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研究成果の概要（和文）：１）悪性腫瘍細胞株を用いてがん幹細胞と成熟がん細胞を分離した．２）マウス移植モデル
から腫瘍血管内皮細胞（TEC）を分離した．３）CSCとTECとの共培養，およびCSCへのTEC培養上清(TEC-CM)処理をおこ
なった．これにより，CSCにおいて生存シグナルAktやNF-kBの活性化がおこることがわかった．CSCにおいていくつかの
幹細胞マーカーの発現が変化し，またがん細胞のアポトーシスが阻害されていること示唆された．さらに，高転移性腫
瘍組織から分離したTECと共培養した際に，より大きなspheroidを形成し，TECによるanoikis抵抗性が誘導されること
が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells (CSC) or matured cancer cells were fractionated from cancer 
cell lines. Tumor endothelial cells (TEC) were separated from transplanted tumors in vivo model. CSC were 
co-cultured with TEC or treated with TEC conditioned media (TEC-TM). These experiments revealed that 
activation of survival signal such as Akt or NF-kB, alteration of expression levels of CSC markers and 
inhibitory effect against apopotosis were induced in CSC. Furthermore, co-cultivation of CSC with TEC 
separated from highly metastatic tumor induce the formation of large sphenoid or inhibitory effect for 
anoikis by TEC.

研究分野： 外科系歯学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(本研究に関連する国内・国外の研究動向及び

位置づけ)  

（１）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

きた． 

（２）申請者は，これまで口腔がんにおいてもが

ん幹細胞が存在することを一連の研究において

明 ら か に し て き た ( 戸 塚 ・ 基 盤 研 究 A 

2008-2011)．  

（３）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． 

（４）また，近年血管内皮が癌幹細胞の高い生存

能，自己複製能といった幹細胞性の維持，促進

に 関 わ っ て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る ．

（Calabrese C., Cancer Cell, 2007, Yang Zj, 

Cancer Cell, 2007 ） 

（５）Vascular Niche における血管内皮細胞は癌

幹細胞へ栄養，酸素の供給だけでなく，生理活

性因子(Angiocrine Factor)を分泌することで癌

幹細胞の維持調節を行っていることが知られて

いる． 

われわれは，これまでに腫瘍血管内皮細胞では

正常血管内皮にくらべCOX2 や SDF-1，IL-6 発

現などの様々なCytokineの発現が亢進している

ことを報告してきた．(Ohga Hida et al., Am J 

Pathol 2012, Akiyama, Hida et al, Am J Pathol 

2012)．このような腫瘍血管が分泌するサイトカイ

ンは周囲のがん細胞や周囲の間質細胞にパラ

クラインによって何らかの作用をもたらす可能性

があることも見出している． 

また，腫瘍血管内皮細胞の性質ががんの悪性

度によって異なることも報告している（Ohga Am J 

Pathol 2012）．これらの成果より，口腔がん幹細

胞と口腔がん血管内皮の間にも crosstalk が存

在しているのではないかということを着想するに

いたった． 

口腔がんにおいても，がんの転移と再発は大き

な問題である．これらに影響を及ぼすとされるが

ん幹細胞の Vascular Niche が果たす役割を解

明することで，口腔がん幹細胞 Vascular Niche

を破壊し，効率的に口腔がん幹細胞を標的とす

る治療法の開発を目指す． 

 

２．研究の目的 

 がん幹細胞は抗がん剤や放射線治療への抵

抗性や癌の再発などと密接に関係しており,これ

らを制御することは重要な問題となっている．近

年、がん幹細胞は腫瘍血管の近傍に存在して

いることが報告されている．しかし，口腔がんに

おいてがん幹細胞の住みか（ニッチ）（Vascular 

Niche）が形成されるメカニズムは不明である．本

研究では，口腔がん幹細胞と口腔がん血管内

皮細胞との相互作用を解析し，口腔がん幹細胞

の維持に腫瘍血管内皮が果たす役割を検討し，

口腔がん幹細胞の Vascular Niche を標的とした

新しいがん治療法の開発の基盤的研究を行う． 

 

３．研究の方法 

（１）口腔癌におけるがん幹細胞 (CSC)と腫瘍血

管内皮細胞 (TEC)の局在を解析する． 

（２）口腔癌における CSC の薬剤抵抗性，未分

化性の維持ならびに抗 apoptosis 能（anoikis に

対する抵抗性）に口腔がん由来 TEC がどのよう

に関与しているかを解明する． 

（３）TEC 由来の angiocrine factor の制御ならび

に Vascular Niche を制御することで，がん幹細

胞を効果的に攻撃できる方法を探る．  

 

４．研究成果 

（１）口腔がん臨床サンプルにおけるがん幹細胞

の局在解析：口腔がんにおけるがん幹細胞の局

在を CD133,CD44, ALDH,PSF-1 をもちいた組

織免疫染色で明らかにし，腫瘍血管との位置関

係を解析した．  

（２）がん幹細胞の分離：ヒト舌癌をはじめとして

異なる転移能をもつ悪性腫瘍細胞株を用いて

CD133, CD44,SP 分画ならびに ALDH 活性など



によりがん幹細胞と成熟がん細胞を分離した．  

（３）腫瘍血管内皮細胞の分離：上記口腔がん

腫瘍株のマウス移植モデルから腫瘍血管内皮

細胞を CD31 抗体と CD45 抗体とを用いて

FACS aria 2 により CD31+CD45-の分画として

分離した． 

（４）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．さらに

ALDEFLUOR(商品名)キットを用いて ALDH の

活性を計測し，Hoechst   

 33342 を用いて FACS Aria 2 により Side 

population を解析する．さらに anoikis 抵抗性を

spheroid assay により確認した． 

（５）細胞内活性酸素の測定：分離・培養したが

ん幹細胞ならびにがん細胞における細胞内活

性酸素を FACS Aria-2 により測定し比較・解析

したところ，がん幹細胞により高い活性酸素の蓄

積が見られた．  

（６）分離後のがん幹細胞（CSC）と腫瘍血管内

皮（TEC）との相互作用解析(薬剤抵抗性) 

CSC と TEC との共培養，および CSC への TEC

培養上清(TEC-CM)の処理を行い，シスプラチ

ンなどの抗がん剤に対する抵抗性の変化をコン

トロール群と比較検討した． 

（７）分離後の CSC と TEC との相互作用解析(足

場非依存性) 

CSC と TEC との共培養，および CSC への TEC

培養上清(TEC-CM)の処理を行い，低血清条件

下で spheroid assay をおこない anoikis 抵抗性の

変化をコントロール群と比較検討した． 

（８）分離後の CSC と TEC との相互作用解析(未

分化性維持) 

CSC と TEC との共培養共培養，および CSC へ

の TEC 培養上清(TEC-CM)の処理を行い，

CSC が non-CSC へ分化せず，未分化細胞とし

て維持されるかをコントロール群と比較検討する．

解析には PCR 法とフローサイトメーターを用いて，

がん幹細胞の幹細胞マーカー(CD133，CD44，

SP 分画，ALDH 活性)の発現を確認した． 

（９）幹細胞を多く含むがん細胞集団と腫瘍血管

内皮（TEC）との相互作用解析(薬剤抵抗性)を

おこなった． がん細胞への TEC 培養上清

(TEC-CM)の処理を行い，がん幹細胞性集団の

生存シグナルAkt やNF-kBの活性化がおこるこ

とがわかった．現在TEC由来分子の同定を試み

ている． 

（１０）がん幹細胞性集団と TEC との相互作用解

析(足場非依存性)を解析した．幹細胞集団の多

い高転移性腫瘍組織から分離した TEC と，幹細

胞性の少ない低転移性腫瘍組織から分離した

TEC とがん細胞を非接着性のプレ-とにおいて

共培養した．高転移性腫瘍組織から分離した

TEC と共培養した際に，良い大きなスフェロイド

を形成し，またがん細胞のアポトーシスが阻害さ

れていることが示唆された．TEC による anoikis

抵抗性が誘導されることが示唆された． 

(１１）がん幹細胞性集団と TEC との相互作用解

析(未分化性維持)を行った． TEC の培養上清

により，がん細胞においていくつかの幹細胞マ

ーカーの発現が変化した．その機序に関わる分

子について現在検討中である． 
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