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研究成果の概要（和文）： 

CD133 を肺がん幹細胞のマーカーとして肺がん幹細胞の同定とその解析を試みた。全ての
細胞株に CD133 陽性細胞を認めた。gefitinb 耐性株において CD133 の比率が上昇し、
CD133 陽性細胞は抗がん剤に耐性であることが示唆された。一方、肺がん幹細胞の発生母
地であると推定される細気管支肺胞接合部の肺幹細胞を同定・解析したとろ、肺成長過程
および気道修復過程では増幅していたが、肺胞上皮の修復過程では増幅が認められなかっ
た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified lung cancer stem cells using CD133 as a marker. A small fraction of all 
19 cell lines examined expressed CD133. Resistant cells against gefitinib showed 
high % of CD133 positive cells. Lung stem cells at brochiolalveolar duct junction 
amplified after birth and naphthalene treatment, but no after bleomycin treatment.   
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１．研究開始当初の背景 

１）幹細胞とがん幹細胞：幹細胞とは、①

自己複製能をもち、かつ②多分化能を持つ

細胞の総称である。幹細胞には、胚由来で

ある胚性幹細胞と成熟固体に存在する体

性幹細胞に大別され、体性幹細胞には骨髄

だけでなく、肝、神経、心筋、そして肺に

も存在することが次々と明らかとなりつ

つある。腫瘍は、様々な治療にも関わらず、

再発や抵抗を示す。造血系腫瘍研究より、
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白血病細胞の一部が造血系幹細胞の性質

を持ち高腫瘍性であることが、また、固形

腫瘍では glioblastoma が神経幹細胞と似た

表面マーカーを示し、少数の細胞数で腫瘍

形成能を示しがん幹細胞の存在が明らか

となった。同様に乳がんや大腸がんでも報

告された。 

２）肺がん幹細胞研究：一方、肺腺癌の発

生母地は、末梢気道や肺胞 II 型細胞であ

ると推定されるが詳細は不明である。Kras

の肺発癌モデルにおいて肺幹細胞の過形

成が観察され肺がんの origin として幹細

胞の関与が示唆され、EGFR 遺伝子変異を

CCSPプロモーター下に発現させることに

より肺腺癌の発症が確認されている。 

2005 年肺幹細胞の分離とその詳細な解析

が Tyler Jacks らのグループから報告され

た。彼らは、肺発癌モデルにおいて、SP-C

と CCA（別名 CCSP）共に陽性の細胞群が

発癌の初期に過形成することを見出して

いる。一方、肺癌のがん幹細胞の同定が、

2007 年報告された。肺癌細胞株において

幹細胞のマーカーの１つである side 

population を幹細胞様群として同定してい

る。 

３）がん幹細胞マーカー：がん幹細胞を同

定・解析するにはがん幹細胞マーカーが必

須である。１つは、がん幹細胞にも、組織

幹細胞に高発現している Hoechist33342 に

染色されない細胞群として同定される方

法である。もう１つは CD133 である。

CD133 は、細胞膜状に発現しているがそ

の機能は不明である。神経幹細胞のマーカ

ーとして報告され、その後、glioblastoma、

大腸がん、乳癌などでもがん幹細胞マーカ

ーとして報告され、がん幹細胞に普遍的に

発現している可能性が示唆される。 

 

２．研究の目的 

がん幹細胞を同定・解析するにはがん幹

細胞マーカーが必須である。１つは、が

ん幹細胞に高発現しているABCトラン

スポーターによりHoechist33342に染色

されない細胞群（side population）として

同定される方法である。もう１つは

CD133である。CD133は、glioblastoma、

大腸がん、乳癌などでもがん幹細胞マー

カーとして報告され、がん幹細胞に普遍

的に発現している可能性が示唆される。

本研究では非小細胞肺癌に的をしぼり、

細胞株（19株）用いて肺癌幹細胞の分

離・同定そして解析を試みることを目的

とする。非小細胞肺癌細胞株においては、

CD133発現をFACSで評価し、CD133陽性

肺癌細胞を分離する。CD133陽性肺癌細

胞の造腫瘍性をNOD/SCIDで確認するす

るとともに、抗がん剤感受性について評

価する。また、Hoechist33342で細胞を染

色し、side populationを同定分離し、

CD133陽性細胞と比較検討する。 

また、マウス肺における肺幹細胞を

CCSP+SP-C+細胞群として免疫蛍光染色法

を用いて同定し、マウス肺成長過程および

肺傷害時の修復過程における幹細胞の動

態を解析する。 

 

３．研究の方法 

１）肺がん細胞株における CD133 の発現： 

入手した肺がん 19 株についてフローサイト

メーター（FACS）を用いて、CD133 の発現

を検討した。また、サイトスピン法で細胞を

固定後、ABC 法を用いて免疫組織染色法を用

いて CD133 蛋白発現を確認した。陽性コント

ロールは HuH7 を用いた。また、CD133mRNA

の発現を RT-PCR 法を用いて検討した。また、

EGFR遺伝変異の有無とCD133の発現も検討



 

 

した。 

2)肺がん幹細胞の抗がん剤に対する感受性： 

EGFR遺伝子変異陽性細胞 2株（RERF-LC-A1, 

RERF-LC-Ad2）に gefitinib を 10, 30uM で接触

させ、48 時間後の生細胞における CD133 陽

性細胞を検討した。 

３）移植腫瘍組織における CD133 陽性細胞の

検出:CD133の頻度が高いPC-7, RERF-LC-A1, 

RERF-LC-Ad2 の３株（1x107/mouse）を SCID

マウスに皮下移植した。腫瘍形成後に腫瘍を

切り出し、免疫組織染色法を用いて CD133

陽性細胞を検出した。また、血管内皮細胞の

マーカーである CD31 と２重染色を行い、血

管との関連を検討した。 

４）肺がん幹細胞の発生母地である、肺上皮

幹細胞の動態解析:出生直後より７か月まで

の異なる週令のマウスの肺を取りだし、血液

成分を除去後に、肺を固定した。CCSP およ

び SP-C 抗体で２重染色を行い、共陽性の肺

幹細胞を同定した。また、ナフタレンおよび

ブレオマシンで気道傷害および肺上皮傷害

を起こし、その後に修復過程における肺幹細

胞の動態を免疫組織学的に検討した。 

 

４．研究成果 

１）肺がん細胞株に CD133 の発現 

肺がん細胞１９株のCD133発現を FACSで解

析した結果、すべての細胞株で発現が確認さ

れた。その割合は 0.2%～3.7%と大腸がんに比

べて低かった。頻度の高い３株（ PC-7, 

RERF-LC-A1, RERF-LC-Ad ） の 内 ２ 株 は

EGFR 遺伝子変異陽性であったが、その理由

は不明であった。次にサイトスピンにより免

疫組織染色を行ったところ、細胞膜に CD133

の発現が確認された。また RT-PCR で CD133

の発現を確認した（図１）。 
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       図１ CD133 mRNA の発現 

２）肺がん幹細胞の抗がん剤に対する感受

性：EGFR 遺伝子変異を持ちかつ CD133 の％

が高い、肺がん 2 株に、gefitinib を接触させ、

gefitinib に抵抗性の生肺がん細胞における

CD133 の発現を検討した。その結果、%CD133

はコントロール 2.3%, 10uM6.5%,30uM 85.9%

と 高濃度の gefitinib に接触し生き残った肺

がん細胞ほど、CD133 の発現割合が高いこと

が、明らかとなった（図２）。この結果は２

株ともに認められた。 

Gef(uM)  0             10       30 

図２ RERF-LC-A1 における Gefitinib

投与後の CD133 発現 

３）移植腫瘍組織における CD133 陽性細胞の

検出 

皮下腫瘍を CD133 抗体で染色したところ、一

部の癌細胞に陽性細胞が認められ、集簇して

いる傾向を認めた（図３）。しかしながら、

CD31 染色の結果より、CD133 陽性細胞と腫

瘍血管の関係は明らかではなかった。 



 

 

 

図３ 腫瘍組織の CD133 陽性細胞（茶色） 

４）肺がん幹細胞の発生母地である、肺上皮

幹細胞の動態解析 

正常マウス肺組織における CCSP+SP-C+細胞

は、細気管支肺胞接合部に存在することを確

認した。更に、肺成長過程における肺幹細胞

を免疫蛍光染色法で確認したところ、出生直

後より、幹細胞数が増加し４週齢でピークに

達し、その後漸減した。次に、ナフタレンに

よる気道傷害モデルにおいては、気道修復に

先立ち、幹細胞の増幅が確認され、気道修復

に関与していることが示唆された（図４） 
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 図４ 増幅した幹細胞 

一方、ブレオマイシンによる肺傷害モデルに

おいては肺幹細胞の増幅は確認されず、肺上

皮細胞修復への関与は少ないと推定された。 
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