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研究成果の概要（和文）： 
 最新のフローサイトメーター技術を用いてヒトがんの根幹細胞で、再発や転移の原因と考え
られるがん幹細胞を分離し、その免疫病理学的特徴を明らかにした。3 種類のがん幹細胞抗原
を見出し、がん患者の血液からがん幹細胞特異的細胞傷害性 T細胞を誘導することに成功した。
動物モデルを用いて、がん幹細胞標的 T細胞が通常型 T細胞よりも高い抗腫瘍効果を発揮する
ことを示し、がん幹細胞を標的とする新規免疫療法の有効性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We investigated the immunopathological properties of cancer stem cells (CSCs), a small 
population of cancer cells with stem cell-like phenotype and tumor-initiating capacity.  CSCs were 
collected from various cancer cell lines and analyzed for CSC-specific genes.  Three genes were 
identified as candidates for CSC-specific antigens. We could induce CSC-specific cytotoxic T-cells 
(CTLs) from cancer patients.  Adoptive transfer of the CTLs showed higher tumor suppressive capacity 
in vivo in a mouse model.  Our studies demonstrated a potential of CSC-targeted immunotherapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、白血病細胞だけでなく固形腫瘍由来
のがん細胞株にも幹細胞様の形質を有する
未分化な細胞集団が含まれていることが知
られるようになり、これらはがん幹細胞と呼
ばれている。がん幹細胞は、正常幹細胞と同
様に自己複製能と多分化能を持っており、長
寿命・高い造腫瘍能力・高い遊走能・抗がん
剤耐性などの特性を持っていることから、が
ん再発と転移の主犯的細胞であると考えら
れている。したがって、がん幹細胞の分子病
理学的特性を解明することは、新たながん治

療法を開発するためにも非常に重要である。
腫瘍免疫分野においては、（１）どのような
抗原分子ががん幹細胞特異的に発現してい
るか、（２）がん幹細胞に対する特異的免疫
応答は成立するかどうか、など未解決の問題
が残されている。 
 どのようながん抗原ががん幹細胞に発現
しているかどうかを調べるために、肺がん、
大腸がんの細胞株からがん幹細胞を分離し、
遺伝子発現解析を実施した。その結果、肺が
ん幹細胞特異的遺伝子としてSOX2遺伝子を
見出した。肺がん患者の末梢血リンパ球を
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SOX2蛋白由来のペプチドで刺激することに
よって、SOX2 特異的 CTL が誘導されるこ
とから、SOX2は患者の免疫系によって抗原
として認識されていることが判明し、肺がん
幹細胞抗原の１つであることを発見した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、肺がん、乳がん、大腸がん細胞
を対象にがん幹細胞を分離し、その免疫病理
学的特性について明らかにすることを目的
とする。具体的には、 
（１） 肺がん、乳がん、消化器がんの各がん

細胞株からがん幹細胞を分離し、細胞
学的特性を解明する。 

（２） がん幹細胞特異的遺伝子の同定。正常
組織や正常幹細胞における発現は限
定的で、がん幹細胞選択的に高レベル
に発現する遺伝子を同定する。 

（３） がん幹細胞特異的遺伝子産物に対す
る免疫応答に関して、がん患者末梢血
を用いて解析する。 

 
３．研究の方法 
（１） Side population 分 離 法 お よ び

ALDH1活性測定法を用いたがん幹細
胞ソーティング 

（２） がん幹細胞の細胞学的特性の解析。造
腫瘍能力アッセイ、細胞死アッセイ、
細胞障害アッセイによって解析。 

（３） DNA マイクロアレイを用いたがん幹
細胞選択的発現遺伝子の網羅的解析。 

（４） RT-PCRによる腫瘍細胞・正常組織の
遺伝子発現プロファイリング。 

（５） がん幹細胞抗原の CTL エピトープ同
定。 

（６） がん患者由来血液検体からのがん幹
細胞抗原特異的 CTLの検出。 

（７） マウス移植腫瘍モデルを用いたがん
幹細胞抗原ワクチン試験。 

 
４．研究成果 
（１） がん幹細胞ソーティング 
 大腸がん細胞、肺がん細胞、乳がん細胞の
各細胞株から、Side population 分離法およ
びALDH1活性測定法を用いて幹細胞形質を
もつがん細胞をソーティングした。 
（２） 細胞学的特性の解析 
 がん幹細胞と非幹細胞との間で造腫瘍能
力、分化能力、細胞死耐性能力、免疫耐性能
力について解析。がん幹細胞が高い造腫瘍能
と細胞死抵抗性をもつことを証明した。また、
血清存在下で培養すると非幹細胞に分化す
ることを確認した。 
（３） がん幹細胞選択的発現遺伝子の解析 
 DNA アレイを用いてがん幹細胞選択的に
発現が高い遺伝子をスクリーニングし、幹細
胞関連遺伝子、ストレス耐性遺伝子、精巣関
連遺伝子の 3種類の遺伝子が発現しているこ
とを見出した。 
（４） 遺伝子発現プロファイリング。 
 スクリーニングによって見出されたがん
幹細胞遺伝子に関して定量的 RT-PCR によ
って発現レベルを解析した結果、SMCP, 

OR7C1, DNJB8の 3つの遺伝子は成人正常
組織では精巣にしか発現していないことを
発見した。また、正常間葉系幹細胞には発現
していないことも確認した。 
（５） がん幹細胞抗原の CTLエピトープ 
 平成 21年度までの研究で発見されたがん
幹細胞抗原遺伝子候補の蛋白アミノ酸配列
から、HLA-A2または HLA-A24との結合モ
チーフを有するペプチドを検索し、合成ペプ
チドを作製。HLA結合アッセイを実施して、
スクリーニングを完了した。 
 がん患者末梢血リンパ球と上記抗原ペプ
チドとを共培養し、IFN-g ELISPOTアッセ
イによって、特異的 CD8陽性Ｔ細胞の誘導
に適したペプチドをスクリーニングした。 
（６） がん幹細胞抗原特異的 CTLの誘導 
 がん幹細胞抗原 OR7C1 の CTL エピトープペ
プチドを用いて、大腸がん患者末梢血リンパ
球を刺激し、OR7C1 抗原特異的 CTL を誘導し
た。さらに CTL クローンを樹立することに成
功し、抗原特異性を細胞障害性試験によって
解析した。がん幹細胞と非幹細胞とに共通し
て発現しているがん抗原（Universal 抗原）
CEP55 に対する特異的 CTL クローンを対照群
として細胞障害活性を比較した結果、OR7C1
特異的 CTLクローンががん幹細胞をより効果
的に障害することが確認された。 
（７） がん幹細胞標的免疫治療モデル 
 免疫不全マウスに大腸がん細胞株SW480由
来のがん幹細胞を移植し、腫瘍の増殖速度を
解析した。腫瘍サイズが約3mm径になってから
、がん幹細胞抗原OR7C1特異的CTLクローンま
たは対照群のUniversal抗原CEP55特異的CTL
クローンを移植し、腫瘍径を解析した。その
結果、CEP55特異的CTLよりも、OR7C1特異的CTL
の方が有意に高い腫瘍抑制作用を示した。 
 Balb/cマウスにがん幹細胞抗原DNAJB8をコ
ードするDNAを免疫。対照群はUniversal抗原
SurvivinをコードするDNAを免疫した。4回免
疫後、マウス腎がん細胞株RENCAを移植し、腫
瘍径を計測した。その結果、Survivinワクチ
ンよりもDNAJB8ワクチンの方が有意に高い腫
瘍抑制効果を示した。 
 以上の結果から、がん幹細胞は CTL に対し
て感受性をもつこと、治療モデルと予防モデ
ルの双方でがん幹細胞特異抗原に対する免
疫応答は、Universal 抗原に対する応答より
も高い腫瘍抑制作用を持つことが示された。 
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