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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌は、放射線・抗癌剤治療を行っても経年と共に再発・転移が生じるものも少なくな
い。これらの予後を改善する為には、治療抵抗性に関するマーカーの検索が重要である。近年癌発生において癌幹細胞
理論が提唱されている。また、癌幹細胞は癌の発生のみならず、治療抵抗性にも重要な要因である事が多数報告されて
いる。今回の研究において、我々は頭頸部癌の治療抵抗性や癌幹細胞の新規マーカー検索を目的とした。抗体アレイや
、抗癌剤耐性細胞株の使用などにより、CD10が頭頸部癌における治療抵抗性や癌幹細胞の新規マーカーである事を示し
た。この結果はBritish Journal of Cancer誌に投稿し受理された。

研究成果の概要（英文）：Radiotherapy and chemotherapy initially control tumour growth in head and neck can
cer. However, over time many patients suffer relapse. To improve prognosis, the establishment of a novel m
arker to predict therapeutic resistance is required. It is currently understood that cancer stem cells (CS
Cs) are responsible for treatment failure in a diversity of cancers. In the present study,sis and testing 
of cell viability in the presence of therapeutic agents, we identified CD10 as a potential marker of refra
ctory HNSCC. Moreover, CD10 was found to confer a CSC-like phenotype, and underscored expression of OCT3/4
. Thus, CD10 could be a specific marker of HNSCC CSCs that contributes to therapeutic resistance. These re
sults were accepted by the British Journal of Cancer in 2014.
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１．研究開始当初の背景 
 
 頭頸部癌は、近年の手術機器や手技の向

上、新たな分子標的薬の開発など治療の進

歩があるにもかかわらず、その 5年生存率

はここ 30 年大きな改善は認めていない。そ

の原因としては、癌の再発と転移が現時点

でもコントロール不良であることがあげら

れる。つまり、頭頸部癌の生存率の向上を

目指すためには、その再発と転移機序の解

明に注力しなければならない。 

 近年、癌病態において癌幹細胞（CSCs）

理論が注目されている。癌幹細胞は癌の発

生のみならず治療抵抗性、転移・再発に深

く関与していると言われている。頭頸部癌

においては、2007 年に Prince らは

CD44+CD24-の細胞は CSCs の特徴を有する

と報告し、以来様々な報告が相次いでいる。

そのマーカーは CD44+CD24-以外にも、

CD133、SP 細胞、BMI1、  TGF-β1、SCF、

CD117、ALDH1 など多数挙げられている。 

 この中でも頭頸部癌において ALDH1+細

胞は現時点では最も CSCs に近い細胞と言

われているが、マウスにおける異種間移植

での腫瘍形成能が 1/1000 個と他臓器の

CSCs に比べて低く、頭頸部癌の ALDH 陽性

率は 40〜50%と比較的高いなど、まだまだ

その精度は低いというのが現状である。 

 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、われわれが共同研究により

開発した網羅的細胞表面マーカー検索ツー

ルを用いることによって、高精度の癌幹細

胞マーカー検索と厳密な機能解析を行うこ

とにより、癌幹細胞の標的化を実現させる

ことを目的とする。 

 まずは、前述のように既報の頭頸部癌幹

細胞マーカーはまだ精度が高いとは言えず、

本研究により高精度な新規頭頸部扁平上皮

癌幹細胞マーカーを検索する。 

３．研究の方法 

 

本研究を進めるにあたり、Becton 

Dickinson社のLyoPlate™という測定機器

を使用した。LyoPlate™は対象細胞に対し

てフローサイトメトリーを用い CD1a〜

CD340,EGFR,SSEA などの 251 種類の細胞

表面抗原の発現を同時に比較検討できる

新しい機器である。 

頭頸部癌細胞株を用い、通常培養と放

射線照射細胞、cisplatin 投与細胞での比

較を行った結果、4種類の細胞表面抗原に

おいて放射線照射細胞、cisplatin 投与細

胞での発現上昇を認めた。この結果より、

放射線耐性や化学療法耐性には新しいマ

ーカーが関与する可能性が高いと考える。  

ひいては放射線耐性、化学療法耐性が

特徴である頭頸部癌幹細胞にも既存のマ

ーカーでは挙げられていなかった新しい

マーカーがある可能性が示唆された。 

次に、細胞株を用いて、その候補細胞

表面抗原発現の有無で分離を行った。そ

の２群間で、腫瘍増殖能や自己複製能

（ colony formation assey,NOD/SCID 

mouse への xenograft assay）・未分化能

（sphere colony formation,未分化遺伝

子の発現）の検討を行った。 

 
 
４．研究成果 
 

 頭頸部癌細胞株 3 種を用い、LyoPlate™に

て通常培養と放射線照射群、cisplatin 投与

群での比較を行った。結果、4 種類（CD10, 

CD15s, CD146, CD282）の細胞表面抗原にお

いて放射線照射細胞、cisplatin 投与細胞で

の発現上昇を認めた。 

 次に cisplatin 耐性株を用い、上記 4種細

胞表面抗原の発現を比較した。結果、CD10 の

み親株に比してcisplatin耐性株で有意な発

現の上昇を認めた。以降、CD10 に対象を絞り



検討を加えた。まず、フローサイトメトリー

にて CD10(+)細胞と CD10(-)細胞に分離し、

cisplatin 耐性と fluorouracil 耐性、放射線

耐性を検討した。その結果 CD10(+)細胞は

CD10(-)細胞に比べ両薬剤に対する耐性、放

射線耐性を持つ事が分かった。薬剤耐性の機

序には、DNA 修復や細胞質内の代謝、アポト

ーシス、薬剤排出能など色々な機構が関与す

るが、今回我々は細胞周期に着目した。

Hoechst33342を用い、CD10(+)細胞と CD10(-)

細胞で細胞周期の phase を比較したところ、

CD10(+)細胞では有意に G0/G1 phase の割合

が高かった。 

 次に我々は、この CD10(+)細胞の治療抵抗

性、細胞周期の特性の原因として癌幹細胞理

論に着目した。癌幹細胞は治療抵抗性を持ち、

細胞周期が slow cell cycle もしくは 

dormant と言われている為、上記結果と合致

する為である。また、癌幹細胞は自己複製能

や造腫瘍能も併せ持つ。よって、CD10(+)細

胞の両特性を sphere formation assay と

NOD/SCID マウスへの異種間移植実験で検討

した。sphere formation assay は細胞の自己

複製能、NOD/SCID マウスへの異種間移植は細

胞の造腫瘍能を表す。CD10(+)細胞は CD10(-)

細胞に比べスフェア形成率が高く、マウスへ

の腫瘍形成率も高い結果を得た。 

 また、既報の頭頸部扁平上皮癌幹細胞マー

カーである CD44、CD133、ALDH1 の発現と CD10

の発現の相互関係を検討したところ、ALDH1

において ALDH1(+)細胞は CD10 の発現が有意

に高い事が判明した。上記検討より頭頸部扁

平上皮癌細胞株において CD10(+)細胞は、

cisplatin 耐性・fluorouracil 耐性・放射線

耐性・自己複製能・造腫瘍能という癌幹細胞

の各特質を持ち、既報の幹細胞マーカーであ

るALDH1と発現の相互関係を持つ事が分かっ

た。 

 このような癌幹細胞の特質を持つ機構を

解明するため、OCT3/4 との関連を検討した。

OCT3/4 は組織幹細胞や癌幹細胞のマーカー

遺伝子であり、癌発生過程での重要なファク

ターでもある。まず、CD10(+)と CD10(-)細胞

での OCT3/4 の発現を qRT-PCR にて比較した

ところ、CD10(+)細胞で有意にその発現が高

かった。また、siCD10 と si-control を比較

したところ、siCD10 で有意に OCT3/4 の発現

が低下した。以上より、CD10 の癌幹細胞性は

OCT3/4 による関与が示唆された。 

 以上の結果を論文化し、2014 年 5 月に

British Journal of Cancer 誌に受理され、

今後掲載予定である。 
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