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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞を腫瘍血管内皮細胞と共培養したがん細胞にて，がん幹細胞マーカーの発
現が亢進した．またそれらの細胞は抗がん剤に対する薬剤耐性を示した．腫瘍血管内皮細胞において発現が高い
分子の発現を抑制したところ，共培養したがん幹細胞における幹細胞マーカーの発現が低下した．また抗がん剤
に対する薬剤抵抗性が減弱した．腫瘍組織において，腫瘍血管の近傍でがん幹細胞マーカー陽性細胞が観察され
た．腫瘍血管の中でも，腫瘍血管内皮細胞マーカーを高発現している血管の近傍に癌幹細胞が局在している傾向
がみられた．今後，それらの発現と臨床病理学的因子，予後との関連などを検討する．

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells co-cultured with tumor endothelial cells showed increased 
expression of cancer stem cell markers. These cells are resistant to anticancer drugs. When the 
expression of molecules highly expressed in tumor endothelial cells was suppressed, the expression 
of stem cell markers in the co-cultured cancer stem cells was decreased. The drug resistance to 
anticancer drugs was also weakened. In tumor tissues, cancer stem cell marker-positive cells were 
observed in the vicinity of tumor blood vessels. Among tumor blood vessels, cancer stem cells tended
 to be localized in the vicinity of vessels with high expression of tumor endothelial cell 
marker-positive blood vessels. The relationship between their expression and clinicopathological 
factors and prognosis are under investigation.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： がん幹細胞　血管ニッチ　口腔がん　腫瘍血管内皮細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの難治性に起因するがん幹細胞に関する研究は，現在広く行われている．しかし，腫瘍血管に着目したがん
幹細胞研究はほとんど報告がない．がん細胞およびがん幹細胞だけを標的としても，それを養う腫瘍血管が残っ
ていれば，がん幹細胞をサポートし，わずかに残ったがん幹細胞が増殖してがんの再発や転移につながる．がん
を根治するためには，がん細胞，がん幹細胞のみなならず，腫瘍血管も標的とする必要があり，また本研究は口
腔がんのみならず，多くのがんに共通したがん幹細胞標的化戦略に有用であることが期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
がん細胞の中でも，がん幹細胞は高い薬剤耐性，自己複製能を持っており，抗がん剤治療や放

射線治療への抵抗性が高く，種々の治療により他のがん細胞が死滅した後にも生き残ることか
ら，がんの再発や転移の原因となっている． 
組織形成の中心を担う幹細胞は，再生医療やがんなどの治療への応用につながることから，近

年では幹細胞研究が精力的に行われている．幹細胞の維持に関して，幹細胞を単離できてもその
細胞だけでは未分化性を維持したまま培養を継続できないことから，その細胞が自立して増殖
しているのではなく，他の細胞との相互作用により幹細胞性が維持されていると考えられてい
る．現在では血管領域で組織幹細胞の維持がなされていると考えられており（血管ニッチ，
perivascular niche），がんにおいても脳腫瘍や大腸癌，皮膚癌などのがん幹細胞が血管領域をニ
ッチとしていると報告されている（Calabrese C. Cancer Cell 2007, Yang ZJ. Cancer Cell 2008
など）．血管近傍に存在するがん幹細胞と血管内皮細胞との相互作用を理解することは，がん幹
細胞を標的としたがん制御には重要である．  
腫瘍血管は，がん組織へ栄養や酸素を供給し，転移の入り口になるなど，がんの進展や転移に

重要な役割を果たしている．われわれはこれまで腫瘍血管を裏打ちする腫瘍血管内皮細胞を分
離・培養し，その性質を解析することで様々な異常性を見出してきた．DNA microarray 解析に
より正常血管内皮に比べて腫瘍血管内皮において発現が亢進している遺伝子として複数の腫瘍
血管内皮マーカーを同定している（Brit J Cancer 2011, 2012, 2013, Int J Cancer 2011, 2015, 
Cancer Sci 2014, Pathol Int 2012, 2013 2016 など）．それらの中には炎症性サイトカインやケ
モカイン，それらの受容体などがある．われわれはこれまでにケモカインレセプターCXCR7 が
口腔がんの腫瘍血管内皮において発現が亢進しており，局所再発等の予後と関連があることを
見出した（Pathol Int 2021）．がん幹細胞の維持に重要な COX-2 や SDF-1, IL-6 などの
angiocrine factor とよばれる様々なサイトカインの発現も口腔がんの腫瘍血管内皮において亢
進していることを見出しており（Brit J Cancer 2011, Am J Pathol 2012 など），さらに腫瘍血
管内皮から分泌される Biglycan がパラクラインでがん細胞に作用し，がんの血管内侵入ならび
に肺転移を促進することを報告した（Sci Rep 2016）．本研究では，口腔がん幹細胞と口腔がん
血管内皮細胞の間にも Cross talk が存在するのではないかと考えた． 
 
２．研究の目的 
 
これまで見出してきた腫瘍血管内皮細胞の特徴を踏まえ，口腔がんにおいて腫瘍血管内皮細胞
が様々な angiocrine factor を分泌してがん幹細胞ニッチを形成していると仮説を立て，それら
の分子機構を明らかにし，口腔がん幹細胞血管ニッチを標的とした新しいがん治療法を検討す
る． 
 
３．研究の方法 
 
（１）口腔がんにおけるがん幹血管ニッチの観察 
口腔がんにおけるがん幹細胞の局在について，組織免疫染色法により可視化し，腫瘍血管との位
置関係を明らかにする．血管内皮細胞は CD31 で可視化し，がん幹細胞は幹細胞マーカーとして
用いられている ALDH，PSF-1 等を用いる． 
 
（２）がん幹細胞の抗がん剤耐性や未分化能の維持における，腫瘍血管内皮由来 angiocrine 
factor の役割の解明とその制御 
① がん幹細胞と腫瘍血管内皮細胞の分離・培養 
上記がん幹細胞マーカーの発現や ALDH 活性などを指標に，フローサイトメーターFACS AriaⅡ
を用いてがん幹細胞を分離する．腫瘍血管内皮細胞はヒト口腔がん細胞株のマウス移植モデル
から腫瘍血管内皮細胞を分離する．分離には，磁気細胞分離装置 MACS とセルソーターFACS Aria
Ⅱを用いて CD31+CD45 の血管内皮分画を採取する． 
 
② がん幹細胞と腫瘍血管内皮細胞の相互作用解析 
がん幹細胞を腫瘍血管内皮細胞と共培養し，もしくはがん幹細胞に腫瘍血管内皮細胞の培養上
清を処理し，がん幹細胞のシスプラチンなどの抗がん剤に対する抵抗性の変化と未分化性の維
持を解析する．PCR 法でがん幹細胞マーカーの発現変化を解析し，さらに他の抗癌剤に対する抵
抗性を検討する． 
 
③ がん幹細胞血管ニッチ形成に関与する腫瘍血管内皮由来 angiocrine factor の同定 
上記機能解析において変化をもたらす腫瘍血管内皮由来因子について，腫瘍血管内皮細胞の培



養上清を用いて定量的に解析する．分子の同定後，当該分子に対する阻害剤やレセプター阻害剤，
siRNA などを用いて発現や機能を抑制し，腫瘍血管内皮由来 angiocrine factor ががん幹細胞に
もたらす影響がキャンセルされるかどうか解析する． 
 
（３）がん患者の手術摘出組織検体を用いた病理学的解析 
上記で得られた知見が，ヒト臨床検体にもあてはまるかどうか，口腔がんのヒト臨床検体を用い
て組織学的に解析する． 
 
４．研究成果 
 
（１）口腔がんにおけるがん幹血管ニッチの観察 
腫瘍血管の近傍でがん幹細胞マーカー陽性細胞が観察された．腫瘍血管の中でも，腫瘍血管内皮
細胞マーカーを高発現している血管の近傍に癌幹細胞が局在している傾向がみられた． 
 
（２）がん幹細胞の抗がん剤耐性や未分化能の維持における，腫瘍血管内皮由来 angiocrine 
factor の役割の解明とその制御 
① がん幹細胞と腫瘍血管内皮細胞の分離・培養 
腫瘍血管内皮細胞の分離・培養を行い，それらの細胞が血管内皮細胞マーカー陽性で，腫瘍細胞
や他の間質細胞のマーカーが陰性であることを PCR 法やフローサイトメトリーにて解析し，純
度を確認した．また，管腔形成能を有していることを検討し，機能的にも血管内皮細胞であるこ
とを確認した． 
 
② がん幹細胞と腫瘍血管内皮細胞の相互作用解析 
がん幹細胞を腫瘍血管内皮細胞と共培養，もしくはがん幹細胞に腫瘍血管内皮細胞の培養上清
を処理したがん細胞にて，がん幹細胞マーカーの発現が亢進した．また MTS アッセイにおいて，
それらの細胞が抗がん剤パクリタキセルに対する薬剤耐性を示した． 
 
③ がん幹細胞血管ニッチ形成に関与する腫瘍血管内皮由来 angiocrine factor の同定 
腫瘍血管内皮細胞において発現が高い分子の siRNA を用いて発現を抑制したところ，がん幹細
胞における幹細胞マーカーの発現が低下した．また抗がん剤に対する薬剤抵抗性が減弱した． 
 
（３）がん患者の手術摘出組織検体を用いた病理学的解析 
口腔がん組織検体を用いて着目した分子の発現解析を行った．いくつかの症例において，腫瘍血
管で発現が高いことが見出された．今後，それらの発現と臨床病理学的因子，予後との関連など
を検討する． 
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