
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21 年 6 月 26 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：各種培養細胞株中に SP 細胞が存在することを発見し、それらが、がん幹細胞

様の性質（自己複製能、高い造腫瘍性、治療抵抗性）を有することを確認した。薬剤抵抗性の

SP 細胞を抗がん剤感受性化させるために、我々のグループがこれまで、抗がん剤多剤耐性克服

薬として臨床試験を行ってきた、ABC トランスポーター阻害剤を併用したところ、SP 細胞由来

の腫瘍にも顕著な腫瘍縮小効果が得られた。さらに SP 細胞と nonSP 細胞を比較し、発現解析を

行った結果、SP 細胞に共通して過剰発現する蛋白質および、microRNA を同定した。 
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１．研究開始当初の背景 

近年になって腫瘍組織中にもがん幹細胞

と呼ばれる幹細胞様細胞が存在することが

示されてきた。がん幹細胞は増殖が遅いこと

や、薬剤排出たんぱく質（ABC トランスポー

ターなど）の発現上昇といった機構により抗

がん剤が効きにくくなっていると考えられ

ており、がんの再発、転移を担う細胞集団で

あると考えられている。従って、がん幹細胞

を標的とした化学療法の開発は再発のリス

クを抑えたより効果的な治療法となる可能

性がある。そこで、がん幹細胞の性状解析を

行い、標的となりうる分子を探索することが

治療薬開発に向けて非常に重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究ではがん幹細胞の性状解析を行い、

新しいがん治療のターゲットを探索するこ

とで、再発のないより効果的ながん化学療法

を見出すことを目標とする。そのために本研

究では、がん幹細胞と分化したがん細胞の違

いをまず 1つはトランスポーターに焦点をあ
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てて解析し、新しいがん治療の標的分子を見

つけることを目的とする。また同時に、がん

幹細胞とその他のがん細胞の差異を探索し、

新たながん治療の標的となる分子、シグナル

伝達経路を見出すことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 がん幹細胞を濃縮するために各種培養細

胞を、DNA 結合蛍光色素 Hoechst33342 を用い

て細胞を染色し、フローサイトメトリーによ

り蛍光強度の低い Side Population (SP)細胞

を分離する。分離した細胞を用いて、自己複

製能力、抗がん剤感受性、造腫瘍性等の検討

をする。 

さらに、分離した SP 細胞、nonSP 細胞から

mRNA を分離して、定量 RT-PCR 法にて ABC ト

ランスポーターの発現量を調べる。また、

cDNA マイクロアレイを用いて SP 細胞特徴的

な遺伝子発現パターンを探索する。 

 

４．研究成果 

各種培養細胞株中に SP 細胞が存在するこ

とを発見し（図 1、四角く囲った部分）、それ

らが、がん幹細胞様の性質（自己複製能、高

い造腫瘍性）を有することを確認した。 

 そこで、SP細胞および nonSP 細胞を免疫不

全マウスに移植し、抗がん剤での治療実験を

行った結果、SP 細胞由来の腫瘍の方が治療抵

抗性を示した (図 2)。 

次に、薬剤抵抗性の SP 細胞を抗がん剤感

受性化させるために、我々のグループがこれ

まで、抗がん剤多剤耐性克服薬として臨床試

験を行ってきた、ABC トランスポーター阻害

剤を併用したところ、SP 細胞由来の腫瘍にも

顕著な腫瘍縮小効果が得られた。この ABC ト

ランスポーター阻害剤は、これまで、ABCB1

および ABCC1の阻害剤として開発が進められ

てきたが、本研究において、SP 細胞で過剰発

現の見られた ABCG2の阻害活性も有すること

を見出した(図 3)。（ここまでの結果は論文に

まとめ、現在投稿中） 

また、他に SP 細胞に過剰発現をしている

ABC トランスポーターが無いかどうかを、定

量 RT-PCR 法を用いてヒトに存在する 49種類

の ABCトランスポーター全てを網羅的に解析

した。その結果、ABCG2 に加えて、ある ABC

トランスポーターが、様々な細胞株に共通し

て SP 細胞に過剰発現していることを見出し

た。この ABC トランスポーターに対する抗体

の作製を試みたが、細胞外領域が極端に小さ



いうえ、糖鎖修飾を受けており、作製できな

かった。この ABC トランスポーターの発現は

乳がんの予後と逆相関するとの報告もあり、

今後更なる解析が必要であり、現在検討中で

ある。 

 また、SP 細胞で共通した発現上昇を示す遺

伝子群を同定するために、乳がんを中心に４

細胞株より分離した SP,  nonSP 細胞より

mRNA を抽出して、マイクロアレイ解析を行っ

た(図 5)。その結果、SP細胞で共通して発現

上昇している遺伝子群を見出した。その中に

は、生存シグナルに関係すると思われる分子

の過剰発現や、ある microRNA の過剰発現が

あった。現在、同定した遺伝子群の発現上昇

するメカニズム、SP における重要性について、

ある転写因子に着目して解析を進めている。

また、同定した microRNA については、標的

タンパク質の探索および、SP 細胞における発

現上昇機構、miRNA 発現の意義について検討

している。 

図 5；マイクロアレイによる SP と nonSP 発現

遺伝子の網羅的解析 
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