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研究成果の概要（和文）： 
 
	
 口腔扁平上皮癌においてCD44の発現が単なる癌幹細胞表面マーカーのみならず、機能的に重要

であることを明らかにした。特にvariantの発現が転移に関わる癌幹細胞マーカーとして有用で

あることが示唆された。また、ヒトの口腔癌においても、マウスのリンパ節転移巣に見られたよ

うに周囲の環境に由来する分化刺激に対し抵抗性を持ち、静止期に留まり維持されるCD44陽性の

癌細胞が存在することが、再発や治療抵抗性にも関与していることが示唆された。	
 
	
 

	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
We	
 clarified	
 that	
 the	
 appearance	
 of	
 CD44	
 was	
 not	
 only	
 a	
 cancer	
 stem	
 cell	
 surface	
 marker	
 
but	
 also	
 functionally	
 important	
 in	
 the	
 oral	
 squamous	
 cell	
 carcinoma.	
 Especially,	
 we	
 
thought	
 to	
 be	
 useful	
 as	
 the	
 cancer	
 stem	
 cell	
 marker	
 that	
 the	
 expression	
 of	
 variant	
 is	
 
related	
 to	
 the	
 metastasis.	
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１．	
 研究開始当初の背景 

 
癌組織は実質、間質からなり、多様な細胞

によって構成されているが、一部の癌組織の

なかには正常組織幹細胞と同様に自己複製能

と多分化能といった特徴を有する細胞の存在

が明らかとなりつつあり、これは癌幹細胞

(Cancer	
 stem	
 cells;	
 CSCs)と定義されている

。	
 

口腔癌を患者の体内から除去する方法とし

て、外科手術・放射線療法・化学療法の3つが

すでに確立している。摘出することで物理的

に腫瘍塊をすべて除去するのが外科手術であ

るのに対し、放射線療法や化学療法は癌細胞
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を直接確認して除去するのではなく、癌病変

全体を（大部分が非癌幹細胞）電離放射線や

細胞毒性を有する化学物質に作用させ、病巣

の縮小効果や延命効果でその有効性を評価し

てきた。しかし、ここにCSCsの概念を導入す

ると問題が生じてくる。これまでの抗癌剤は

主に細胞周期が活発に進行している細胞に対

して最も有効であり、静止期にある細胞には

効果を示さないとされている。近年、乳癌(Yu,	
 

F.;	
 Cell, 	
 131, 	
 2007) 、 大 腸 癌

(Ricci-Vitiani,	
 L. 	
 et 	
 al.; 	
 Nature 	
 445,	
 

2007,	
 O'Brien,	
 C.	
 A.	
 et	
 al.;	
 Nature,	
 445,	
 

2007、Todaro,	
 M.	
 et	
 al.;	
 Cell	
 Stem	
 Cell	
 1,	
 

2007)、メラノーマ(Schatton,	
 T.	
 et	
 al.;	
 

Nature,	
 451,	
 2008)などの固形癌でもCSCsが

同定され、その存在が明らかとなってきてい

る。さらに最新の知見では皮膚癌における

CSCsも確認されたことから(Malanchi,	
 I.	
 et	
 

al.,	
 Nature,	
 452,	
 2008)、	
 組織的に同様で

ある口腔扁平上皮癌にもCSCsが存在するとが

強く示唆される。	
 

癌幹細胞は腫瘍実質・間質細胞・炎症細胞

・血管内皮細胞・線維芽細胞などさまざまな

細胞集団から構成されている癌組織のなかで

、組織幹細胞様の動態、つまりG0/G1期の静止

状態で存在していることが予想され、既存の

抗癌剤でたとえ病巣が縮小しても癌幹細胞が

選択的に生き残る確率は高く、条件さえ整え

ば再発してくることは想像に難しくない。こ

のことから口腔扁平上皮癌での癌幹細胞をこ

れまで組織幹細胞分離法によって培われてき

た技術を応用し、非常に純度の高い状態で口

腔扁平上皮癌組織から直接分離することがで

きるようになれば、これまで見過ごされてき

たかもしれない非常にdormantかつrareな癌

幹細胞を標的とした新たな化学療法の開発に

つながると考えた。	
 
申請者はこれまでに、300 種類もの細胞表

面抗原をスクリーニングし、マウス骨髄由来
間葉系幹細胞(Mesenchymal	
 stem 	
 cells ；	
 	
 
MSCs)に対して特異的な抗原の組み合わせを
見つけ出すことに成功した。さらに、これら
を指標にフローサイトメトリーを用いて、
MSCs を一切培養操作を経ずに、従来法に比べ
約 120,000 倍の効率で直接精製する方法を世
界に先駆けて確立した。	
 
頭頸部領域においては唯一 CD44+細胞が頭

頸部扁平上皮癌における CSCs と報告がされ
ている(Prince	
 M.	
 E.	
 et	
 al.;	
 Proc.	
 Natl.	
 
Acad.	
 Sci.	
 USA,	
 104,	
 2007)	
 。	
 
この CD44+細胞の機能を解析し、さらには
CD44 よりさらに純化した CSCs を同定するこ
とを目標とした。	
 

	
 

２．	
 研究の目的	
 
	
 

本研究は、口腔癌原発巣に対して、癌幹細
胞を分離・同定し、口腔扁平上皮癌発生や進
展における癌幹細胞の役割を明らかにし、最
終的には癌幹細胞をターゲットとした新た
な分子標的による癌治療の確立を目指す。	
 
	
 
	
 

３．	
 研究の方法	
 
	
 

まずは頭頚部領域にて唯一癌幹細胞マー
カーと報告されている CD44 の発現意義と機
能の解析から行う。	
 
	
 
	
 

(1)口腔扁平上皮癌における CD44	
 variant の
発現を細胞株(HSC-2,HSC-3,HSC-4,OSC-19)
にてフローサイトメトリーで解析した。	
 
	
 
(2)	
 ヒトの口腔扁平上皮癌検体を用いて、免
疫染色をすることで CD44	
 variant の発現部
位を解析した。	
 
	
 
(3)	
 CD44 発現抑制株を作成し、Colony	
 
forming	
 cell	
 assay を行った。	
 
	
 
(4)	
 口腔扁平上皮癌細胞（HSC-3,OSC-19）を
免疫不全マウスに同所移植し、舌癌マウスを
作成し、できた腫瘍の解析を行った。	
 
	
 
	
 
４．	
 研究成果	
 

	
 

(1)	
 どの細胞(HSC-2,HSC-3,HSC-4,OSC-19)に

おいてもCD44	
 variantは高発現しており、

CD44のhigh/lowで分けてくることはできなか

った。	
 

	
 

(2)	
 ヒトの口腔扁平上皮癌（高分化型舌癌）

の検体をCD44ｖ9抗体にて免疫染色を行った。	
 

 
 
 
 
 
 
 
 
(3)	
 CD44shによる発現抑制株を作成したとこ

ろ、Colony	
 forming	
 cell	
 assayにおいて有意

にColony	
 forming能力がCD44高発現に比べて

低下したことから、CD44高発現細胞の幹細胞

としての性質が示唆された。	
 

	
 



 

 

 
 
 
 
 
 
	
 

	
 

	
 

(4)	
 ヒト口腔扁平上皮癌の細胞株HSC-2、

HSC-3、HSC-4、OSC-19を免疫不全マウスの舌

に同所移植を行い、頸部リンパ節転移モデル

を確立した。また、舌原発巣とリンパ節転移

巣において、免疫染色を行った結果、興味深

いことにリンパ節転移巣においては原発巣と

は異なるパターンを示すことが分かった。す

なわち、口腔癌幹細胞マーカーであるCD44が

陽性である細胞集団に加え、CD44陰性の細胞

が出現することが認められた。このCD44陰性

細胞は陽性細胞と比較して、リン酸化型ERK

および増殖マーカーKi-67が強く検出され、

MAPKシグナル活性および増殖性が高いことが

分かった。つまり、転移巣におけるCD44陰性

細胞において活発に増殖・分化が起こってい

ることが考えられる。一方で、転移巣におけ

るCD44陽性細胞はリン酸化型ERKが認められ

ず、増殖マーカーKi-67の発現も弱いことから

、静止期にあり、幹細胞様の性質を有するの

ではないかと考えられた。このことから、ヒ

トの口腔癌においても、マウスのリンパ節転

移巣に見られたように周囲の環境に由来する

分化刺激に対し抵抗性を持ち、静止期に留ま

り維持されるCD44陽性の癌細胞が存在するこ

とが、再発や治療抵抗性にも関与しているこ

とが示唆された。	
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