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研究成果の概要（和文）：我々は、生体防御調節因子であるグルタチオンS-トランスフェラーゼπの細胞内局在の相違
を基にして、大腸がん細胞株HCT8から、シスプラチンやドキソルビシンなどの抗がん剤に対する耐性と栄養枯渇状態へ
の耐性を併せ持つ、がん幹細胞である可能性が非常に高い細胞を分離した。これを踏まえ、現在、新規のがん幹細胞マ
ーカー探索のために、細胞表面に発現する分子の網羅的解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：We isolated candidate of cancer stem cell which has resistance to nutrient 
starvation and anticancer drugs such as doxorubicin and cisplatin from HCT8 human colon cancer cell line 
by evaluation of intracellular localization of Glutathione S-transferase pi.
We have been investigating cell surface molecules by global analysis to explore new cancer stem cell 
marker.

研究分野： 医学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）近年、がん組織の基盤となるがん幹細

胞が、自己複製能や腫瘍造成能などを有する

と共に、治療に抵抗し再発の起点になると報

告されている。がんを征圧するために必要な、

がん幹細胞を標的とする新たな診断・治療法

の開発の為に、がん幹細胞の特異的マーカー

やその機能を解析することが盛んに行われて

いる。特に、大腸がんなどでは、CD44やCD133

陽性細胞が、がん幹細胞としての特性を持つ

と報告されてきた。さらに、グルタチオン

(GSH)の合成材料となるシスチンの取込みに

関わる輸送体の発現をCD44が安定化させるこ

とでGSH合成を亢進させ、酸化ストレス抵抗性

に寄与することが報告されている(Cancer 

Cell 2011)。また、薬剤排出を担う輸送体も

特異的マーカーとして研究されているが、現

状では、がん幹細胞の特性や治療抵抗性の分

子機序を十分に説明できるほど、がん幹細胞

の特異的マーカーの探索や機能解析は進んで

いない。 

（２）グルタチオン S-トランスフェラーゼ

π(GSTπ)は、薬剤の無効化をもたらす GSH 

との抱合体形成能と有機過酸化物の還元を

担う抗酸化能を併せ持つ酵素として古くか

ら知られている。また、細胞のシグナル伝達

や機能調節にも関与することが明らかにさ

れ、現在では単なる酵素という枠を超えた生

体防御調節因子と考えられている(EMBO J 

1999; J Biol Chem 2009)。GSTπ は種々の

正常組織に発現しているが、がん化すると発

現量が数倍に増加したり、未発現の組織でも

前がん病変で発現が観察されることから、発

がんマーカーのひとつと位置付ける研究者

もいる。その後、種々の腫瘍において、「GSTπ 

の核局在化は、患者の予後不良因子のひとつ

である」という報告が出され、がんの悪性化

には、GSTπ の発現亢進だけでなく、細胞内

局在が重要であることが示された (Clin 

Cancer Res 1997; Clin Oncol 2005; Arch 

Dermatol 2009)。我々も GSTπ の核やミト

コンドリアへの局在化が、がん細胞の抗がん

剤や酸化剤に対する抵抗性に重要な役割を

果たすことを示すと共に、GSTπ の核やミト

コンドリア局在化シグナルを明らかにする

など、研究を進めてきた (Goto S, et al. 

FASEB J 2001; Free Radic BiolMed 2004; 

Free Radic Biol Med 2009 ; 

BiochemBiophys Res Commun 2011)。一方、

がん幹細胞が腫瘍造成能と共にストレス抵

抗性を有するということが明らかになるに

つれ、我々は、GSTπ が何らかの重要な役割

をがん幹細胞中で果たしているのではない

かと考えるようなった。そこで、がん幹細胞

における GSTπ の機能解析を進めるため、大

腸がん由来の株化がん細胞から、CD44 と

CD133 を 共 に 発 現 し て い る 細 胞

(CD44+/CD133+)を単離した。次に、単離し

た細胞に、抗がん剤の一種で GSTπ により代

謝されるドキソルビシン(DXR)を投与し、

GSTπ と薬剤の細胞内局在を観察する実験を

行ったところ、ドキソルビシン投与後の

GSTπ の細胞内局在は一様でなく、ストレス

暴露下で核局在化が起きる細胞と起きない

細胞があることが判明した。DXR が抗腫瘍効

果を発揮するためには核へ集積する必要が

あるが、DXR の核蓄積が低い細胞は、抗がん

剤に対して抵抗性を持つ細胞であり、結果的

に生存する確立の高い細胞と思われる。つま

り、ストレス抵抗性を示す真のがん幹細胞は、

CD44+/CD133+細胞中の特定の細胞であり、

がん幹細胞の特異的マーカーとして、CD44

や CD133 の発現だけを解析しても、がん幹

細胞を完全に絞り込めていないのではない

かと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、ストレス暴露時にGSTπが

核に局在する細胞こそが、真の大腸がん幹細

胞であり、その細胞表面に発現する分子は新



たながん幹細胞マーカーとして有効であると

いう仮説を立て、それを立証することである。

具体的には、CD44+/CD133+細胞から、ストレ

ス暴露時にGSTπが核局在化する細胞を単離

する。単離した細胞のストレス抵抗性を調べ、

がん幹細胞と言えるのか明らかにする。さら

に、網羅的解析によって、単離した細胞の表

面に発現する分子の特性を明らかにすること

である。 

 
３．研究の方法 
 
（１） 細胞株  細胞株としては、大腸がん

株化細胞 HCT8 を用いた。 

（２）ストレス暴露時にGSTπ が核局在化す

る細胞の単離  HCT8(CD44+/CD133+)細胞を

限界希釈法で96 ウェルプレートに播種し、シ

ングル細胞由来の細胞集団を確保した。これ

らの細胞を二つに分け、一方にのみドキソル

ビシンを投与して、薬剤の細胞内局在を観察

すると共に、抗GSTπ 抗体を用いた細胞免疫

染色法でGSTπ の細胞内局在を観察した。核

局在化が観察された細胞のもう一方の未処理

細胞を培養し、HCT8の幹細胞 (HCT8SC) 候補

として位置付け、以下の実験に用いた。 

（３）GSTπ の発現量及び活性の評価  

GSTπ の発現量は、抗GSTπ抗体を使用してイ

ムノブロット法で評価した。また、GSTπ 活

性は分光光学的方法で測定した。 

（４）抗がん剤、酸化剤、放射線感受性の評

価  抗がん剤としてシスプラチンとドキソ

ルビシンを、酸化剤として過酸化水素を用い

た。種々の濃度の薬剤や酸化剤を細胞に投与

した後、細胞の生存率をMTT assay で評価し

た。 

（５）HCT8SC の細胞表面分子の網羅的解析  

Becton Dickinson 社の Lyoplate™ Screening 

Panels とバイオイメージアナライザーを用

いて、242 種類のヒト細胞表面分子について

網羅的に解析した。 

 

４．研究成果 
 

（１）ストレス暴露時にGSTπが核局在化する

細胞の単離  HCT8(CD44+/CD133+)細胞にド

キソルビシンを投与して、薬剤の細胞内局在

を観察すると共に、抗GSTπ 抗体を用いた細

胞免疫染色法でGSTπ の細胞内局在を観察し、

ストレス暴露下でGSTπが核局在化し、ドキソ

ルビシンの核存在量が低下する細胞、

HCT8(CD44+/CD133+ GSTnp)を得た。さらに、低

酸素や糖飢餓などストレスの多い微小環境で

も生存・増殖する細胞は、幹細胞である可能

性が高いと考えられることから、HCT8(親株), 

(CD44＋ )、 (CD44－ ) (CD44＋ /CD133－ ), 

(CD44+/CD133+),(CD44+/CD133+ GSTnp)の各細胞

を牛胎児血清飢餓状態、或いは糖飢餓状態に

暴露したところ、(CD44+/CD133+ GSTnp)細胞か

らのみストレス下でも生存するHCT8のがん幹

細胞候補細胞、HCT8CSC細胞を得た。この細胞

の GSTπ 発 現 量 及 び 酵 素 活 性 は 、

(CD44+/CD133+ GSTnp)細胞と有意な差は認めら

れなかった。また、GSTπ抗体を用いた細胞免

疫染色法でGSTπの細胞内局在を観察したと

ころ、牛胎児血清飢餓状態、或いは糖飢餓状

態に暴露された状態でも、GSTπの核局在が観

察された。 

（２）抗がん剤、酸化剤、放射線感受性の評

価  抗がん剤としてシスプラチンとドキソ

ルビシンを、酸化剤として過酸化水素を用い、

種々の濃度の薬剤、酸化剤を細胞に投与した

後、細胞の生存率をMTT assayで評価した。 

HCT8CSC細胞は、元の細胞群の中でこれらのス

トレスに最も抵抗性を示す(CD44+/CD133+ 

GSTnp)と同等かそれ以上の抵抗性を示した。ま

た、この細胞群は、薬剤の細胞外への排出能

が高いだけでなく、薬剤の核蓄積量を有意に

減少させていることが明らかとなった。 

（ ３ ） 糖 枯 渇 状 態 に 対 す る 耐 性 機 構  

HCT8CSC 細胞が有する糖枯渇耐性は、CD133

の発現には影響されないことが明らかとな

った。また、糖枯渇状態に耐え得るか否かは、



メタボローム解析の結果、機構は不明ながら

細胞内の糖代謝の差異に基づくものである

ことが示唆された。 

（４）新規のがん幹細胞マーカーの探索  

HCT8CSC 細胞は、これまでに明らかにした

シスプラチンやドキソルビシンなどの抗が

ん剤に対する耐性と低栄養状態への耐性を

併せ持つことが明らかとなり、HCT8 の真の

がん幹細胞である可能性が高まった。これを

踏まえ、現在、新規のがん幹細胞マーカー探

索 の た め に 、 HCT8CSC 細 胞 と

(CD44+/CD133+GSTnp)細胞の細胞表面に発

現する分子を Lyoplate™ Screening Panels

とバイオイメージアナライザーを用いて、網

羅的に解析している。 
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