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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫における腫瘍幹細胞としての役割をもつ細胞を同定する

ために，ホジキンリンパ腫の細胞株について，種々の腫瘍で腫瘍幹細胞を多く含むとされてい

る，アルデヒド脱水素酵素(ALDH)活性や活性酸素（ROS) 除去能について検討した．高い ROS

除去能をもつ小型単核細胞群においては，ALDH活性も高く，高い in vitro colony 形成能，造

腫瘍能を示すことが明らかとなり，また ROS 除去には転写因子である FoxO3a が関与しているこ

とを示した．以上よりこれらの細胞がホジキンリンパ腫の腫瘍形成において腫瘍幹細胞として

の役割を担っている可能性が示唆された．  

 
研究成果の概要（英文）： 
To identify cancer initiating cells (CICs) in malignant lymphoma, aldehyde 
dehydrogenase (ALDH) activities and degradation capability of reactive oxygen 
species (ROS), which have been reported to contain many CICs in several cancers, was 
examined in Hodgkin lymphoma cell lines. ROS-low and ALDH-high single-nucleated small 
sized cells formed colonies and tumors more efficiently than ROS-high and ALDH-low 
cells, respectively. The expression of FoxO3a, a transcription factor regulating 
ROS-degrading enzymes, was higher in both ROS-low and ALDH-high populations than in 
ROS-high and ALDH-low populations. These findings suggest that such cells might play 
an important role in tumorigenesis of Hodgkin lymphoma. 
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１．研究開始当初の背景 

早期発見や治療法の開発などによって，悪性
腫瘍は治癒しうる疾患になりつつあるが，依
然として死因の第一位である．また，罹患数
も増加傾向にあり医療費高騰の一因となっ
ている．医療費削減のためには腫瘍と診断さ
れた際に各々の腫瘍の個性に応じた治療法
を選択する必要がある．そのためには，対象
となる腫瘍の性格を精細に判定することが

必要である． 

 

２．研究の目的 

近年，腫瘍には腫瘍幹細胞という自己複製能
を有する少数の集団があり，再発や転移の原
因となることが明らかとされてきている．白
血病をはじめとしたいくつかの腫瘍におい
て腫瘍幹細胞の存在が証明されてきている
が，悪性リンパ腫において腫瘍幹細胞の存在

機関番号：14401 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2011～2012   

課題番号：23790397 

研究課題名（和文） 腫瘍幹細胞を規定する因子に基づく悪性リンパ腫の解析 

                     

研究課題名（英文） Characterization of malignant lymphoma based on factors that  

define cancer initiating cells 

研究代表者 

池田 純一郎（IKEDA JUNICHIRO） 

大阪大学・医学系研究科・准教授 

 研究者番号：20379176 

 

 



 

 

は明らかではない．そこで，悪性リンパ腫に
おいて臨床検体および種々の悪性リンパ腫
細胞株の中から腫瘍幹細胞を多く含む画分
を単離し，それを NOD/SCID マウスへ移植
することで腫瘍幹細胞を同定することを目
的とする． 

 

３．研究の方法 

(1) 悪性リンパ腫細胞株を用いて，FACS に
て腫瘍幹細胞を多く含む画分を単離する．同
時に腫瘍幹細胞は存在しないと考えられて
いる画分もコントロールとして単離する．具
体的には，腫瘍細胞株を用いて腫瘍幹細胞マ
ーカーの候補として報告されている活性酸
素 (ROS) 除去能やアルデヒド脱水素酵素 
(ALDH)活性などについて DCF-DA蛍光試薬あ
るいは ALDEFLUOR で染色を行い，発現レベル
の高い画分，低い画分を単離する． 
 
(2) 単離された細胞が腫瘍幹細胞であるか
検討する．ROS-low あるいは ALDH-high画分
が幹細胞を多く含むということがいくつか
の腫瘍で報告されているが，腫瘍は由来する
臓器ごとに多様性があるため，これまでの報
告と異なる結果がでる可能性は否定できな
い．そこで，単離した細胞の腫瘍形成能を検
討するため，NOD/SCIDマウスに移植する．同
時に in vitro コロニー形成能も検討する．
また，単離した細胞を培養し，再び ROS-low
と highあるいは ALDH-high と lowが出現す
るか，すなわち自己複製能と分化能の両者を
もつかを検討する．さらに形成された腫瘍及
びコロニーの性状を解析し，自己複製能と分
化能をもつか調べる． 
 
(3) (2)と平行して,単離した細胞から mRNA
を精製し cDNAを合成後，マイクロアレイに
かけて，ROS-low画分と high 画分あるいは
ALDH-high画分と low画分で発現に差のある
遺伝子を検索する． 
 
(4) ROS-low画分あるいは ALDH-high画分に
特異的に発現する蛋白を指標に，再び腫瘍細
胞株を FACS でソートして単離する．ソート
された細胞が ROS-low画分や ALDH-high画分
に含まれるものであるか，さらに NOD/SCID
マウスに移植することで本当に腫瘍を形成
しうるのか，腫瘍が形成された場合に
ROS-low画分と high画分および ALDH-high画
分と low画分が出現して自己複製能をもつか
検討する． 
 
(5) 実際の臨床検体でも腫瘍幹細胞に特異
的に発現するか検討する． 
 
４．研究成果 
(1) 悪性リンパ腫において腫瘍幹細胞とし

ての役割をもつ細胞を同定するためには，リ
ンパ腫細胞からマーカーを利用してソート
された細胞を NOD/SCID マウスに移植する必
要がある．そのためには腫瘍幹細胞マーカー
を検索しなければならない．まず，腫瘍幹細
胞が多く含まれていると考えられる ROS除去
能の高い細胞や ALDH 活性の高い細胞をソー
トし，その画分に高発現する遺伝子を調べる
ことで腫瘍幹細胞マーカーを検討した． 
 
①悪性リンパ腫の一組織型であるホジキン
リンパ腫の細胞株について，ALDH活性や ROS 
除去能について検討した．これまでにホジキ
ンリンパ腫細胞において，小型単核細胞が大
型多核細胞に比べて腫瘍形成能が高いこと
が in vitro colony 形成能および NOD/SCID
マウスへの移植により確認されているが，小
型単核細胞群は大型多核細胞群と比較して
高い ROS 除去能を示すほか，高い ROS除去能
を示す細胞群では，低い群と比較して in 
vitro colony 形成能が高く，高い造腫瘍能を
示すこと，また，ROS 除去には転写因子であ
る FoxO3aが関与していることを示した． 
 
②高い ROS 除去能をもつ細胞群では ALDH 活
性も高いことがわかり，ALDH 活性が高い細胞
群は低い細胞群と比較して高い in vitro 
colony形成能，造腫瘍能を示すことが明らか
となった（図）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 ALDH 活性の違いにおける in vitro 
colony形成能(A)および造腫瘍能(B,C) 



 

 

以上から，ホジキンリンパ腫の腫瘍形成にお
いて ROS 除去能力が高く，ALDH活性の高い一
群の小型単核細胞が腫瘍幹細胞としての役
割を担っている可能性を示した．これらのこ
とより，悪性リンパ腫においても腫瘍内に腫
瘍形成能を有する一群の細胞が存在するこ
とが示唆された． 
 
(2) ROS 除去に関与している転写因子である
FoxO3a の発現について悪性リンパ腫の臨床
検体を用いて病理組織学的に検討を行った． 
 
①ホジキンリンパ腫症例では非ホジキンリ
ンパ腫症例に比べて，腫瘍細胞における
FoxO3a の発現が高頻度にみられることがわ
かり，ホジキンリンパ腫において腫瘍幹細胞
の維持に寄与している可能性が示唆された． 
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