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研究成果の概要（和文）：癌組織は強い低酸素とともに，極度の低栄養状態にある．そのような環境で生じる活性酸素
（ROS）ががん幹細胞や，さらにそのニッチの役割を果たす腫瘍血管の生態に及ぼす影響を解明し，がん幹細胞の標的
化治療法につながる分子機構に迫った．ROSにより癌細胞において幹細胞マーカーの発現や血管新生因子の発現が亢進
し，さらに腫瘍血管内皮においても様々な遺伝子の発現が変動した．ROSにより増加する腫瘍血管内皮由来分泌たんぱ
くのうちがん細胞を走化させ，未分化性の維持に働くことものがあることが示唆された．
最後に，抗酸化剤DPIを用いてin vivo 腫瘍増殖に対する効果を検証した．

研究成果の概要（英文）：Reactive Oxygen Species (ROS) are known as the origin of oxidative stress. ROS 
are produced in response to hypoxia and nutrient deprivation. It is reported that tumor microenvironment 
is often exposed to hypoxic condition and nutrient deprivation because of the insufficient blood flow. 
ROS are accumulated in various cells in tumor microenvironment, and they promote cancer malignancy. In 
this study, we analyzed the effect on cancer stem cells and tumor blood endothelial cell that is reported 
to play a role as stem cell niche. ROS accumulation caused in alteration of gene expression profile both 
in cancer cells and tumor endothelial cells. One secreted protein from tumor endothelial cells was 
upregulated by ROS and attracted cancer cells. We analyzed the effect of ROS inhibition on cancer stem 
and tumor angiogenesis.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

研究開始当初，それまでにがん組織には分

化したがん細胞の他に未熟ながん幹細胞が

存在することが明らかになってきていた． 

申請者は，それまでに研究グループを率い

て，口腔がんにおいてのがん幹細胞について

研究してきた．がん幹細胞は放射線や化学療

法に対して抵抗性を持ち，また自己複製能に

より，種々の治療によって他のがん細胞が死

滅したあとにも生き残ってがんの再発や転

移の原因となる． 

われわれは，これまでにがん幹細胞が様々

な薬剤抵抗性を持つことを明らかにし，それ

らに特異的に発現する分子をいくつか見出

してきた．その中には，活性酸素(ROS)によ

って誘導される分子が含まれていた． 

 活性酸素は、細胞の核酸やタンパク質，

脂質などの生体分子に強力かつ不可逆的な

変化をもたらす．例えば，活性酸素が生じる

環境においては細胞の遺伝子が繰り返し傷

つけられ、発癌が誘発されることが知られて

いる．活性酸素はさまざまな環境要因(喫煙、

熱刺激、香辛料刺激、機械刺激)によって生じ，

それによって細胞内の活性酸素シグナルが

活性化し，発がん過程やがんの悪性化に関与

していると考えられている． 

申請者らは、口腔という特殊な環境（喫煙、

熱刺激、香辛料刺激、機械刺激）によって発

生した活性酸素が，口腔がんのがん幹細胞の

薬剤耐性やそれらの未分化性の維持に関与

しているのではないかと仮説を立てた． 

 

２．研究の目的 

今回の研究目的は，がん幹細胞における薬

剤抵抗性など悪性形質の獲得と未分化性の

維持に活性酸素が関与しているという仮説

のもと，活性酸素により誘導される分子を制

御することにより、がん幹細胞を効果的に攻

撃できる方法を探る．また，がん幹細胞のニ

ッチである腫瘍血管内皮細胞において活性

酸素ががん幹細胞の生存や未分化性の維持

にどのように貢献しているのかについても

解明し，がん幹細胞のニッチの破壊を可能と

するような分子メカニズムを探る． 

また、既存の抗酸化剤と食品として用いら

れているさまざまな抗酸化物質により、がん

幹細胞と腫瘍血管内皮細胞における活性酸

素除去の可能性を検討し、発癌・癌の悪性化

進展を阻止する治療法開発を目指し、そのた

めの基盤研究を行う． 

 

３．研究の方法 

（１） がん幹細胞の割合解析： 

異なる転移能をもつ悪性腫瘍細胞株を用い

て ALDH活性 high/lowを検討した． 

（２）がん幹細胞の characterization ： 

PCR法とフローサイトメーターを用いて、分

離したがん幹細胞の幹細胞マーカーの発現

を確認した(CD133、CD90). 

（３）腫瘍血管内皮細胞の分離： 

マウス腫瘍モデルから腫瘍血管内皮細胞を

CD31抗体とCD45 抗体を用いてFACS aria 

2 により CD31+CD45-の分画として採取し

た． 

（４）細胞内活性酸素の測定： 

分離・培養したがん幹細胞とがん細胞におけ

る細胞内活性酸素の測定を、酸化ストレスの

指標であり、DNA が活性酸素により酸化さ

れて生成される分子である 8-OHdG を、

FACS Aria-2を用いて測定し比較・解析した． 

（５）がん幹細胞のニッチとしての腫瘍血管

内皮細胞における活性酸素の蓄積解析：癌組

織は強い低酸素とともに、極度の低栄養状態

にある．そこで、低酸素培養器を用い、低酸

素、低酸素(1%〜5%02)、低栄養下(無血清培

地下)で、活性酸素（ROS）能が変化するか

を検討した． 

また，腫瘍血管内皮細胞とこれらのがん幹細

胞との相互作用を解析するために腫瘍血管

内皮とがん幹細胞との接着や生存性をこれ



らの共培養でどのように変わるのかなどに

ついても検討した． 

 

 

４．研究成果 

（１） がん幹細胞の割合解析： 

異なる転移能をもつ悪性腫瘍細胞株を用い

て ALDH活性 high/lowを検討した．高転移

性の癌細胞では低転移性の癌細胞に比べ

ALDH 活性の高い集団の割合が高いことが

見出された． 

（２）がん幹細胞の characterization ： 

PCR法とフローサイトメーターを用いて、分

離したがん幹細胞の幹細胞マーカーの発現

を確認したところ，ALDHhighの細胞ににお

いて CD133, CD90, MDR1, IL6などの遺伝

子の発現レベルが有意に高いことがわかっ

た． 

（３）腫瘍血管内皮細胞の分離： 

マウス腫瘍モデルから腫瘍血管内皮細胞を

CD31抗体とCD45 抗体を用いてFACS aria 

2 により CD31+CD45-の分画として採取し

た． 

（４）細胞内活性酸素の測定： 

分離・培養したがん幹細胞とがん細胞におけ

る細胞内活性酸素の測定を、酸化ストレスの

指標であり、DNA が活性酸素により酸化さ

れて生成される分子である 8-OHdG を、

FACS Aria-2を用いて測定し比較・解析した． 

（５）がん幹細胞のニッチとしての腫瘍血管

内皮細胞における活性酸素の蓄積解析：癌組

織は強い低酸素とともに、極度の低栄養状態

にある．そこで、低酸素培養器を用い、低酸

素、低酸素(1%〜5%02)、低栄養下(無血清培

地下)で、活性酸素（ROS）能が変化するか

を検討した．腫瘍血管内皮細胞を低酸素環境

にすると ROSの蓄積がみられた． 

また低血清培地で培養することによっても

血管内皮に ROS が蓄積されることが見出さ

れた． 

（６）幹細胞に与える影響に関わる解析 

がん幹細胞が未熟な性質を保持したまま血

管ニッチに存在しているメカニズムを探る

ために腫瘍血管内皮とがん幹細胞の共培養

の系において腫瘍血管内皮の活性酸素を除

去し，ニッチとしての性質にどのような変化

が出るのかを解析した．具体的には腫瘍血管

内皮細胞とがん幹細胞との接着やがん幹細

胞が腫瘍血管内皮に対する遊走性などが腫

瘍血管の活性酸素阻害によりどのように変

わるのかを解析した．腫瘍血管内皮から分泌

される因子のうちがん幹細胞を走化させる

働きがあることが示唆された分子が一つ同

定された．その分子は癌細胞の Aktを刺激す

ることがわかり，癌細胞の高い生存性の維持

にも機能していることが示唆された． 

（７）抗酸化剤を用いての活性酸素を標的と

した治療の取り組み： 

既存の抗酸化剤や緑茶カテキン、イソフラボ

ンを始めとした抗酸化物質を用いて ROS が

除去されうるかをフローサイトメトリーに

より検討した．NAC, EGCGは確かにがん幹

細胞ならびに腫瘍血管内皮の ROS のレベル

を下げることが確認された．  
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