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研究成果の概要（和文）： 

癌幹細胞の機能解析は、発癌過程や治療抵抗性に関与しているので、非小細胞肺癌の早期
診断や治療抵抗性を克服するために重要である。本研究において、癌幹細胞の性質を持つ
細胞集団を同定して、それらに関連する分子を見つけることを試みた。肺癌細胞において、
無血清で足場非依存の培養条件による sphere の形成により幹細胞の性質をもつ細胞が選
択できる可能性が示唆された。また、epithelial cell adhesion molecule (EpCAM)が幹細
胞の性質に関与して、細胞の生存に重要な役割を果たすことが明らかにされた。 
研究成果の概要（英文）： 
Functional analysis of cancer stem cell is very important to establish the method of 
early detection and/or effective therapy for the non-small cell lung cancer since stem 
cells seem to be involved carcinogenesis and the resistance for the chemotherapy.  In 
this study, we try to identify the cell populations that have cancer stem cell property 
and important molecule related with stem cells.  We fund that the formation of sphere 
in serum free and anchorage-dependent culture condition was promising for the 
selection of stem cells population, and that epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) 
play the important roll in survival of cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 

癌細胞には正常組織細胞と同様に、幹細胞の

性質を持った少数の細胞集団（cancer stem    

cell、癌幹細胞）存在が明らかになりつつある。

多くの癌において、cancer stem cell は細胞の

分化を表す細胞の表面マーカーを用いて分離

されている。染色性の違いにより分離した細

胞集団はサイド・ポピュレーション（side 

population, SP）と呼ばれ、多くの癌におい

て分離・解析され、その細胞集団は、ヌード

マウスにおける細胞増殖能が高く、ABC トラ
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ンスポーター等の発現が増加しているなどの

stem cellの性質を有することが報告されてい

る。また、それ以外の幹細胞マーカーで癌幹

細胞の分離を試みられている。 

 肺癌患者で当初は化学療法や放射線療法

に感受性があり治療により腫瘍が縮小して

も、ほとんどの場合は再発する。特にゲフィ

チニブ、エロチニブなどの上皮成長因子受容

体（EGFR）のチロシンリン酸化阻害剤

（EGFR—TKI 剤）は、EGFR に機能獲得型

の変異を持つ肺癌に高い奏効率を示し、完全

緩解や長期間の腫瘍抑制効果をもたらすが、

多 く の 場 合 再 び 腫 瘍 が 増 大 す る

（EGFR—TKI 剤への耐性化）。その機序と

して、EGFR 遺伝子に薬剤耐性になる変異を

新たに生じることや、肝細胞増殖因子の受容

体である MET に遺伝子増殖が生じることが

報告されている。 

  近年、肺癌においても癌幹細胞の分離が

なされおり、SP が分離された SP では、ABC

トランスポーターの発現が増加しており、薬

剤耐性になることが示された(Ho MM et al. 

Side population in human lung cancer cell 

lines and tumors is enriched with stem-like 

cancer cells. Cancer Res. 67:4827-33. 2007)。

しかし、肺癌においても SP および癌細胞は

不明な点が多い。本研究では、SP の分離・

解析によりその生物学的特性を明らかにす

ることを目的とする。本研究により、新しい

肺癌治療戦略の展開が期待される。 

  

２．研究の目的 

 SP 細胞もしくは cancer stem cell と想

定されている細胞集団を分離し、その細胞

集団が正常組織における幹細胞の性質（高

い増殖能、分化能など）を有するかどうか

を明らかにする。さらに、幹細胞の性質（表

面マーカーや遺伝子発現の変化）を利用し

て臨床検体における簡便な SP 細胞の検出

法もしくは定量法を開発し、SP 細胞と抗

がん剤の感受性や予後などとの関連を明

らかにする。 

３．研究の方法 

（１）肺癌細胞からの SP 細胞もしくは幹

細胞の性質をもつ集団もの単離 

 SP の分離は、細胞を色素である

hoechst33342 で染色し、染色性の違いを

フローサイトメーター（FACS）により分

離する（Proc Nalt Acad Sci U S A. 

101:781-786. 2004, Cancer Res. 

67:4827-33. 2007）。hoechst33342 のトラ

ンスポーターの阻害剤である reserpine を

コントロールとして、SP の分離を行う。

その他、幹細胞マーカーとなる細胞表面の

分子において、分離を試みる。さらに、細

胞を血清無添加で、なおかつ非接着の状態

で培養して、sphere を形成させて、幹細胞

の性質をもつ細胞が特異的に増殖するか

を検討した。 

（２） 癌幹細胞をもつ細胞集団の評価 

① 分化マーカーや ABC トランスポータ

ーの発現の検討 

ABCG2, ABCA2, MDR1 などの ABC トラ

ンスポーターの発現を免疫染色とRT-PCR

法で確認する。 

② 抗がん剤の感受性 

 抗癌剤の薬剤感受性を検討する（MTT

アッセイ法）。 

（３）幹細胞の性質に関与する遺伝子の肺

癌発生過程に関与の検討 

①  epithelial cell adhesion molecule 

(EpCAM)の検討 

細胞株での発現を RT−PCR 法、ウエスタ

ンブロット法で発現を評価する。細胞間で

の発現の違いをフローサイトメトリーで

検討する。siRNA により EpCAM の発現

低下をさせ、足場依存および非依存の細胞



 

 

増殖を検討する。 

② ZEB１遺伝子 

癌 幹 細 胞 に 関 連 す る

epithelial-mesenchymal 

transitions(EMT)を制御する遺伝子のひ

とつである ZEB１遺伝子の検討をした。発

現や増殖に関する影響を検討した。 

（４）臨床検体からの癌幹細胞の性質を有

する細胞の選択的な培養 

肺癌患者より、胸水を採取して、細胞を血

清無添加で、なおかつ非接着の状態で培養

して、sphere を形成させて、幹細胞の性質

をもつ細胞が特異的に増殖するかを検討

した。 

４．研究成果 

（１）SP 細胞の分離 

EGFR 遺伝子変異をもつ肺癌細胞株から

色素（Hoechst33342）の排泄能の違いに

より、幹細胞の性質を持つ細胞集団（サイ

ド・ポピュレーション）をより分離しよう

と試みた。しかし、乳癌、脳腫瘍などの細

胞株と違い、肺癌においては、幹細胞の性

質を持つ細胞集団の分離はできなかった。

そのため、細胞株を、血清無添加で、なお

かつ非接着の状態で培養して、幹細胞の性

質をもつかを検討した。NCI-H157、

HCC401 などの多くの細胞株では、上記の

培養条件にて sphere を形成することが判

明した。（図１） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ sphere の形成 

肺癌細胞株において、足場非依存の状態で

培養すると左段のごとく、細胞が球形状に

発育する。右段は、通常の培養条件による

細胞の形態を示す。 

 

この方法で、選択的に培養した細胞集団が、

幹細胞の性質をもつか検討した。 

（２）癌幹細胞をもつ細胞集団の評価 

sphere を形成する細胞集団と親株との

EGFR 阻害剤および他の抗癌剤の感受性

を比較したが、有意な差異は認められなか

った。幹細胞の性質と関連している遺伝子

発現（ABCG2、OCT４、MYC、p63 など）

を検討したが、親株と比較して有意な差は

認められなかった。しかし、接着因子であ

る epithelial cell adhesion molecule 

（EpCAM）の発現は、sphere の状態で低

下する傾向を認めた。 

（３）幹細胞の性質に関与する遺伝子の肺

癌発生過程に関与の検討 

①  EpCAM 

肺癌細胞株において、EpCAM の発現やそ

の機能を検討した。18 細胞株で RT−PCR

法にて検討した結果、EGFR 遺伝子の変異

がある細胞株で、EpCAM の発現が高い傾

向があった。細胞間で発現量の違いを検討

するために、フローメトリーによる個々の

細胞の EpCAM の発現を検討して、肺癌細

胞 NCI-H460 では、細胞間において、発現

の差を認めた。この細胞株において

EpCAM が幹細胞のマーカーである可能性

が示唆された。しかしながら、磁気ビース

により、EpCAM 発現の強い細胞集団と弱

い細胞集団を分離して、薬剤感受性や

sphere の形成能の違いを検討したが、現在

のところ有意な差をみいだしていない。次

に EpCAM が癌細胞の生存自体に関与し



 

 

ているかを検討するため、細胞株に

EpCAM に対する siRNA を合成して、ノ

ックダウンをおこなった。EpCAM の発現

低下をさせると、足場依存および非依存の

細胞増殖が、複数の細胞株において抑制さ

れることが明らかになった（図２）。細胞

増殖の抑制の機序は、アネキシンや細胞周

期による解析によりアポトーシスによる

ことが明らかになった。 

②  ZEB１遺伝子 

epithelial-mesenchymal transitions 

(EMT) が幹細胞と密接に関連しているが、

最近知られてきている。EMT 制御する遺

伝子のひとつである ZEB１遺伝子が、

EpCAM を制御することを悪性中皮種細胞

において見いだした。ZEB１遺伝子が発癌

過程に関与しているかを肺癌および悪性

中皮腫において検討した。ZEB１遺伝子が

肺癌細胞株や悪性中皮腫株において、過剰

発現していることを見いだし、ZEB1 遺伝

子をノックダウンすることにより、細胞増

殖能が低下することを見いだした。 

 

 

 

 

 

図 2 EpCAM 遺伝子のノックダウンによ

る細胞増殖の抑制 

 

（４）臨床検体からの癌幹細胞の性質を有

する細胞の選択的な培養 

２例の肺癌患者の癌性胸膜炎による胸水

より癌細胞の培養をおこない、sphere の形

成を認めた。今後、症例数を増やして、継

続的に培養を可能にして、マイクロアレイ

およびヌードマウスに移植して、幹細胞の

性質を保持できるかと検討していく予定

である。 

まとめ 

 本研究にいて、幹細胞の性質に関与する

と思われる EpCAM が、肺癌の発生過程に

おいて重要な役割を担っていることが明

らかになった。癌幹細胞の分離のために 

血清無添加で、なおかつ非接着の状態で培

養して、sphere 形成が有用であることが示

唆され、今後はこの手法において、細胞株

および胸水などの臨床検体より、幹細胞の

性質をもつ細胞の分離が期待される。 
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