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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞の存在は、癌治療において非常に重要なものであると考えら

れる。本研究では、大腸癌幹細胞マーカーである細胞表面抗原 CD133 に CD44を加え、フローサ

イトメトリーによってより高純度な分離を目指し、癌幹細胞の存在が示唆された細胞群の特性

解析を実施した。また、分画された細胞に対し正常な腸管幹細胞マーカーである LGR5の発現を

指標とした 167 症例の予後解析の結果から、CD133、CD44、LGR5 の発現は予後予測因子として

重要であると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Previous reports have demonstrated that CD133+CD44+ cells might 
be putative colorectal cancer stem cells (CSCs). Intestinal stem cell marker is already 
identified as LGR5 in mice and human. However the correlation of CSCs and normal stem 
cell are unclear. LGR5 may play a crucial role in the carcinogenesis and tumorigenesis. 
In this study, we investigated the relation of LGR5 and CSC marker, CD133 and CD44. In 
vivo subcutaneous transplantation showed that as few as 100 CD133+CD44+ cells from primary 
tumor tissue had tumorigenicity in NOD/SCID mice. In xenograft tumor, LGR5, CD133 and 
CD44 were over-expressed compared with primary cancer and adjacent normal mucosa. In 167 
clinical specimens, LGR5, CD44 or CD133 was expressed strongly compared with normal mucosa 
(p<0.0001). However, with any single marker was not enough to predict the prognosis. 
Instead, combined with CD44 or CD133, the group of LGR5 over-expression showed 
significantly low survival rate (p<0.022). We conclude that LGR5+, CD133+ or CD44+ cells 
expressed the characters of cancer stem cells in xenograft tumors as well as in primary 
colorectal cancers. Importantly, LGR5 is a potentially critical factor determining 
prognosis in clinics. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
消化器癌は年間罹患者数が 25 万人を超え

る主要な悪性疾患の一つである。進行症例、
再発症例などの治療成績は依然として限定
的といわざるを得ず、これらの癌に対する新
しい視点からの革新的な治療法の開発が急
務である。 
現状を打開する突破口の一つとして、当研

究室が世界のトップを走る固形臓器におけ
る幹細胞研究からさらに発展し、正常組織と
同様、癌組織においても“癌幹細胞（cancer 
stem cell）”を頂点とする階層的な細胞社
会（幹細胞システム）が存在する可能性を示
し て き た （ Chiba T, Zheng YW et al. 
Hepatology 2007,133(3):937-950、Chiba T, 
Zheng YW et al. Gastroenterology 
2007,133(3):937-950）。このような“癌幹細
胞”は、放射線・化学療法に耐性を示し、再
発・転移の起点となっていると考えられる。
本研究は、“癌幹細胞”を対象とした新規抗
癌療法の開発を目標として、罹患率の高い胃
癌や大腸癌における“癌幹細胞”を臨床検
体より分離・同定し、その細胞生物学的な特
性解析、ならびに特異的発現を示す分子群の
同定を試みることにより、治療標的分子を抽
出し、切除不能症例等、進行癌に対する革新
的治療薬の開発の基盤を確立する。 
 
 
 

2. 研究の目的 
 
本研究では，精度の高い細胞分離法である

FACS（fluorescence activated cell sorting）
を駆使して、ヒト消化器癌（主として大腸癌）
組織中に存在する癌幹細胞（cancer stem 
cell）を分離・同定し、その特性解析を行う
ことにより、分化増殖の制御機構、及び自己
複製機構を解明する。さらに、癌の再発・転
移に密接に関与していると考えられる癌幹
細胞に対する特異的な治療標的分子の特定
を試みる。 
 
 
 

3. 研究の方法 
 
 大腸癌の臨床検体（原発巣および肝転移
巣）は本学医学研究科消化器病態外科学、付
属市民総合医療センター、並びに神奈川がん
臨床研究・情報機構、それぞれの機関におけ
る倫理審査委員会の承認後に提供されたも
のを用いた。その臨床検体の一部を酵素処理
により単一細胞にした。単一細胞化した一部
の細胞はそのまま NOD/SCID (non‐obese 

diabetic severe combined 
immunodeficiency）マウスに皮下注射し、
Xenograft を作製した。多くの細胞は各種蛍
光標識モノクローナル抗体でラベリングし、
フローサイトメトリーを用いた細胞の画分
を行い、各画分細胞の移植から腫瘍形成アッ
セイ、組織学的解析、遺伝子発現解析を行っ
た。 
 １回の sorting 後に形成された腫瘍を
first xenograft、この腫瘍を再度単細胞化
した後に、フローサイトメトリーで分離、移
植してできた腫瘍を second xenograft と、
繰り返し移植を行っていった。 
 
 
 
４．研究成果 
 
（１）正常組織幹細胞と癌幹細胞の類似性に
着目し、正常大腸上皮における幹細胞マーカ
ーを探索した。癌幹細胞マーカーとして報告
された CD133、CD44 を正常粘膜、腫瘍、
Xenograft で染色した。正常粘膜では CD133
は陰窩底部を中心に transit amplifying 
cell に向かってブロードに、CD44 が陰窩底
部に CD133 よりも限局して観察された。肝転
移巣においても発現が維持されていたこと
から、腫瘍再構築に関わっており、癌幹細胞
である可能性が考えられた。xenograft にお
いても、CD133、CD44 は染色され発現が維持
されていることが確認され、肝転移同様、腫
瘍再構築にこれらの発現細胞が関わってい
る可能性が示唆された。 
 

 
図１正常粘膜、腫瘍、Xenograft の免疫染色 
 
 
（２）次に、フローサイトメトリーにより
CD133、CD44 で分画化した各細胞画分の腫瘍
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形成能を評価した所、CD133 および、CD44の
陽性細胞において腫瘍が形成された。 
CD133+CD44+細胞においては僅か 100細胞の移
植で腫瘍が形成され、高い腫瘍形成能が示さ
れた。したがって、同表現型の細胞画分 
に大腸癌幹細胞が多く含まれることが示唆
された。  

(Total n=54, CD133 n=16, CD44 n=13, 
CD133CD44 n=24;Tumor formation check 
time=20 weeks.)     

図２ 腫瘍形成アッセイ 
 
 
（３）また、NOD／SCID マウス皮下で作製し
た Xenograftにおけるフローサイトメトリー
において解析した結果、Xenograft では原発
巣と比較して、優位に CD133+CD44+細胞の割合
が増加しており、発生過程や発癌過程等の急
速な組織構築の際には癌幹細胞による増幅
が起こると考えられていることから、
CD133+CD44+細胞が腫瘍再構築の際にも重要
な役割を示している可能性が示唆された。 
 
 
（４）分画化した細胞に対して正常な腸管幹
細胞マーカーである LGR5 の発現解析を行っ
た結果、症例毎に LGR5 の発現がばらついた
ものの、臨床検体 167 例における予後解析に
おいては、各 CD133、CD44、LGR5単独の発現
では予後相関を認めないか、予後相関が低い
のに対し、CD133、CD44、LGR5 の発現がとも
高い症例において優位に予後不良であると
いう結果となった。これらの事から、
CD133+CD44+細胞は癌幹細胞の可能性が高く、
CD133、CD44、LGR5 の発現は予後予測因子と
して重要であると考えられた。 
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33. 谷口英樹：大腸癌における癌幹細胞
(cancer stem cell)研究の動向 昭和大
学横浜市北部病院消化器センターと都
築区内科医会との連携勉強会 特別講
演 Oct.27,2008 横浜. 
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1. 谷口英樹,大島祐二,喜多 清：iPS 細胞

の糖尿病治療への応用―現状と課題― 
iPS 細胞の産業的応用技術 シーエムシ
ー出版 2009：202-210 

2. 谷口英樹：肝臓 炎症・再生医学事典 
朝倉書店 2009:470-472 

3. 谷口英樹：創薬プロセスの加速化に向け
たヒト幹細胞の産業利用 幹細胞の分
化誘導と応用――ES 細胞・iPS細胞・体
性幹細胞研究最前線―― NTS 2009：
379-389 
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