療法を開発するためにも重要である。本研究では，

癌幹細胞が高発現している細胞外への薬剤の排出を担う ABC トランスポーター分子の機能を利

用し回収した SP細胞群が，癌幹細胞モデルになるかどうかを検討した。 



３．研究の方法 

癌幹細胞は，薬剤を細胞外へ排出する ABC トランスポーター群を高発現している。そこで DNA

結合蛍光色素 Hoechst 33342 で処理した癌細胞を FACS 解析し，蛍光強度の高い MP 細胞と低い

SP 細胞に分離した。。本研究では口腔扁平上皮癌（OSCC）細胞株から分離した SP 細胞の生物学

的特徴を解析した。 

抗癌剤の SP 細胞に及ぼす影響や造腫瘍形成能について検討した。低酸素培養環境下が SP 細

胞に及ぼす影響を通常酸素濃度（20% O2下）と低酸素（1％O2下）条件下で培養し, FACS 解析で

その動態を検討した。 HIF-1 遺伝子を導入し、その細胞株の HIF-1α 遺伝子, VEGFA, ABCG2, 

ABCB1 の遺伝子発現量を比較定量した。 

 

４．研究成果 

FACS で分離した SP 細胞は，癌幹細胞が休眠状態で低増殖であるように，単層培養系では MP

細胞に比較し低い増殖能を，浮遊培養系では幹細胞が特異的に増殖する sphere 形成能を持つこ

とを示した（図１）。 

細胞数（×103）                                  sphere 数 

  

図１．無血清培養系における SP 細胞と MP 細胞の細胞増殖能と sphere 形成能 
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図２．DXR の SP 細胞群の比率に及ぼす影響   
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また SP細胞は癌幹細胞と同様に，抗癌剤 DXR に対して耐性を示し，DXR 存在下で継代培養する

と SP 細胞比率が増加することを明らかにした（図２）。 

半永久的に継代可能な癌幹細胞と同様に，少数の SP細胞でもヌードマウスに造腫瘍能を示し

た。さらに腫瘍内の SP細胞の比率は，in vivo と比べて高値を示した癌幹細胞は，低酸素環境

のニッチで維持されている。本研究でも，低酸素下（１%O2）で培養した SP細胞の比率は通常

酸素下（20%O2）より増加し，継代培養を行うことで 40%以上の高い占拠率を示した（図３）。 

 

    通常酸素下（O2 20%）                                  低酸素下（O2 １%） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．酸素濃度の SP 細胞群の比率におよぼす影響  

   採取した SP を通常酸素下および低酸素下で培養し，再度 FACS 解析を行った。通常酸素   

下では，SP細胞の比率は 2.2％から 8％に上昇したがが，低酸素下では 44%と大幅に上昇

を認めた。 

 

低酸素応答因子である HIF-1α遺伝子の OSCC 細胞への導入により, SP 細胞の占める比率が, 

HIF 発現上昇とともに増加した。HIF は, 癌幹細胞の維持に重要な働きをしていると考えられ

た。HIF-1α遺伝子導入細胞においては通常酸素下培養の親株と比較し HIF-1α，VEGF， 

 
図４. Real-time PCR による HIF-1α遺伝子発現 
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ABCG2，ABCB1 遺伝子の発現量が 2倍以上上昇していた（図４）。MP 細胞においても低酸素下で

継代培養を行っていたため通常細胞に比較し，HIF-1α，VEGF，ABCG2，ABCB1 の上昇を認め

た。また SP 細胞においては ABCG2 および ABCB1 遺伝子の発現量が 5倍以上上昇していた。これ

より低酸素環境が薬剤耐性遺伝子の発現を亢進させていることが示唆され，SP細胞では薬剤耐

性遺伝子の発現が最も亢進していることが明らかとなった。 

種々の固形癌の癌幹細胞マーカーである CD133 分子の SP 細胞への関与を検討した。CD133 を

siRNA法で抑制したところSP細胞の低酸素応答能は消失し, 細胞比率は低値を示したことから, 

CD133 が SP 細胞の低酸素応答能に関与していると考えられた。 

 以上の結果より, 口腔扁平上皮癌細胞株において SP 細胞は癌幹細胞として機能していること

強く考えられた。また, 低酸素環境が癌幹細胞ニッチとして機能している可能性が示唆され

た。本研究結果より、口腔扁平上皮癌細胞において SP 細胞が癌治療の標的となるうる事が示唆

された。 
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