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研究成果の概要（和文）： 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌細胞において、CD133 陽性細胞が sphere 形成にお
いては重要な機能を持っていること、また side population(SP)細胞群が腫瘍形成能や薬剤耐性
能には重要な機能を果たしていることを明らかにし、また、sphere 形成には細胞由来の増殖因
子である、EGF, sonic hedgehog, インターロイキン６等が関与していることも明らかにし、こ
れら因子のシグナルが niche に重要であることも明らかにした。したがって、これら細胞が癌
幹細胞としての性質を有している可能性が強く考えられた。これら細胞を標的とした治療法の
有用性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We have revealed that CD133-positive cells in oral squamous cell 
carcinoma cells has an important role for the sphere formation and side population cells 
also function for tumorigenicity and drug-resistance activity. In addition, epidermal growth 
factor, sonic hedgehog, interleukin-6 derived from the OSCC work as niche for the 
maintenance and property of CD133 cells. These results strongly suggested the possibility 
that CD133 and/or Sp cells function as a cancer stem cell in oral squamous cell carcinomas. 
Thus, targeted therapy against the CD133 and/or Sp cell might be useful for the OSCC 
therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、幹細胞研究の進展により、自己複製
と限定された分化により腫瘍構成細胞を供給
し続ける癌幹細胞の存在が明らかとなってき
ている。脳腫瘍や大腸癌においては、CD133
陽性細胞（CD133+）が癌幹細胞の有力候補と
考えられている。一方、口腔がんの大部分を
占める口腔扁平上皮癌細胞ではいまだその候

補細胞は明らかにされていない。癌幹細胞を
明らかにすることで、同細胞を標的とした新
しい診断・治療法の開発につながることが期
待される。 

２．研究の目的 
 本研究においては、ヒト口腔扁平上皮癌
(OSCC)の癌幹細胞を標的とした新しい診
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断・治療法を開発することを目指して、OSCC
細胞株由来CD133+およびside population 
(Sp) 細胞の癌幹細胞としての細胞・分子生物
学的特性について検討を行った。 

 
３．研究の方法 
 OSCC 細胞株として当科で樹立した口腔
癌細胞株(OSCC)株、KO、NA、UE、KA 細胞を
用いた。 
これら細胞をそれぞれCD133抗体にて標識し、
マグネティックビーズ付き抗体で処理後、
auto MACS (miltenyi)を用いてCD133+を分離
した。続いて、CDI33+とCDI33-の単層培養系
での増殖能および浮遊培養系でのsphere形成
能を、我々が開発した無血清培地を用いて検
討した。また、各細胞株にGFP遺伝子を導入
し、sphere形成細胞群におけるCD133+および
CD133-の局在とその経時的変化をコンフォ
ーカル顕微鏡を用いて比較検討した。次に
様々な増殖因子とその阻害剤、抗癌剤
(doxorubicin : DXRおよび低酸素培養(1%酸素
下)の、各親細胞株に対するsphere形成能およ
びCD133発現に及ぼす影響を、無血清浮遊培
養法およびフローサイトメトリー(FACS)にて
それぞれ比較検討した。さらに、免疫不全マ
ウス背部皮下での腫瘍形成能の比較検討を行
った。 

 Sp細胞は、細胞をDNA結合色素
hoechst33342にて処理後、FACSにて解析後、
非染色性細胞群をSp細胞群、染色性細胞群を
main population (Mp)としてセルソーティン
グで分離した。続いて、Sp細胞とMp細胞の
単層培養系における増殖能と浮遊培養系にお
けるsphere形成能、免疫不全マウス背部皮下
での腫瘍形成能の比較検討を行った。また、
SP細胞を低酸素下(1%)で培養することで、SP
細胞群の濃縮を行った。さらに、Hif-1α遺伝
子導入の、SP細胞群に及ぼす影響について検
討した。SPとMPにおける遺伝子発現の差異
をDNAマイクロアレイ法にて検討した。次い
で、マイクロアレイにて5倍以上の発現差を認
めた遺伝子についてpathway解析を行い
pathwayの中枢を担う候補因子のSp、Mp、
CD133細胞の無血清単層および浮遊培養系で
の増殖能に及ぼす影響について検討を行った。 

 
４．研究成果 
 各細胞株において、CD133+の全細胞におけ
る細胞数の比率は約0.5%を示した。無血清単
層培養系では、CD133+の増殖能はCD133-と
比較し低下していた。一方、無血清浮遊培養
系では、各親細胞株および各CD133+はsphere
を形成したが、CD133-は形成能を失っていた。
しかし培養開始時に、CD133-にCD133+を加
えることでsphere形成能を獲得し、その大き
さや数は、CDI33+の割合が0.5%でほぼプラ

トーに達した。GFP発現細胞を用いて検討し
た結果、sphere形成細胞の大部分はCD133-由
来であり、CD133+が、sphere形成過程で
CD133-に変化した細胞や、CD133-がCD133+
に変化した細胞が認められた。また、各sphere
内には最低1個のCD133+が存在していた。さ
らにCD133-およびCD133+のsphere形成能に
及ぼす種々の細胞増殖因子および増殖因子シ
グナル阻害剤、DXRおよび低酸素環境の影響
を検討した結果、epidermal growth factor 
(EGF), sonic hedgehog (SHH), interleukin-6 
(IL-6)はsphere 形成能を持たないCD133-細
胞のsphere 形成を誘導し、またCD133+細胞
はDXRに対してCD133-細胞と比較して耐性を
示した。低酸素培養下では、CD133+細胞群の
比率は著しく増加した。 
 Sp 細胞群の全細胞に占める割合は
0.6~1.5%であった。無血清単層培養系では、
Sp と Mp 間で増殖能に差は認めなかったが、
無血清浮遊培養系においては、Mp に比べて
Sp は高い sphere 形成を示した。免疫不全マ
ウス移植実験にて、Sp は、5.0×104、1.0×
105の細胞数で腫瘍を形成したが、Mp は、い
ずれの細胞数およびさらに 106の細胞数でも
腫瘍は形成しなかった。Sp を継代するごとに
FACS 解析にて再度 Sp 群のソーティングを
繰り返し継代培養することで、全細胞の 50%
程度まで Sp の比率を濃縮する事が出来た。
さらに、HIF-1α遺伝子導入により Sp の増
加を認めた。HIF-1αの発現量に比例して薬
剤耐性遺伝子群の発現上昇を認めた。Sp およ
び Mp に対する DXR の影響を、単層培養系
での増殖能および sphere 形成能を指標に検
討すると Sp は Mp と比較して約５倍の DXR
耐性を示した。マイクロアレイの結果、Sp
においては血管新生関連遺伝子群、骨増殖遺
伝子群、ケモカイン遺伝子群等が、Mp の 5
倍以上高発現していた。Pathway 解析の結果、
pathway center として機能していると考え
られた細胞増殖因子やケモカインは、親株の
無血清単層細胞増殖能および sphere 形成能
を促進した。 
 各細胞株をドキソルビシン塩酸塩(DXR)存
在下で継代培養を重ねる事により Sp 細胞群
の比率は増加した。Sp 細胞群は各親株細胞お
よび各 non-Sp 細胞群と比較して高い増殖能
と sphere 形成能を示した。 
 以上の結果から、OSCC 由来 CD133 陽性
細胞は、sphere 形成においては重要な機能を
持っていること、また side population 細胞
群が腫瘍形成能や薬剤耐性能には重要な機
能を果たしていることを明らかにした。また、
sphere 形成には細胞由来の増殖因子である、
EGF, SHH,IL-６等が関与していることが判
明し、これら因子のシグナルが niche に重要
であることも明らかにした。したがって、
CD133 陽性細胞および Sp 細胞は、高い



 

 

sphere 形成能、造腫瘍形成能、低酸素耐性
能および抗がん剤耐性能を示したことから、
OSCC の癌幹細胞として機能している事が
強く考えられ、これら細胞を標的とした診
断・治療法の有用性が示唆された。 
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