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研究成果の概要（和文）： 
本研究は、再発や転移に関与すると考えられる口腔癌幹細胞を分離・同定し、癌幹細胞に対す

る特異的治療法を開発することを目的とする。種々の口腔扁平上皮癌培養細胞は 0.04～0.4%程

度の癌幹細胞と考えられる Side population (SP) 細胞を含有している。その含有率は、シクロ

オキシゲナーゼ-2 高発現癌細胞、多剤耐性遺伝子 MDR-1 を発現するシスプラチン耐性癌細胞、

分化度が低く浸潤能の高い癌細胞で高い傾向を示した。これらの癌幹細胞様細胞を用いて特異

的治療法の糸口が見いだせる可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study is to isolate and identify oral cancer stem cells (CSC) that are 
considered to be involved in tumor recurrence and metastasis, and to develop the 
therapy specific for CSC.  Various cultured oral squamous carcinoma cells contained 
SP cells that are included in side population and considered CSC, in 0.04 – 0.4% of 
total cell population. The ratio included had a tendency to be increased in cancer cells 
overexpressing cyclooxygenase-2, cisplatin-resistant cancer cells expressing multidrug 
resistance gene MDR-1, and cancer cells showing poor differentiation and high 
invasiveness.  There is a possibility to find out a clue for specific therapy by using 
these CSC-like cells. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 口腔癌治療において、化学放射線療法や
手術法などの改善により、局所制御率は飛躍
的に向上したものの、５年生存率はわずかし

か上昇していない。その主たる要因は、従来
の抗癌治療によっても残存し、治療抵抗性を
示す悪性度の高い癌細胞による再発や転移
の制御不能によると考えられる。 
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(2)  そのような悪性度の高い癌細胞に対す
る１つの考え方として、近年自己複製と多分
化能をもち組織再生能を有する癌幹細胞
(Cancer stem cell) が注目されるようになっ
た。癌幹細胞は、多剤耐性遺伝子 MDR-1 で
ある ABC トランスポーターによる薬剤排出
機構を有しており、抗癌剤や放射線に抵抗性
を示し、再発や転移に関与することが示唆さ
れている。 
 
(3) 癌を撲滅するためには、癌幹細胞を標的
とした治療が必須であると考えられ、すでに
白血病、大腸癌、脳腫瘍、乳癌等では癌幹細
胞の存在が報告されているが、口腔癌では十
分明らかにはなっていない。 
 
２．研究の目的 
口腔癌における癌幹細胞の分離・同定、およ
び細胞生物学的、遺伝子学的解析を行い、癌
幹細胞特異的治療法の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 口腔扁平上皮癌由来培養細胞における癌
幹細胞の分離 
口腔扁平上皮癌培養細胞（SCCKN, SCCTF, 
KB, OSC など）から Hoechst33342 を用い
た FACS により SP(side population)細胞の
分離を行う。さらに、ベラパミル処理により
SP 細胞であることを同定する。 
 
(2) COX-2高発現KB/COX-2細胞における癌
幹細胞の検討 
COX-2 を遺伝子導入した KB 細胞（KB/ COX 
-2）が癌幹細胞様特性を有していることから、
KB/COX-2 と親株 KB における SP 細胞の比
率を検討することにより、癌幹細胞と COX-2
の関連を検討する。 
 
(3) ヌードマウスにおける腫瘍形成能の検討 
癌幹細胞は、10,000 個程度の少数の細胞移植
によってヌードマウスに腫瘍を形成するこ
とができる。種々の数の候補癌幹細胞をヌ―
マウスに移植し、腫瘍形成能を検討する。 
 
(4) 血清含有培養液での細胞分化の検討 
癌幹細胞は bFGF, EGF を含む無血清培養に
おいてその性質を維持することができるが、
ウシ胎児血清を含む培養液に換えて培養し
た場合、扁平上皮癌幹細胞ではケラチノサイ
トに分化することが知られている。そこで細
胞形態と分化度の関連について、分化マーカ
ーであるサイトケラチン、E-カドヘリン、
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
(NGAL)発現を免疫組織化学染色およびウエ
スタンブロットで検討する。 
 
(5) 抗癌剤耐性口腔扁平上皮癌培養細胞にお

ける癌幹細胞の同定と分離 
シスプラチン耐性口腔扁平上皮癌培養細胞
を作成し、癌幹細胞の有無を親株細胞と比較
検討する。 
 
４．研究成果 
(1) SCCKN, SCCTF, KB, OSC-19, OSC-20 
には、癌幹細胞と考えられるベラパミル感受
性のSP細胞が 0.04～0.4%程度含まれている
ことが明らかとなった。  その分画の細胞
10,000 個を NOD/SCID マウスに移植したが、
腫瘍形成には至らなかった。 
 
(2) 造腫瘍性や転移能の高いシクロオキシゲ
ナーゼ(COX)-2 高発現 KB/COX-2 は、対照の
KB/Neo に比べ、SP 分画に含まれるベラパミ
ル感受性細胞を 2.5～4.6 倍多く含んでいた。
さらに、KB/COX-2 は KB/Neo に比べ、癌幹
細胞マーカーの１つと考えられるCD44の発
現が高かった（論文番号③）。したがって、
KB/COX-2 は癌幹細胞様細胞としての性格
を有することが示唆される。しかし、SP 分
画における転移関連ケモカインである
CXCR4 陽性細胞率には差が見られなかった。 
 
(3) 口腔扁平上皮癌由来 H-1 および Sa-3 と
そのシスプラチン耐性細胞 H-1R, Sa-3R は
14～28%の高いベラパミル感受性 SP 分画を
有していた。Sa-3 と Sa-3R では SP 分画に差
はなかったが、H-1R は H-1 に比べ、1.6 倍
の SP 分画細胞を含んでいた。一方、SP 分画
における CD44 陽性／CXCR4 陽性細胞率は
H-1とH-1Rの間には差がなかったが、Sa-3R
はSa-3に比べ 17倍高かった。H-1RとSa-3R
は多剤耐性に関わる MDR-1 遺伝子を高発現
していることから、シスプラチン耐性細胞の
中には転移能の高い癌幹細胞様細胞が含ま
れていることが示唆される。 
 
(4) SCCKN, OSC-19, HSC3 を用いて新たに
シスプラチン耐性細胞を作成し（耐性度 2～5
倍）、癌幹細胞マーカーである Oct4, Nanog, 
BMI,  Klf-4 発現を調べたが、親株との間に
明らかな差を見いだせなかった。これら３種
の耐性細胞では MDR-1 発現が見られなかっ
たことから、癌幹細胞特性には MDR-1 発現
が必須であると考えられる。 
 
(5) 癌幹細胞と上皮・間葉移行(EMT)の関連
が示唆されていることから、浸潤様式の異な
る口腔扁平上皮癌培養細胞（ Grade3 : 
SCCKN, HSC-2, OSC-20; Grade 4C: HSC-3, 
SCC25, OSC-19; Grade 4D: HOC313, TSU）
では Grade が進み分化度が低下するととも
に E-カドヘリン、NGAL 発現が減弱し、逆
に N-カドヘリン発現が増強する（論文番号
②）。これら細胞の中の OSC-20, OSC-19, 



HOC313, TSU に対して、癌幹細胞マーカー
である Nanog, BMI, CD44 発現を調べたと
ころ、Nanog はいずれの細胞にも発現が見ら
れなかったが、BMI,CD44 は浸潤性の高い
HOC313 と TSU で強く発現する傾向が見ら
れた。 
 
(6) ヒト正常舌ケラチノサイトにヒトパピロ
ーマウイルス(HPV) 16 の E6E7 遺伝子ある
いは変異型 CDK4, cyclin D1,ヒトテロメラ
ーゼ逆転写酵素を遺伝子導入すると不死化
細胞が得られる。これら細胞にさらに癌遺伝
子である HRAS あるいは EGFR と MYC を
追加導入すると、100～10000 個の細胞移植
によりヌードマウスに扁平上皮癌が形成さ
れる（論文番号①）。これらが癌幹細胞とし
ての性格を有するか否か検索中である。 
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