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研究成果の概要：

腫瘍細胞中の幹細胞マーカー発現細胞群（癌性幹細胞）は、免疫不全マウスへの移植におい

て腫瘍形成能力が高い。そこで、CD133 分子を内因性に発現するヒト大腸がん細胞株を用い

て、幹細胞マーカーとして注目される CD133 分子の腫瘍形成における機能を検討した。その

結果、CD133 分子が、細胞増殖の亢進ならびに発がんに関連の深いβ－カテニン分子の調節に

関与し、腫瘍形成に直接的に機能することを明らかにした。
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１．研究開始当初の背景

（１）癌性幹細胞仮説

　骨髄細胞中の造血幹細胞を豊富に含む分

画であるサイドポピュレーション（SP）細

胞群が、腫瘍細胞株にも含まれることが示

された。以来、様々な臓器由来の固形腫瘍

細胞においても同様の報告が蓄積されつつ

ある。これらの研究から、発がんにいたる

過程を幹細胞が正常な個体や組織を形成す

る過程に見立て、固形腫瘍においても、幹

細胞様細胞からがん組織が生じるという

「癌性幹細胞仮説」が提唱された。化学療

法後のがん再発は癌性幹細胞仮説によって

説明できると考えられ、新規抗がん剤開発

へと発展させるべく、その探索が進められ

ている。

（２）癌性幹細胞マーカー：CD133

　CD133 は、ユニークな 5 回膜貫通型の I

型細胞表面分子として同定された。CD133

は造血幹細胞以外に、内皮細胞前駆細胞や
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胎性脳幹細胞などの広範な幹細胞にも発現

し、これらの CD133 陽性細胞は分化能を維

持することから、幹細胞に特徴的に発現す

るマーカー分子として考えられている。ま

た、脳腫瘍細胞や血液腫瘍などで多分化能

を持つ CD133 陽性細胞の存在が報告され、

癌性幹細胞を規定するマーカーの一つに用

いられている。しかし、その機能や意義は

不明である。

（３）腫瘍形成と腫瘍関連間質形成

　腫瘍形成には、血管新生などの腫瘍関連

間質の構築が必須であり、腫瘍の悪性度と

の相関はすでに多くの報告がある。例えば、

実験的腫瘍転移モデルにおいて、腫瘍細胞

は、自身が転移する組織に骨髄由来前駆細

胞を派遣し、そこであらかじめ間質を構築

させて、自身の転移を亢進することが報告

された。一方、腫瘍細胞中の幹細胞様細胞

群は腫瘍形成能力が高いことが知られる。

これらのことから、申請者は、癌性幹細胞

に関して、１）原発巣で微小環境が劣悪に

なった腫瘍細胞の一部が、幹細胞マーカー

分子を発現し、間質構築能力の高い幹細胞

様細胞に変化する、２）従来からの”Seed and

soil”説とは反対に、幹細胞様細胞が細胞外

環境へ積極的に作用して、がん細胞に対す

る生物学的適所（ニッチ）が構築されて、

腫瘍の悪化あるいは転移に繋がる、という

仮説を着想するに至った。

２．研究の目的

　ヒト固形腫瘍細胞における幹細胞マーカ

ー発現の意義を、がん細胞におけるニッチ、

すなわち腫瘍関連間質の形成能力という面

から検討する。とりわけ、膜蛋白質である

CD133 分子が腫瘍形成における機能を解析

する。

３．研究の方法

（１）腫瘍細胞の CD133 遺伝子発現レベル

の強弱が腫瘍形成におよぼす影響

RNA 干渉法によって、CD133 遺伝子発現を

低下させたヒト大腸がん細胞株(CD133KD 細

胞)を作製した。当該細胞の足場非依存的

細胞増殖およびヌードマウス皮下における

腫瘍形成の観察、およびヘマトキシリン・

エオジン染色による同腫瘍組織の病理学的

解析から、腫瘍細胞の CD133 発現が腫瘍な

らびに間質形成に与える影響を検討した。

（２）CD133 遺伝子ノックダウンが与える

細胞生物学的影響の評価

この CD133 陽性の大腸がん細胞株は、前駆

細胞様の性質を持ち、酪酸ナトリウム刺激

によって大腸上皮細胞様の細胞へ分化する

ことが報告されている。そこで、CD133KD

細胞を酪酸ナトリウムで分化誘導させ、細

胞周期停止、細胞の形状変化、分化マーカ

ー（c-Myc, p21Waf-1,アルカリフォスファタ

ーゼなど）の発現変化を解析した。

（３）CD133 分子の機能解析

前述したように、CD133の生理的機能は十分

に解析されていない。そこで、細胞外およ

び細胞内の一部を失ったCD133変異体を作製

し、細胞増殖を亢進する機能が失われるか

どうか検討した。

４．研究成果

（１）主な成果

①CD133 の大腸がん形成における機能解析

代表的な幹細胞マーカーである CD133 遺伝

子は、大腸がんおよび肝がん由来の細胞株

において高率に発現していた。そこで、RNA

干渉によって人為的に CD133 発現レベルを

低下させた大腸がん細胞（CD133KD 細胞）

を作製し、造腫瘍能における CD133 の機能

を検討した。その結果、CD133KD 細胞では、



足場非依存的増殖能力が低下し、ヌードマ

ウス皮下腫瘍モデルにおいても、腫瘍形成

能力が低下していた。しかしながら、当該

細胞の腫瘍組織像は、対照群と比較して、

大きな差は観察されなかった。

ところで、CD133 陽性の大腸がん細胞株は、

興味深いことに、前駆細胞様の性質を持ち、

ある種の化学試薬などで大腸上皮細胞様の

細胞へ分化することが報告されている。そ

こで、CD133KD 細胞の、酪酸ナトリウムに

よる分化誘導を解析した。その結果、CD133

発現の低下は、がん遺伝子 c-Myc 発現の急

速な低下による細胞周期停止の開始を早め

る影響をもたらした。また、CD133KD 細胞

では、癌性幹細胞マーカーの候補の一つで

ある CD44 分子の発現低下が見られた。

これらの遺伝子は、β-カテニン/TCF 経路

の標的遺伝子として知られることから、

CD133 とβ-カテニン/TCF 経路の関連性を検

討した。その結果、当該経路を制御するた

めに重要なβ-カテニン蛋白質量に異常があ

ることが明らかになった。

以上から、CD133 は腫瘍形成能力を賦与す

る機能を持ち、β-カテニン/TCF 経路の制御

に関連することが示唆された（平成２０年

日本癌学会にて報告）。

②CD133 分子からのシグナル伝達について

正常型 CD133 分子はヒト神経芽腫由来細胞

株の足場非依存的細胞増殖を促進させた。

そこで、細胞外および細胞内ドメインの一

部を失った変異型 CD133 分子を作製し、当

該細胞に発現させたところ、変異型 CD133

分子はその作用を失った。このことは、CD133

分子の機能が、失われた部分を経て発揮さ

れていることが示唆された（平成 20 年度日

本小児がん学会にて報告）。

（２）国内外における位置づけ

癌性幹細胞に関する研究は、現在萌芽期で

あり、幹細胞様の腫瘍細胞の探索に焦点が

当てられている。しかし残念ながら、2004

年に脳腫瘍の起源となる神経幹細胞マーカ

ー陽性細胞が同定されて以来、その他の株

化した腫瘍細胞からの幹細胞様サイドポピ

ュレーション細胞の単離以上の進展がない

のが現状である。癌性幹細胞仮説はがんの

再発や転移を説明するための仮説としては

興味深いが、証明すべき課題が山積みとな

っている。例えば、癌性幹細胞の起源を考

えた場合、1）組織幹細胞と同様に、癌性

幹細胞が生来存在する、あるいは 2）組織

性幹細胞が従来から報告されている遺伝子

損傷などの機序によって腫瘍化して幹細胞

様の腫瘍細胞が生じる、3）従来からの腫

瘍細胞が脱分化などで幹細胞化する、4）

腫瘍細胞と幹細胞との細胞融合によって幹

細胞様腫瘍細胞が生じる、という可能性が

想定される。これらの可能性を検討するこ

とは、癌性幹細胞を証明するための今後の

中心的課題と考える。その中で申請者は、

従来の”Seed and soil”説から見た癌性幹細

胞研究、すなわち必然的に運命決定された

癌性幹細胞の証明、とは異なり、癌性幹細

胞の誘導的な運命決定という視点からアプ

ローチする研究として、本課題を位置づけ

ている。

これまでに、腫瘍細胞を CD133 分子の発現

レベルに応じて分離精製した細胞を用いて、

腫瘍形成能力を比較した報告がなされてい

るが、このアプローチでは、CD133 分子が

腫瘍形成において直接的な機能を発揮する

かどうかは言及できないと考える。したが

って、本研究の成果は、CD133 分子が、癌

性幹細胞に高い腫瘍形成能力を直接的に賦

与する機能分子であることを初めて示した

と考える。また、CD133 分子が癌性幹細胞

特異的ながん治療の標的分子となりうる可



能性を示すことができ、新たながん治療法

開発への発展性が示されたと考える。
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