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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞は腫瘍の形成に寄与するだけでなく治療抵抗性を示すことから術後の再発・転移の
一因と考えられている。そこで、本研究では大腸癌原発巣から分離した腫瘍形成能の高い細胞群に注目して解析を行い
、再発や転移等の予後不良因子の特定を行った。その結果、CD44バリアントアイソフォーム2(CD44v2)の発現量と予後
には相関関係があり、高発現群では予後不良であった。この結果からCD44のバリアントアイソフォームと細胞外マトリ
クス、ヒアルロン酸の結合が癌幹細胞の未分化性の維持や転移に重要な役割を担うと考えられた。より詳細なCD44v2の
機能を解明することで、大腸癌の予後改善に寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：    CD133 and CD44 are putative cancer stem cell markers in colorectal cancer (CRC
). However, their clinical significance is currently unclear. In this study, we evaluated primary CRC cell
 to determine the significance of several cancer stem cell markers, including CD133 and CD44, as predictor
s of tumourigenesis and prognosis. We fund that CD44+, CD133+ and CD133+CD44+ sub-populations were signifi
cantly more tumourigenic than the total cell population. The clinical samples expressed several transcript
 variants of CD44. Variant 2 was specifically overexpressed in both primary tumours and xenografts in comp
arison with the normal mucosa. A prognostic assay using qRT-PCR showed that the CD44v2high group had a sig
nificantly worse prognosis than the CD44v2low group.
In conlusion, CD44 is an important CSC marker in CRC patients. And the CRC patients with high expression o
f CD44v2 have a poorer prognosis than patients with other CD44 variants.
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１．研究開始当初の背景 
 
消化器癌は年間罹患者数が 25 万人を超え

る主要な悪性疾患の一つである。 
癌幹細胞研究は、癌の発生・再発・転移な

どを幹細胞システムという視点から理解す
ることで、従来のアプローチでは解明し得な
かった発癌機構に関して新しい知見を見出
す可能性を有した研究である。いかなる癌細
胞も腫瘍を形成、維持できるという従来の考
え方と異なり、癌細胞社会のなかに中心的役
割を果たす癌幹細胞が存在し、この細胞のみ
が腫瘍を形成し得るという新しい知見のも
とに、急速に発展しつつある研究分野である。 
発癌、転移、再発における中心的役割を担

う癌幹細胞ニッチを明らかにすることによ
り、悪性新生物の一元的理解につながる可能
性がある。その結果をもとに行う予後診断等
にとどまらず、癌幹細胞を根絶する分子標的
治療に応用することが可能である。本研究に
より、大腸癌における“癌幹細胞”の分離と
大腸癌マーカーの特性解析が実施されるこ
とにより、幹細胞システムという視点から大
腸癌における再発・転移機構の解明が進むこ
とが期待される。癌幹細胞或いはそのニッチ
を標的とした新規化学・放射線療法が確立さ
れれば、従来では治療低感受性の再発・転移
巣についても有効な治療法を開発すること
が可能となり、大腸癌患者の治療成績の向上
および QOL の向上につながることが期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 

 
本研究の目的は大腸癌原発巣から分離し

た癌細胞による腫瘍形成能の確認を行う。形
成された腫瘍をもとに、CD133，CD44 を含
む大腸癌または大腸正常粘膜の幹細胞とし
て報告された各種マーカーの重要性を明ら
かにし、予後予測マーカーとしての価値を評
価することである．さらに、癌の再発・転移
に密接に関与していると考えられる癌幹細
胞に対する特異的な治療標的分子の特定を
試みる。 
 
３．研究の方法 
 
 大腸癌の臨床検体より単離された、ごく少
数かつ低頻度でしか存在しない癌幹細胞を
フローサイトメトリーと蛍光標識モノクロ
ーナル抗体等を用いた高精度な細胞分離法
を用いて純化、回収した。その癌幹細胞を用
いて、未分化性および増殖機構の解明を行っ
た。次いで CD133，CD44 発現レベルにより，
各細胞分画を単離し、NOD/SCID マウスの皮下
に移植することで腫瘍形成能を評価した。さ
らに皮下移植片（xenograft）の遺伝子発現
解析を行い、腫瘍再構築における重要なマー
カーを同定した。 
さらに、大腸癌 cDNA ライブラリーを用い

て各マーカーの発現と予後予測因子として
の重要性を評価し、新たに同定したマーカー
の有用性を検証した。 
 

実験 1：臨床検体の大腸癌原発巣から得られ
た細胞群を NOD/SCID マウスに移植し腫瘍形
成能を評価することで腫瘍再構築における
CD133 および CD44 の重要性を検討した。 
 2007 年 4 月から 2011 年 8 月まで、横浜市
立大学付属病院、横浜市立大学付属市民総合
医療センター、神奈川県立がんセンターにて
大腸癌（結腸癌，直腸癌）と診断され手術を
うけた症例のうち、患者の同意を得られ、十
分な検体量が得られた77症例を対象とした。
研究にあたり各施設において倫理委員会の
承認を得ている。 
  
実験 2：研究協力者大島らによる 167 症例の
癌部、非癌部から合成された cDNA ライブラ
リーを用いて癌幹細胞関連マーカーの mRNA
発現による予後解析を行った。定量 PCR につ
いては前述の遺伝子発現解析方法に基づい
て行った。臨床病理学的特徴については TNM
分類（NICC, 7th edition, 2009）を用いた。 
 
４．研究成果 
 
（１） フローサイトメトリー及び腫瘍形成

解析 
フローサイトメトリーにより CD133、CD44

で分画化した各細胞画分の腫瘍形成能を評
価した（図１）。各分画細胞の割合は腫瘍
（n=77）vs 正常組織（n=20）では、CD133-CD44-: 
57.4±22.3% vs 70.9±3.0%（Mean±SD）
(p=0.001)、CD133+CD44-: 3.2±5.0% vs 1.2
±0.8% (p=0.001)、CD133-CD44+: 21.1±14.9% 
vs 25.2±10.8% (p=0.249)、CD133+CD44+: 1.7
±1.6% vs 1.4±1.2% (p=0.468)であった。
77 例のうち，腫瘍形成アッセイを施行できた
症例は 63 例であった。このうち 21 例で腫瘍
形成が認められ、42 例では認められなかった。
腫瘍形成アッセイでは CD44+、CD133+分画とも
全細胞分画(non-fraction)と比較し、有意に
腫瘍形成能が高かった。対して CD133-、CD44-

分画は腫瘍形成能が低かった。癌幹細胞頻度
では、CD133＋CD44+分画が 1/3160 と最も頻度
が高かった。また腫瘍形成能評価においては、
CD133+CD44+，CD44+分画ではわずか 100 細胞で
腫瘍が形成された。しかし CD133+CD44+分画と
CD44+分画の間では腫瘍形成能に統計学的有

意差は認められなかった。 

図１ 腫瘍細胞の表面抗原解析 



（２） xenograft 解析 
次に、形成された xenograft の表面抗原解

析を行った。形成した xenograft を単一細胞
に分離し、フローサイトメトリーを用いて幹
細胞マーカーである CD133 および CD44 の表
面抗原の発現頻度を検討した。その結果、
CD44+分画と CD133＋CD44+分画の割合は原発巣
と比較し xenograft で有意に上昇していた
（*:p=0.014，**: p=0.020，図 2）。CD133＋

分画については有意差を認められなかった。 
 

 

 

 

 

 

 

図２ 原発巣，xenograft のフローサイトメトリ

ー解析結果 

 
Ki-67 の免疫組織化学染色により原発巣お

よびxenograftにおける増殖能を評価したと
ころ、xenograft から得られた CD133+CD44+

および CD133-CD44+細胞は原発巣と比較して
Ki67 陽性率は有意に高く、この分画は細胞増
殖 能 が高い こ とが示 さ れた。 一 方 、
CD133-CD44-細胞では原発巣、xenograft とも
に Ki67 陽性が見られず、増殖能が認められ
なかった。以上の結果から、CD44+と CD133＋

CD44+細胞が腫瘍再構築の際に重要な役割を
担っていることが示唆された。 
 
（３） CD44variant 解析 
CD44 にはスタンダードアイソフォームに

加えて 1～10 の変異体(variant)が存在して
いる。我々は大腸癌における CD44variant の
重要性を同定するために、exon 特異的 PCR
を行った。CD44 standard、 variant2-10 に
ついて正常組織、原発巣および xenograft で
発現解析を行った。CD44 standard は正常組
織と原発巣では発現が認められたが、
xenograft では認められなかった（図 3A）。
Variant 3～10 については xenograft を含む
すべての検体で発現が見られたが（図 3B）、
variant 2（CD44v2）については正常組織と
比較し、明らかに腫瘍組織、xenograft で過
剰発現していた（図 4）。この結果より、大腸
癌においては CD44 スタンダードアイソフォ
ームではなく、variant２の発現が腫瘍特異
的に高く、重要な役割を担っている可能性が
示唆された。そこで、大腸癌ライブラリーを
用いて、CD44v2 との予後解析を検証した。 

 
図 3 正常粘膜，原発巣，xenograft５セット

（患者 5 人分）における CD44s, v2-10 の発現

比較 

 

図 4 正常粘膜，原発巣，xenograft における

CD44v2 の発現 
 
（４） cDNA ライブラリにおける予後解析 
予後関連癌幹細胞マーカーとの相関を検

証するために、CD44v2 が含まれる 167 症例を
対象とし、各マーカーの発現量で、高発現群
と低発現群の2群に分け全生存期間を比較し
た。CD44v2 高発現群（n=84, 5 年生存率（5-OS）
＝74％）は低発現群（n=84, 5-OS＝88％）よ
り有意に予後不良であった（p=0.041）。他の
癌幹細胞マーカーCD133、LGR5、EphB2、
Musashi-1 については有意な差は認められな
かった。マーカーを組み合わせて評価すると、
LGR5 高発現グループで有意に予後不良があ
り LGR5 の重要性が示唆された。 
 さらに Stage IV 症例では、CD44v2 高発現
群と CD44v2 低発現群の 5 年生存率は、それ
ぞれ36％と 73％と大きな差が見られ、CD44v2
高発現群では予後不良であった（n=0.03）。 
 全生存率に対する予後規定因子を検討し
たところ、病期（TNM stage）、術後補助化学
療法に加えCD44v2の発現が確認され、CD44v2
は単独で予後予測因子であった。 
 
 



以上の結果から、CD44v2 は大腸癌幹細
胞マーカーおよび予後予測因子としても有
用であった。今後、更に CD44v2 の機能を
解明することで、その高発現患者に対する
オーダーメイド治療の開発につながり、大
腸癌の予後改善に寄与すると考えられる。 
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