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研究成果の概要（和文）：癌組織中には癌幹細胞が存在し、癌幹細胞の存在は抗癌剤抵抗性を示

し再発に関与すると考えられる。本研究では口腔癌における癌幹細胞の同定と遺伝子解析を目

的とした。ヒト口腔癌細胞から癌幹細胞様細胞の抽出を行い、網羅的に遺伝子解析を行った。

結果、抽出した細胞は幹細胞様の性格を有し、それらの発現した遺伝子の内、keratin34 は癌

の浸潤、分化度、また、口腔癌癌幹細胞マーカーの一つのなりえる事が示唆された。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells can be the source of all the malignant cells 

in a primary tumor, they can compose the small reservoir of drug-resistant cells that 

are responsible for relapse after a chemotherapy induced remission. In this study, we 

isolated oral cancer stem cell-like cells and the gene expression profile of oral cancer 

stem cell-like cells was examined. Our results demonstrate that the expression of keratin 

34 could be a useful marker for pathologic diagnosis in terms of predicting malignant 

change and be a one of the makers for OSCC cancer stem cell.  
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１．研究開始当初の背景 

癌組織は無限に増殖能を有した均一の細胞
集団ではなく、正常体細胞同様に階層構造よ
りなっていると考えられようになった。すな
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わち正常組織における幹細胞同様に癌幹細
胞の存在が示唆されている。癌幹細胞は自己
複製能、多分化能、増殖能、浸潤能を有し、
さらに、薬剤抵抗性を示すと示唆される。癌
幹細胞の存在は癌の治療効果、再発・転移な
ど臨床的な予後に大きく関与すると考えら
れる。癌幹細胞の同定は癌の診断、治療さら
に癌の発生を理解するうえで欠かすことの
できない因子と考える。癌幹細胞はヒト白血
病細胞において同定されて以来、脳腫瘍や大
腸癌など様々な固形癌においてもその存在
が示唆されつつある。 

２．研究の目的 

近年、様々な固形癌において癌幹細胞マーカ
ーの同定、遺伝子解析、さらに機能解析がな
されているなか、ヒト口腔癌（口腔扁平上皮
癌）においていまだ癌幹細胞の同定に至って
いない。口腔癌の罹患者数は毎年 7000 人、
口腔癌による死亡者数も 3000 人程に至り、
増加傾向にあるといわれている。近年癌治療
は化学療法をはじめ目覚ましい進歩がある
なか、口腔癌治療においても薬剤・放射線治
療抵抗性を示す症例や、早期に浸潤・転移を
起こし治療困難な症例も少なくない。 

口腔癌においても他臓器における癌幹細胞
が存在し、薬剤抵抗性や浸潤・転移に深く関
与すると考えられる。口腔癌における癌幹細
胞の存在を明らかにすることは、新しい癌の
診断・治療、さらに癌発生のメカニズムを理
解し、癌を抑制し得るものと仮説し、ヒト口
腔癌における癌幹細胞マーカーを同定し遺
伝子解析を行うこととした。 

３．研究の方法 

（１）口腔扁平上皮癌細胞株における Side 
population 解析 
癌幹細胞は組織幹細胞同様に細胞周期が休
止状態で維持すると考えられている。フロー
サイトメトリー解析で細胞に DNA 結合色素で
ある Hoechst33342 を取り込ませ、輝度を解
析すると色素排泄能の低い細胞は 2次元解析
をおこなうとドット解析で中央に見られる。
この細胞集団は細胞周期 G0/G2/M 期の細胞集
団であり、その分画以外の発現強度の低い分
画が存在する。またこの分画は ABC トランス
ポーター阻害剤によって消失する領域でも
ある。この低い分画を side population とい
い、この分画に位置する細胞は ABC トランス
ポーターを多く有し色素排泄能が高く、よっ
て低輝度で検出される。この分画には幹細胞
が多く含まれていることが知られており、こ
の方法を用い本教室で樹立したヒト口腔癌
扁平上皮癌細胞株 17株を用いて SP解析を行
った。培養条件は Dulbeco’s mmodifies 
Eagle’s Medium(DMEM)培地(10% Fetal 
bovine serum, antibiotics 添加)中、常酸素
条件下(CO2, 37℃)で行った。subconfluent
になった状態で細胞を accutase にて処理し

シャーレより剥離した。細胞を遠心し 1x106

個/mlに調整しHoechst33342を 5µg/ml添加、
コントロール群には Hoechst 添加後 ABC トラ
ンスポーター阻害剤である reserpin15µg/ml
を添加し 60 分 incubate した。その後、洗浄
し 2%FBS/PBS で 1x107個/ml に調整し、死細胞
除去のために propidium iodide を 0.5µg/ml
添加しフローサイトメトリー解析を行った。
解析には FACSAriaⅡ（Becton Dikinson）を
用いた。 
（２）癌細胞様細胞の抽出 
SP 解析を行った結果、17 種類のヒト口腔癌
扁平上皮癌細胞の内、Tosca23S は約 16%と高
い SP 細胞含有率を示した。この細胞株を用
いて癌幹細胞様細胞の抽出を行った。方法は
以下の通りである。 
Tosca23S細胞株をsubconfluentまで培養し、
培養後、無血清培地(N2supplement, 
10ng/mlEGF, 10ng/mlbFGF添加)にて培養を行
い幹細胞特有の sphere を形成させ、この細
胞の抽出を行った。 
（３）網羅的遺伝子解析 
（２）の方法で抽出を行った細胞が幹細胞様
細胞であるかを既知の幹細胞マーカー(CD44, 
CD24, CD133)を用い検討を行い。さらに網羅
的遺伝子解析を行った。 
（４）免疫組織学的検討 
網羅的遺伝子解析の結果、毛包における幹細
胞マーカーの一つであり、表皮における幹細
胞マーカーと考えられている keratin34、ま
た、幹細胞マーカーになりえる膜抗原である
CD73 に着目し、正常、口腔粘膜上皮、異型上
皮、口腔扁平上皮癌における局在および発現
の検討を行った。 
４．研究成果 
（１）口腔扁平上皮癌細胞株における Side 
population 解析 
17 種類の細胞株における SP 細胞含有率の内
訳は、13 株において 1%、3 株においては 1%
以上5%未満、1株においては約16%であった。 
 

 
 



 

 

 
（図には Tosca23S 細胞株における SP 分画を
示す） 
（２）癌幹細胞様細胞の抽出 
SP 分画含有率の高かった Tosca23S 細胞を無
血清培地（N2supplement, EGF, bFGF）用いて
長期培養を行った。その結果、培養開始より
1 週間ころより、コロニー形成を開始し、4
週 間 目 に は 幹 細 胞 特 有 の 形 態 で あ る
spheroid 様の形態を示し、その後、長期培養
においても維持され、形態学的、細胞数にお
いて変化が見られなかった。母細胞、2 週間
後、4 週間後の培養細胞の写真を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）real time PCR 解析 
4週間無血清培地下でTosca23S細胞株を培養
することで spheroid 形成がみられ、この細
胞群の遺伝子発現の検討を頭頸部腫瘍の癌
幹細胞マーカーとして知られるCD133, CD44, 
CD24 の発現につて母細胞である Tosca23S 細
胞と比較検討を行った。 
結果をグラフに示す。4 週間培養によって得
ら れ た 細 胞 は 母 細 胞 と 比 較 し
CD44(high)+CD24(low)、CD133(high)であっ
た。 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これまでのことより、無血清培地下長期培養
によって幹細胞様の形態を示し、またそれら
の遺伝子発現は癌幹細胞遺伝子発現示すこ
とが示唆された。 
（４）網羅的遺伝子解析 
（３）で得られた結果をふまえ、無血清培

地下長期培養 Tosca23S 細胞について
microarray 解析を行った。結果、CD73、
keratin34、IL-8、VGF など 18 種の遺伝子に
8 倍以上の発現増強が見られた。また、real 
time PCR の結果同様 CD44highCD24low である
ことも確認された。 
 

（５）免疫組織学的検討 
 （４）で 8 倍以上の遺伝子発現増強が見ら
れた keratin34、CD73 について免疫組織学的
検討を行った。標本は正常口腔粘膜上皮、上
皮異形成から早期浸潤癌、低分化型扁平上皮
癌についてその発現と、局在について検討を
行った。CD73 の染色結果について。正常口腔
粘膜上皮においては基底細胞から傍基底細
胞にわずかに発現を認めるにみであった。ま
た異型上皮においては基底細胞様細胞の重
層化したところに陽性細胞の増加が見られ
た。また早期浸潤癌においては浸潤先端部に
その発現が見られ、陽性細胞の増加が見られ
た。また、高分化型扁平上皮癌においては正
常上皮同様、基底細胞様細胞にその発現を認
めた。一方、低分化型扁平上皮癌においては
CD73 の発現増強が見られた。keratin73 の染
色結果について。正常粘膜上皮においては基
底細胞にのみ一致して発現が見られた。上皮
異形成においては異型細胞に一致してその



 

 

発現が見られた。早期浸潤癌においては浸潤
先端部に発現を認めた。高分化型扁平上皮癌
においては基底細胞様細胞に一致して発現
が見られた。また、CD73 同様に低分化な癌細
胞には高率に keratin34 の増加を認めた。 
結 果 の 一 部 を 示 す 。 左 の パ ネ ル に は
keratin34、右のパネルには CD73 の染色結果
を示し、上段には正常粘膜上皮、中段には上
皮異形成と早期浸潤癌、下段には低分化扁平
上皮癌を示す。 

以上の結果より、無血清培地長期培養におい
て得られた細胞は癌幹細様の遺伝子発現を
示した。またこの細胞の網羅的遺伝子解析に
よって得られた CD73、keratin34 の免疫組織
学的検討の結果、CD73、keratin34 の発現は
上皮の分化の一つの指標、また幹細胞マーカ
ーの一つとなりえると示唆された。 
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