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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌幹細胞 CD44+細胞は抗癌剤に対し抵抗性を示すことを明らか

にした。頭頸部癌由来細胞株を CD44+細胞と CD44-細胞に分離し、タキサン系薬剤耐性遺伝子

TRAG-3 の発現を PCR にて検討した結果、両者において明らかな有意差はなかった。また、CD44+

細胞共存下では T 細胞の増殖が抑制され、特に IFN-が強く抑制され IL-10 産生は逆に増強し

た。以上より、癌幹細胞は制御性 T細胞を優位に誘導し免疫監視機構から逃避させる細胞集団

と考えた。したがって、癌幹細胞の薬剤耐性機構として、免疫抑制を介した機序も考慮する必

要があると思われる。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that head and neck cancer stem cells appeared to be 
resistant to the treatment of anti-cancer drugs. We did not find any differences of TRAG-3 
mRNA expressions between CD44+ and CD44- cells of head and neck cancer cell lines. In 
addition, CD44+ cells significantly suppressed T cell proliferation. As for cytokine 

-10 was increased when co-cultured with CD44+ 
cells. Thus, immunosuppressive mechanisims other than TRAG-3 expression may have a role 
for anti-cancer drug resistance.    
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１．研究開始当初の背景 

タキサン系抗癌剤は新規抗癌剤であり
ドセタキセルとパクリタキセルがある。
ドセタキセルはチュブリンの脱重合を促
進することで抗腫瘍効果を発揮する。一
方、パクリタキセルはチュブリンの脱重
合を阻害することで抗腫瘍効果を発揮す
る。現在、日本ではドセタキセルが適応
となっており多剤併用や化学療法放射線

同時併用療法の臨床試験が行なわれてい
る。もう一つのパクリタキセルは、日本
では頭頸部癌の適応はないがアメリカに
おいては頭頸部癌に対し臨床使用されて
いる。日本でも現在第二相の臨床試験中
であり近い将来適応となると思われる。 
さて、進行頭頸部扁平上皮癌の治療に

おいて、集学的治療の一翼として化学療
法放射線同時併用療法あるいは術後の補
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助療法として化学療法の果たす役割は大
きい。それゆえ、このような新しい抗癌
剤は治療に大いに貢献できる。しかしな
がら、抗癌剤耐性の獲得は治療上大きな
障害であり、我々もタキサン系薬剤耐性
の患者を多く経験して治療に苦慮してい
る。 
興味深いことに、タキサン系薬剤の薬

剤耐性に関しては、パクリタキセル耐性
の卵巣がん細胞株より耐性遺伝子；Taxol
 resistance-associated gene 3 (TRAG-
3)が同定された (Gene 1999)。この薬剤
耐性分子TRAG-3は、メラノーマ、乳癌、
肺癌などの固形癌で高率に発現している
ことがわかってきた。さらにcancer test
is antigenの一つでもあり、正常組織で
は精巣にしか発現していない分子である。
つまり癌に特異的に発現している分子で
あり癌抗原になりうる。この点に着目しH
LA-A2及びHLA-DR1/4/7拘束性のT細胞エ
ピトープ分子が同定された。(Clin Cance
r Res 2003, Cancer Immunol Immunothe
r 2005, J Immunol 2006)また、癌患者の
体内にはこのエピトープペプチドを認識
する特異的細胞傷害性T細胞（CTL）が存
在することも報告されている。 
以上のことから、タキサン系薬剤を用

いた化学療法とその耐性分子である
TRAG-3に対する癌免疫療法を併用するこ
とにより、頭頸部癌により有効な化学免
疫療法の開発を行うことを考えるに至っ
た。 
 さて、癌と免疫の関係であるが生体内
には癌を傷害する様々な免疫担当細胞が
存在する。このうち、CTLは癌細胞上のHLA
分子（HLA class I分子）に結合した癌抗
原由来エピトープ分子をT細胞受容体で
認識することによって活性化され癌細胞
を傷害する。 
エピトープ分子は HLA allele によって規
定されているが、TRAG-3 については
HLA-A2 拘束性のものが同定されている。 
 日本人に最も多い HLA allele は
HLA-A*2402 であり約 54％を占める。この
HLA-A*2402 の binding motif は既にわか
っており、position 2 に Y(チロシン)か
F(フェニルアラニン)がきて、position 9
或いは 10 に F(フェニルアラニン)、L(ロ
イシン)、W(トリプトファン)、I(イソロ
イシン)が結合しやすいことがわかって
いる。この binding motif にしたがい
TRAG-3 のアミノ酸シークエンスをスク
リーニングすることで結合候補ペプチド
が見つかる。これらのペプチドを人工合
成してペプチド特異的 CTL の誘導を試み、
新しい TRAG-3 由来の抗原ペプチドが同
定できればそれを使用した癌ワクチンが

臨床応用可能となると考えた。 
 癌ワクチンを初めとする免疫療法は現
在多くの施設で臨床試験が行なわれてい
る。我々も低濃度の化学療法と免疫療法
を組み合わせた集学的治療のパイロット
スタディを行い効果をあげてきた。この
新しい方法が集学的治療のひとつとして
組み入れられれば、副作用が少なくかつ
治療効果の高いより優れた治療法として
期待できると思われた。更に antigen 
spreading の概念から、他のがん関連抗
原分子を認識する T 細胞まで誘導・活性
化されれば、癌患者体内中の抗腫瘍免疫
反応につながり相乗効果を期待できる。
副作用には従来の治療法にさんざん悩ま
されてきたが、この方法は生体内の免疫
応答を利用しているので副作用や後遺症
もなく QOL の向上も大いに期待できるも
のと考えた。 
 
２．研究の目的 
(1)まずはタキサン系抗癌剤の耐性分子
をターゲットとすることにより、薬剤耐
性癌の細胞生物学的解明とその臨床的意
義、薬剤耐性分子をターゲットとした免
疫応答の解明、そしてそれらの臨床応用
へと向けて研究を展開していくことを目
的とした。 
(2)同時に行っていた癌幹細胞の研究に
おいて、治療抵抗性が癌幹細胞において
より強い事が判明し、頭頸部癌癌幹細胞
と非癌幹細胞における抗癌剤に対する耐
性の比較試験およびタキサン系抗癌剤の
耐性分子の発現を検討することを目的と
することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）まずTRAG-3の頭頸部癌（特に扁平
上皮癌）における発現とその臨床意義に
ついて以下のごとく調べていく予定とし
た。 
① TRAG-3発現が既知の細胞株を用いて

RT-PCR法によってTRAG-3の発現を確
認する。（実験系の確立） 

② 頭頸部扁平上皮癌由来の細胞株を用
いてTRAG-3の発現を調べる。 

③ 抗癌剤処理によるTRAG-3発現の変化
を調べる。 

④ 臨床試料よりmRNAを抽出し、RT-PCR
法によりTRAG-3発現を調べる。 

⑤ 臨床因子特に抗癌剤使用の有無とTRAG-3
発現の関連を解析する。 

 
（２）頭頸部扁平上皮癌由来の細胞株を用い
て、CD44+のポピュレーション（癌幹細胞）
とCD44-のそれ（非癌幹細胞）に分離し、そ
れぞれにおける各種抗癌剤に対する抵抗性



をMTS proliferation assayにておよびタキ
サン系薬剤耐性遺伝子であるTRAG-3の発現
をRT-PCR法にて比較検討した。 
 
４．研究成果 
（１）既知の細胞株および頭頸部扁平上皮癌
由来の細胞株７種のうち６種において、
TRAG-3 mRNA の発現を認めた。発現量には細
胞株により差が認められた。TRAG-3 には２つ
の variant が存在するが、細胞株により
variant1 および 2 の発現には差が認められ、
また同程度の発現を認めた細胞株も存在し
た。多くの頭頸部癌細胞株でタキサン系抗癌
剤に対する耐性分子の発現が認められたこ
とは、これらに対するキラーT 細胞の誘導ひ
いては癌免疫療法の可能性を示唆するもの
であると考えられた。 
 
（２）CD44+のポピュレーションは、無血清
培地にて増殖を示した。CD133 や ABCG2 の発
現が CD44-に比較して有意に高く、かつ
sphere 形成、増殖能、遊走能、浸潤能いずれ
も亢進していた。さらに、CD44+のポピュレ
ーションは CD44-に比較して、シスプラチン、
ドセタキセル、5-FU などの抗癌剤処理に抵抗
性であることが示された（下図）。 

 

  

 

 

 

 

 

 

（３）頭頸部癌由来の細胞株を用いて、CD44+
細胞と CD44-細胞に分離し、それぞれにおけ
る TRAG-3 の発現を RT-PCR にて検討した。そ
の結果、CD44+および CD44-いずれの細胞株に
おいても TRAG-3 の 2 つのバリアントの発現
を認めた。さらに RT-PCR にて TRAG-3 発現の
差を検討したが、両者に明らかな有意差は認
めなかった。 

 

（４）頭頸部癌幹細胞である CD44+細胞は、
docetaxel をはじめ各種抗癌剤に対して
CD44-細胞に比較して抵抗性を示すことが
我々の研究で明らかになった。しかしながら、
この結果から、両者の抗癌剤抵抗性は単純に
TRAG-3 発現の有無や程度によるものではな
いことが示唆されるようである。さらに、
CD44+細胞は、Treg や MDSCs のような免疫抑
制細胞を優位に誘導することを我々は明ら
かにしている。したがって、今後は癌幹細胞

による免疫抑制機構を制御できるような免
疫療法の開発が望ましいと考えられる。 
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