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研究成果の概要（和文）：癌の治療法のひとつには、p53遺伝子の過剰発現を誘導して癌細胞を

アポトーシスによって死なせることである。本研究では人工的に p53発現を誘導することがで

きる乳癌細胞を誘導し、それを用いて、細胞死を免れた細胞を解析した。この細胞死耐性を示

す乳癌細胞は、乳癌幹細胞のマーカーのひとつとされている ALDH1 遺伝子を発現していること

が明らかになった。癌幹細胞集団を詳細に調べることで新しい治療薬開発の基礎的知見を提供

できる。 
 
研究成果の概要（英文）：One of the therapeutic measures against cancer is to cause apoptotic 
cell death introduced by inducing p53 overexpression. In this study, we constructed a 
special breast cancer cell, by which apoptosis-resistant cells are analyzed. These 
apoptosis-resistant cancer cells were found to express. The ALDH1 gene that is considered 
as a marker of the breast cancer stem cell. Development of new drug can be promoted through 
the detail analyzes of the cancer stem cell population. 
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１．研究開始当初の背景 
癌幹細胞の発見が報告され、乳癌においても
ALDH1 をはじめとするいくつかの癌幹細胞マ
ーカーが提供されていた。p53 発現の調節と
細胞死を免れた細胞を繰り返し解析できる
in vitro の実験系の構築はユニークであっ
た。 
 

２．研究の目的 
p53 発現の人為的調節によってアポトーシス
を誘導し、細胞死をひきおこした際に抵抗性
を示して生き残った細胞が乳癌幹細胞とし
ての特徴を有しているかどうかを明らかに
することを目的とする。 
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３．研究の方法 
ヒト乳癌由来の HCC1937細胞にはドキシサイ
クリンで発現誘導できる p53遺伝子が安定的
に導入した実験系を樹立し、実験を反復して
再現性を確認した。ドキシサイクリン投与で
誘導される p53 発現亢進では、１週間後に約
95%の細胞がアポトーシスで消失し、残り 5%
の細胞を用いて ALDH1遺伝子を中心に解析し
た。具体的には、mRNA レベルは RT-PCR によ
り、単一細胞の蛋白発現レベルでは FACS、そ
してスライドグラス上で形態観察と蛋白レ
ベルの発現を併せて解析するには免疫染色
を行った。 
 
 
４．研究成果 
RT-PCR 法による ALDH1 遺伝子の mRNA 発現は
対照細胞群に比べて亢進していた。発現増加
のピークは 48時間から 36時間後であり、蛋
白レベルでの発現に比べて早い段階で見ら
れた。ALDH1 蛋白の発現量は、抗 ALDH1 抗体
を用いた FACS解析では増加したが ALDEFLUOR
による酵素活性が、Dox 投与後 36時間をピー
クに観察された。これらは、ALDH1 陰性細胞
アポトーシスにより死滅し、ALDH1 陽性細胞
の割合が相対的に増加したこともあるが、さ
らに ALDH1酵素活性陰性細胞群が陽性に変化
することが明らかとなった。細胞形態の観察
では、細胞の大きさから３つのグループに分
類できるが、ドキシサイクリン 1週間投与後
では中間サイズの細胞が消失し、大型および
小型細胞が残存していた。培養細胞を用いた
免疫染色では、ALDH1 陽性細胞が大型細胞を
主体に集塊状に観察された。従来、癌幹細胞
で発現するとされる ALDH1遺伝子は、我々の
結果からアポトーシス誘導後に一過性に発
現亢進を示し、幹細胞から進行した前駆細胞
レベルで発現している可能性を示唆する結
果である。乳癌培養細胞 HCC1937 におけるア
ポトーシス誘導から免れた細胞で、乳癌幹細
胞のマーカーのひとつとされている ALDH1遺
伝子の発現が増加することが確認できたが、
発現は一過性に動くことの理由について、
我々は、乳癌幹細胞から少し分化段間の進行
した前駆細胞レベルにおいて ALDH1発現が亢
進するのではないかという新たなる仮説を
立てた。これを立証するためには、この ALDH1
陽性細胞を生細胞の状態で分離し、さらなる
時系列での解析を行うことが期待される。 
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