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研究成果の概要（和文）：近年、乳癌は「癌幹細胞」と呼ばれる少数の集団を起源として形成されることが明らかにな
ってきた。しかしながら、その増殖機構はほとんど明らかになっていない。乳癌幹細胞のモデルとして、ヒト乳癌細胞
株MCF-7に含まれるアルデヒド脱水素酵素（ALDH）陽性細胞を使用した。NO合成酵素阻害剤により、エストロゲン刺激
による乳癌幹細胞の増殖が抑制された。また、8-Br-cGMPはエストロゲンの作用を模倣した。従って、エストロゲン刺
激によってNO/cGMP経路を介して乳癌幹細胞の増殖が誘導されることが示唆された。乳癌幹細胞におけるNOシグナルは
新たな創薬の標的になることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：Growing evidence suggests that development of breast cancer is originated from can
cer stem cells, which can be isolated by aldehyde dehydrogenase (ALDH) activity-based flow cytometry analy
sis. However, the growth regulation of cancer stem cells has not been fully understood. In the present stu
dy, we found that estrogen increased the size of ALDH-positive cell population in MCF-7 cells. The effect 
of estrogen was inhibited by the estrogen receptor (ER) antagonist ICI182780. We next examined the downstr
eam pathway from the ER. A selective NOS inhibitor inhibited the effect of estrogen on NO production and t
he size of ALDH-positive cell population. In addition, 8-Br-cGMP mimicked the effect of estrogen. Taken to
gether, these data suggest the estrogen expands breast cancer stem cells through the NO/cGMP signaling pat
hway.
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１． 研究開始当初の背景 

 

癌は形態や増殖能、分化状態などにおいて

不均一な細胞集団であることはよく知られ

ているが、不均一性をもたらす分子メカニズ

ムは不明である。 

近年、癌は癌幹細胞（または腫瘍始原細胞）

と呼ばれるごく少数の細胞を起源として形

成され、癌幹細胞の非対称性分裂によって癌

の不均一性が生み出されるモデルが提唱さ

れている。癌幹細胞は、正常組織における幹

細胞と同様に、未分化状態で増殖する「自己

複製能」と多様な細胞を生み出す「多分化能」

を有する細胞と定義される。癌の治療の際、

薬剤や放射線、外科手術などにより多くの癌

細胞を除去できるが、治療抵抗性が高い非常

にわずかな癌幹細胞が残存してしまうと癌

の再発や転移がおこると考えられている。従

って、幹細胞を直接標的とした治療法を開発

することにより癌の根治療法が実現できる

と期待される。 

癌幹細胞は細胞数が少なく同定・単離が困

難であり、その実体が不明であった。現在は、

細胞表面抗原、スフィアと呼ばれる細胞塊を

形成する方法、薬剤排出能を利用する方法

（SP 細胞）、細胞内アルデヒド脱水素酵素

（ALDH）の酵素活性を利用する方法など

様々な技術開発により癌幹細胞を同定ある

いは濃縮できるようになりつつある。しかし

ながら、癌幹細胞の増殖制御機構など明らか

になっていない点も多く、癌幹細胞を直接た

たくような治療薬はほとんど開発されてい

ない。 

 

２．研究の目的 

 

本研究において、ヒト乳癌細胞株から乳癌

幹細胞のモデル細胞を作製し、自己複製を誘

導するシグナル経路の検討を行う。特に、乳

癌組織で NO 合成酵素の発現が亢進している

ことに着目して、NO シグナルと癌幹細胞の

増殖の関連を検討する。これにより、新たな

創薬の標的分子の同定をめざす。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 細胞培養 

ヒト乳癌細胞株 MCF-7（ATCC より購入）

は、DMEM に 10%FBS を添加した培地で培

養した。 

 

(2) Aldefluor 染色 

  MCF-7 細胞を用いて、Aldefluor (Stem Cell 

Technologies)により染色を行った。具体的に

は 、 ALDH 酵 素 の 蛍 光 基 質 で あ る

BODIPY-aminoacetaldehyde（BAAA）を細胞

に取り込ませて37℃で30分間培養したあと、

ALDH によって代謝される産物 BAA の蛍光

を FACS Aria II (BD Bioscience)により解析し

た 。 ALDH 選 択 的 阻 害 剤 で あ る

diethylaminobenzaldehyde（DEAB）の存在下

では BAA による蛍光が認められないことを

確認した。 

 

(3) xenograft 

  BALB/c nu-nu (6 週齢、♀) に 105個の細胞

をマトリゲルとともに移植した。6 週間後に

腫瘍が形成されているのかを確認し、腫瘍形

成したマウスの割合を tumor incidence として

算出した。なお、動物実験計画は所内動物委

員会において承認済である。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) 乳癌幹細胞の特性解析 

我々は MCF-7 細胞を用いて Aldefluor 染色

を行った結果、MCF7 細胞には ALDH 陽性細

胞が約 1%存在することを見いだした（図 1）。 

 



 

図 1 MCF7 細胞における ALDH 陽性細胞 

 

MCF-7 細胞由来の ALDH 陽性細胞を単離

して、抗癌剤の存在下で培養し、生存率を解

析した。その結果、ALDH 陽性細胞は親細胞

と比較して 5-FU やドキソルビシンに対して

薬剤耐性能を有していた（図 2）。 

 

図 2 ALDH 陽性細胞の薬剤耐性 

 

さらに ALDH 陽性細胞は、親細胞と比較し

て高い腫瘍形成能も示した（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 図 3 ALDH 陽性細胞の腫瘍形成能 

 

以上の結果から、MCF7 細胞に含まれる

ALDH 陽性細胞は、癌幹細胞としての性質を

有することが示唆された。 

 

(2) 乳癌幹細胞の増殖に対するエストロゲン

の影響 

 

次に、乳癌幹細胞の増殖に影響を与えるホ

ルモンの探索を行った。その結果、17β エス

トロゲン刺激により ALDH 陽性細胞の増殖

が誘導されることを見いだした。この作用は

エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト

ICI182780 によって抑制された（図 4）。従っ

て、エストロゲンはエストロゲン受容体を介

して乳癌幹細胞の増殖を誘導することが示

唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 4 エストロゲンによる ALDH 陽性細胞の 

増殖 

 

(3) エストロゲン刺激による乳癌幹細胞の増

殖に対する NO/cGMP の影響 

 

  次に、エストロゲン受容体の下流シグナル

を検討した。エストロゲン刺激により

NO/cGMP シグナルが活性化されることが知

られていることから、乳癌幹細胞の増殖に対

する作用を調べた。その結果、エストロゲン

刺激によるNO産生およびALDH陽性細胞の

増殖は NO 合成酵素阻害剤である l-NAME に

よって抑制された。l-NAME 単独では特に作

用が認められなかった（図 5）。また、NO ド

ナーSNAP の添加によって増殖が誘導された。

従って、エストロゲン受容体の下流として

NO シグナルが示唆された。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 エストロゲンによる ALDH 陽性細胞の 

増殖に対する NO の作用 

 

 さらに、cGMP のアナログによって ALDH

陽性細胞の増殖が誘導された（図 6）。一方、

cAMP アナログは特に作用を示さなかった。 

 

 

図 6 8-Br-cGMP による ALDH 陽性細胞の増殖 

 

 以上の結果から、エストロゲン刺激による

乳癌幹細胞の増殖に NO および cGMP が関与

することが示唆された。 

 

(4) 乳癌幹細胞の増殖に対する PKG の影響 

 

NO を介した乳癌幹細胞の増殖に cGMP の

関与が示唆されたことから、 PKG 阻害剤

KT5823 の影響を検討した。その結果、エス

トロゲン刺激による ALDH 陽性細胞は

KT5823 によって抑制された。 

 

図 6 エストロゲンによる ALDH 陽性細胞の 

増殖に対する PKG 阻害剤の影響 

 

 

そこで、乳癌幹細胞の増殖に関わる PKG

の基質をマイクロアレイ解析などの手法に

より検討した。その結果、乳癌幹細胞の増殖

にかかわる PKG 基質の同定に成功した（投

稿準備中）。 

 

以上の研究から、エストロゲン刺激による

乳癌幹細胞の増殖には、NO/cGMP/PKG 経路

が関与することが示唆された。 

 

現在、臨床検体由来の癌幹細胞の解析を行

っており、NO シグナル経路の臨床的な意義

を検討している。これらの検討により、NO

シグナル経路が新たな乳癌治療薬の標的に

なることが期待される。 
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