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研究成果の概要（和文）：本研究において、肺がん、大腸がん、腎がん細胞株から造腫瘍能の高いがん幹細胞を分離し
た。がん幹細胞のトランスクリプトーム解析を行った結果、がん幹細胞には多くのがん精巣抗原分子が発現することを
見出した。それらはOR7C1, DNAJB8, SMCP 等である。また、OR7C1およびDNAJB8にコードされるHLA-A24拘束性抗原ペプ
チドを同定した。同抗原ペプチド特異的細胞傷害性T細胞(CTL)は、がん幹細胞分画を有意に傷害できることを見出した
。これらの結果は、治療抵抗性がん幹細胞に対して、がん幹細胞に発現するがん精巣抗原標的免疫療法を施すことによ
り治療可能となる可能性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：In this research period, we isolated cancer stem-like 
cells(CSCs)/cancer-initiating cells(CICs) from human lung, colon and kidney cancer line cells. To 
identify CSC/CIC-specific genes, we performed cDNA microarray analysis and found that numbers of 
cancer-testis (CT) antigens including OR7C1, DNAJB8 and SMCP were preferentially expressed in CSCs/CICs. 
Furthremore, we identified HLA-A24 restricted antigenic peptides encoded by amino acid sequences of OR7C1 
and DNAJB8. Cytotoxic T lymphocytes (CTLs) specific for OR7C1 peptide and DNAJB8 peptide showed 
preferential cytotoxicity for CSCs/CICs compared with that of non-CSCs/CICs. These observations indicate 
that CT antigens-specific cancer immunotherapy might be promising approach for targeting treatment 
resistant CSCs/CICs.

研究分野： 実験病理
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 がん幹細胞は、（１）高い造腫瘍能、（２）
自己複製能、（３）多分化能を有する細胞群
と定義される。また、がん幹細胞は①休止期
にある、②トランスポーター分子の発現が高
い、③抗アポトーシス分子（IAP)の発現が高
い、④活性酸素が低い等の機序により、化学
療法や、放射線療法、あるいは分子標的治療
に対して抵抗性を示す事が示されている。こ
れらの性質を有する為、がん幹細胞は治療後
の再発や、遠隔転移といったがん患者の予後
を直接左右するイベントに関わると考えら
れている。がん幹細胞研究においては、「ど
のようにして治療に抵抗性を示すがん幹細
胞を有効に排除するか」、が大きなテーマと
なっている。 
 
 がん幹細胞を標的とする免疫治療に関す
る研究発表は主に海外の研究機関でおり、γ
δＴ細胞や、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞
が、がん幹細胞を認識し得ることが明らかと
なっている。しかしながら、がん免疫療法の
主役となる細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）に関
しては、がん幹細胞を認識し得るか不明であ
った。 
 
 申請者らは、ヒト肺がんやヒト大腸がん細
胞株から Hoechst33342 色素を用いて Side 
population (SP) 細胞として、あるいは、
ALDEFLUOR 法を用いてがん幹細胞の分離し 
(Inoda et al. Am J Pathol 2011, Nakatsugawa 
et al. Lab Invest 2011)、これらのがん幹
細胞を用いて、主要組織適合分子（ＭＨC）
分子（ヒトの場合はＨＬＡ分子）および抗原
分子の発現を調べた。また腫瘍抗原分子の一
つであるＣＥＰ５５由来ＨＬＡ－Ａ２４拘
束性ペプチドを認識する特異的ＣＴＬ
（Inoda et al. J Immunother 2009, Inoda et 
al. Exp Mol Pathol 2011）を用いて検討し
た結果 
 
 １、がん幹細胞は非がん幹細胞と同レベル
のＨＬＡ分子を発現する。 
 ２、腫瘍抗原はがん幹細胞および非がん幹
細胞との発現様式から３グループに分類出
来る。 
  a, がん幹細胞抗原（がん幹細胞にのみ
発現する） 
  b, 共通抗原（がん幹細胞および非がん
幹細胞に発現する） 
  c, 非がん幹細胞抗原（非がん幹細胞に
のみ発現する） 

３、がん幹細胞は非がん幹細胞と同じくＣ
ＴＬに感受性を示す。  
 
ことを明らかとした（Inoda et al. Am J 

Pathol 2011, Hirohashi et al, 
Oncoimmunology 2012 in press）。 
 
 さらに、同じくがん幹細胞に発現する抗原
分子でも、がん幹細胞抗原を標的とする方が、
共通抗原を標的とするより高い抗腫瘍効果
を得られる可能性を示唆する実験結果を、マ
ウスの遺伝子ワクチンの系で得る事が出来
た（未発表データ）。 
 
２．研究の目的 
造腫瘍能が高いがん幹細胞は、化学療法や

放射線療法といった既存のがん治療に対し
て抵抗性を示す事が明らかとなっている。申
請者らはこれまでに、細胞傷害性Ｔ細胞（Ｃ
ＴＬ）ががん幹細胞を認識する事をこれまで
に明らかにした。申請期間中に、このような
治療抵抗性がん幹細胞を標的特異的免疫応
答を明らかとし、その臨床応用への橋渡しを
目的とする。 
 

３． 研究の方法 
 
(1) がん幹細胞の分離 
がん幹細胞の分離法として、①CD44, CD133 

等の細胞表面マーカーによる分離、②Side 
Population (SP)法、③Aldefluor 法、④
Sphere 培養法などが知られている。本研究
において、②SP 法および ③Aldefluor 法を
用いて、ヒト大腸癌細胞株 (SW480, HT29, 
HCT15)、腎細胞癌株 (ACHN)、肺癌細胞株 
(LHK2)よりがん幹細胞を分離した。 
 
(2) がん幹細胞特異抗原分子の同定 
 分離したがん幹細胞を用いて、CTL の標的
となりえる様ながん幹細胞特異抗原分子の
検索を行った。すなわち、がん幹細胞のトラ
ンスクリプトームを、非がん幹細胞を比較対
象として cDNA マイクロアレイによりスクリ
ーニングした。 
 トランスクリプトーム解析によりがん幹
細胞特異的発現を示す候補分子群に関して
は、正常臓器および他のがん細胞における発
現を RT-PCR にて確認し、正常臓器における
発現が無い、もしくは限定されており、がん
幹細胞特異的発現を示す分子を選択した。 
 
(3) がん幹細胞抗原由来抗原ペプチドの同定 
 候補分子アミノ酸配列を参照し、HLA-A24
結合モチーフを有する配列をスクリーニン
グした。HLA-A24 結合候補ペプチドは、合成
ペプチドを作製し、T2-A24 細胞を用いた HLA
安定化による HLA-A24 結合試験を行い、候補
ペプチドの絞り込みを行った。 
 
(4) 抗原ペプチド特異的 CTL 誘導 
 健常者ヒト末梢血単核球（PBMC）および
HLA-A24 陽性がん患者 PBMC を用いて CTL 誘
導を試みた。すなわち、PBMC より分離した 
CD8- 細胞を PHA にて刺激・増殖し、PHA-blast



を作製した。PHA-blast を抗原提示細胞とし
て、合成ペプチドをパルスし、同抗原提示細
胞を用いて CD8+細胞を３－４回刺激し、培養
した。 
 
４．研究成果 
(1)がん幹細胞の分離 
 ヒト大腸癌細胞株 (SW480)より SP 法にて
SP 細胞を分離した。SP細胞は MP 細胞と比較
して免疫不全マウスにおいて高い造腫瘍能
を示した（下図１）。 

また、ヒト腎細胞癌株 (ACHN)、肺癌細胞株 
(LHK2)からも同様の高い造腫瘍能を示す SP
細胞を分離した。これらの高い造腫瘍能を示
す SP 細胞をがん幹細胞とした。 
 
(2)がん幹細胞特異抗原分子の同定 
 SW480, LHK2 および ACHN から分離したSP
細胞を用いて、cDNA マイクロアレイ法を行っ
た。その結果、がん幹細胞に発現する複数の
がん精巣抗原分子を発見した。すなわち、
OR7C1 (olfactory receptor, family 7, 
subfamily C, member 1), DNAJB8 (DnaJ 
(Hsp40) homolog, subfamily B, member 8), 
SMCP (Sperm mitochondria-associated 
cysteine-rich protein)などである。これら
のがん精巣抗原は、正常臓器では精巣にのみ
発現し、がん細胞においてはがん幹細胞優位
な発現を示した（下図２）。これらのがん幹
細胞特異分子はCTLの有望な標的と考えられ
た。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

(3)がん幹細胞抗原由来抗原ペプチドの同定 
 OR7C1 および DNAJB8 より HLA-A24 結合モ
チーフを持つアミノ酸配列を検索し、候補抗
原ペプチドを検討した。さらに T2-A24 細胞
を用いたHLA-A24結合アッセイを行った結果、
OR7C1 からは、OR7C1_34(10), OR7C1_93(10), 
OR7C1_131(10),OR7C1_251(10),OR7C1_277(9
)の５個のHLA-A24結合ペプチドを同定した。
DNAJB8 からは DNAJB8_22(9), DNAJB8_99(9), 
DNAJB8_143(9)の３個の HLA-A24 結合ペプチ
ドを同定した。 
 
(4)抗原ペプチド特異的 CTL 誘導 
 OR7C1 および DNAJB8 由来 HLA-A24 結合ペ
プチドを用いて、HLA-A24 陽性健常者および
がん患者から CTL 誘導を試みた。その結果、
OR7C1_93(10), OR7C1_34(10), OR7C1_277(9), 
DNAJB8_143(9)の４個のペプチドにおいて
CTL の反応を観察した（下図３）。 

 
また、OR7C1_93(10) および DNAJB8_143(9)
ペプチド特異的 CTL クローンを樹立し、細胞
傷害性試験を検討した結果、これらの OR7C1
または DNAJB8 特異的 CTLクローンは MP細胞
と比較して SP 細胞に対して有意に高い細胞
傷害性を示すことを確認した。 
 当該結果は、化学療法、放射線療法、分子
標的治療等の治療に対して抵抗性を示すが
ん幹細胞は、OR7C1 などのがん幹細胞特異的
に発現する標的抗原に対する免疫療法によ
り有効に治療できる可能性を示唆するもの
である。 
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