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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞クローニング用プラスミドベクターを完成させたこと、こ

のベクターを使用して、がん幹細胞の特性を備えたクローン化がん幹細胞株を樹立できたこと、

があげられる。クローン化の高効率化を目指し、独自のプラスミドベクターを完成させるまで

に多大な時間を費やした。現在、膜タンパク質を調製し、免疫のステップに移行している。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we succeeded to establish a cancer stem cell (CSC) 
clone by the innovative plasmid construct. Now, we are in the process of immunization 
of functional membrane proteins derived from the established CSC clone to generate a 
panel of monoclonal antibodies against CSCs.  
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１．研究開始当初の背景 
がん幹細胞の存在が、がん治療後の再発や転

移に大きく関わってくるため、がん幹細胞を

標的とする治療法の開発は緊急の課題であ

る。そこで、がん幹細胞を標的とした治療法

を開発するためには、がん幹細胞の特性を解

析しなければならない。しかし、がん幹細胞

は不均一ながん細胞集団に非常に少ない割

合でしか含まれていないため、効率良く単離

できたとしてもその解析には困難を要する。

それは、培養により純粋な細胞集団として増

殖維持させることが極めて困難であるから

である。代表者は、このような問題を克服す

るための 新しい技術を発案した。そのアイ

デアは、同じ性質を持つがん幹細胞をクロー

ン化し、増殖させるためのコンストラクトに

ある。当コンストラクトにより作成できたが

ん幹細胞の膜タンパク質を調製し、これを免

疫すればがん幹細胞標的化抗体が得られる

はずである。 



 
２．研究の目的 
代表者発案のがん幹細胞クローニング技術

を確立し、これとがん幹細胞機能性膜タンパ

ク質回収技術を組み合わせることで、選択的

がん幹細胞殺傷抗体の創出に挑戦する。期間

内の達成目標は以下の通りである。 

（1）クローン化がん幹細胞を作成し、膜タ

ンパク質を調製する。 

（2）、これを抗原としてマウスに免疫するこ

とで得られた抗体産生 B細胞をハイブリドー

マ化（株化）し、各クローンにより得られた

種々多様なモノクローナル抗体から、がん幹

細胞のみを選択し殺傷する性質のものをス

クリーニングする。それぞれの効能は、培養

細胞レベルと個体レベルで検証する。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞と培地:ヒト前立腺がん細胞株 PC3 

(Human cell line derived from bone 

metastasis of prostate grand 

adenocarcinoma)、ヒト乳がん細胞株 MCF7 は 

ATCC (Rockvill, MD) より購入した。いずれ

の細胞も DMEM/ F12 培地 (Gibco, Carlsbad, 

CA)にそれぞれ最終濃度が 10% となるように

牛胎児血清 (FBS) を加えて培養した。 

 

(2) plasmidの作製:がん幹細胞特異的プロモ

ーターの下流に抗生剤耐性遺伝子を挿入し

たプラスミドベクターを独自に開発した。 

 

(3) 機能性膜タンパク質の調整：クローン化

がん幹細胞から、膜たんぱく質に富んだ出芽

小胞を、Invitrogen 社の MembranePro 機能性

タンパク質発現システムを用いて調製した。 

 

(4) マウスへの免疫：芽小胞をアジュバンド

によりエマルジョン化し、マウスに免疫した。 

 

 

４．研究成果 

(1) クローン化がん幹細胞樹立用コンスト

ラクト: 単一の性質を示すがん幹細胞をク

ローン化し、増殖させるための新規コンスト

ラクトの開発を行った。計画一年目でプロト

タイプを作成し、その効果（がん幹細胞をク

ローン化できるかについて）を検証した。結

果、限られた細胞株（前立腺がんのみ）でし

か機能しないことが判明し、再度、広範囲細

胞種に適応できるよう改変した。新規に作成

した改変型ベクターでがん幹細胞の特性を

備えた種々クローン化がん幹細胞株（前立腺

がんと乳がん）を樹立できた。樹立のプロセ

スは以下の通りである。 

 遺伝子導入後、抗生剤含有培地で培養する

ことにより 1次セレクションを行った。その

後、生存してきたコロニーを培養し、GFP 強

陽性クローンに関して、GFP 発現を目印に

FACS によるシングルセルソーティングを行

った。得られた数クローンに関して、幹細胞

マーカーの共通した発現を示す細胞を選別

した。この一連の操作で本計画に使用する代

表的クローンを選別した。 

 

(2) クローン化がん細胞からの機能性膜タ

ンパク質の調製：上記の操作から選択したク

ローン化がん幹細胞から、膜たんぱく質に富

ん だ 出 芽 小 胞 を 、 Invitrogen 社 の

MembranePro 機能性タンパク質発現システム

を用いて調製した。具体的には、キット内の

gag 遺伝子発現ベクターを本細胞にトランス

フェクションすることで、培養上製中に遊離

してきた出芽小胞を沈殿操作により回収し

た。この時、クローン化がん幹細胞は、キッ

ト内のトランスフェクション試薬では遺伝

子導入効率が低いため、幹細胞に有効な

TAKARA 社の X-fect stem 試薬を用いる必要が

あった。 

 

(3) 機能性膜タンパク質のマウスへの免

疫：得られた出芽小胞をアジュバンドにより

エマルジョン化し、マウスに免疫した。 

 

 今後、マウス脾臓から抗体産生 B細胞を単

離し、ミエローマ細胞と融合させることでハ

イブリドーマ化し、種々のクローンを得るこ

と、得られた抗体群に関して、CSC 特異的殺

傷機能を持つ抗体をスクリーニングにより

同定すること、選択抗体の機能性評価を動物

モデルで検証すること、を完遂する予定であ

る。 

 



 がん幹細胞の存在が、がん治療後の再発や

転移に大きく関わってくるため、がん幹細胞

を標的とする治療法の開発は緊急の課題で

ある。このような治療法を開発するためには、

がん幹細胞の特性を解析しなければならな

い。しかし、がん幹細胞は不均一ながん細胞

集団に非常に少ない割合でしか含まれてい

ないため、効率良く単離できたとしてもその

解析には困難を要する。それは、培養により

純粋な細胞集団として増殖維持させること

が極めて困難であるからである。代表者は、

当計画により、上記問題を克服した技術をよ

うやく完成することができた。この技術は、

今まで不可能であった分子細胞生物学的解

析をも、がん幹細胞で可能とする。例えば、

大量のタンパク質や mRNA が、がん幹細胞か

ら調製可能であることより、プロテオーム解

析、遺伝子マイクロアレイ解析等にも利用可

能となり、本技術の完成の意義は大きいと考

える。 

 

 当計画は現在も進行中であるが、本案が成

功した場合、すなわち、正常分化細胞、正常

幹細胞を傷害しないがん幹細胞特異的殺傷

抗体が得られた場合、本方法を利用した様々

な種類のヒトがんの治療にむけた抗体開発

が可能となる。ヒト化-キメラ抗体作製への

さらなる移行によりその価値は計り知れな

い（副作用の極度な軽減や再発の改善など）。 
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