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研究成果の概要（和文）：大腸がん幹細胞をSide population (SP)細胞として分離した。SP細胞に嗅神経受容体
 OR7C1が異所性発現を示す事を見出した。OR7C1遺伝子過剰発現および、siRNAを用いた遺伝子ノックダウン実験
により、OR7C1が幹細胞関連分子 SOX2, OCT3/4, LGR5 の上流に存在する事を見出した。OR7C1過剰発現により 
PI3/AKTシグナルが活性化される可能性が示唆された。また、OR7C1は新規がん精巣抗原であり、免疫療法の標的
になる事を見出した。本研究結果は、OR7C1が大腸がん幹細胞維持に重要な機能を有する一方で、免疫の標的に
なる可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Colon cancer stem cells were isolated as side population (SP) cells.  We 
identified Olfactory Receptor Family 7 Subfamily C Member 1 (OR7C1) is ectopically expressed in SP 
cells.  Gene over expression analysis and gene knockdown analysis using siRNAs revealed that stem 
cell related genes including SOX2, OCT3/4 and LGR5 are located on the downstream of OR7C1.  OR7C1 
over expression activated PI3/AKT signal suggesting that OR7C1 uses PI3/AKT signal.  Furthermore, 
OR7C1 is a novel cancer-testis antigen, and can be a target of cancer immunotherapy.  These results 
indicate that OR7C1 has a role in the maintenance of colon cancer stem cells and can be a target of 
cancer immunotherapy.  

研究分野：病理学
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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（Clarke et al. Cancer Res 66, 
9339-, 2006)。また、がん幹細胞は（i）休
止期にある、（ii）トランスポーター分子の
発現が高い、（iii)抗アポトーシス分子（IAP)
の発現が高い、(iv)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。しかしながら、が
ん幹細胞を維持する分子メカニズムについ
て不明な点が多い。 
 
 正常大腸臓器幹細胞の分子メカニズムに
おいては、遺伝子改変マウスを用いた検索に
より Wnt/β-Catenin シグナルおよび、その
下流に位置する Lgr5 分子が、大腸幹細胞の
維持に重要であることが、Clevers らの研究
室により明らかにされている。また、同グル
ープの報告により、Lgr5 陽性大腸幹細胞が大
腸がんの起源になりうることが示されてい
る (Baker et al, Nature 457, 608-, 2009)。
申請者らの検討でも、ヒト大腸がん株から
Side population(SP)細胞として分離したが
ん幹細胞で LGR5 分子が高発現することを明
らかにした (Inoda et al, Am J Pathol 178, 
1805-, 2011)。すなわち、大腸幹細胞および
大腸がん幹細胞において LGR5 およびその上
流シグナルである WNT/β-Catenin シグナル
が共通して活性化している可能性が示唆さ
れる。しかしながら、LGR5 および WNT/β
-Catenin シグナルは正常幹細胞にも発現す
る為に、がん治療の観点からがん幹細胞を標
的とする治療戦略を考える上で、免疫療法や
分子標的治療の標的分子とはなり難い。 
 
 申請者らは、大腸がん幹細胞の分子メカニ
ズムを明らかにする目的で、ヒト大腸がん幹
細胞および非幹細胞を用いて、DNA マイクロ
アレイにてスクリーニングした結果、新規ヒ
ト大腸がん幹細胞分子 Olfactory receptor, 
family 7, subfamily C, member 1(OR7C1)を
同定した。OR7C1 は分子構造上７回膜貫通ド
メインを有し、細胞膜局在タンパクの一つで
ある。また OR7C1 は、精巣を除いて、正常臓
器では大腸を含めほとんどの臓器で発現を
認めない。すなわち、がん精巣抗原に分類さ
れる。反面、大腸がん幹細胞では異所性に発
現を認め、大腸がん幹細胞特異的な発現を示
す。さらに、外科切除検体を 100 例の OR7C1
免疫染色の検討では、OR7C1 陽性率が高いほ
ど予後不良であった。これらのことからも、
がん治療の標的として有望であることが示

唆される。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、大腸がん幹細胞の分子メカニズ
ムを解明する為に、大腸がん幹細胞に発現す
る遺伝子群をマイクロアレイ法にてスクリ
ーニングし、Olfactory receptor, family 7, 
subfamily C, member 1(OR7C1)が大腸がん幹
細胞に高発現することを見出した。OR7C1 は
がん幹細胞特異性が高い分子であり正常臓
器では精巣にのみ発現する新規がん精巣抗
原である。本研究において、OR7C1 が大腸が
ん幹細胞においてどのような機能を有して
いるか、遺伝子過剰発現実験および siRNA を
用いた遺伝子ノックダウン実験にて検討す
る。また、OR7C1 は新規がん精巣抗原である
ため、OR7C1 が有望ながん免疫療法の標的分
子となる可能性を示唆する。本研究において
OR7C1 標的免疫療法の可能性を探る。 
さらに、OR7C1 は膜タンパクであるため、
OR7C1 が機能的である場合、何らかのシグナ
ル伝達を使用している可能性が考えられる。
本研究では、シグナル伝達を中心に OR7C1 機
能解析を行う事により、がん幹細胞維持に関
わる分子メカニズムを解明し、がん幹細胞標
的療法の基盤とする。 
 
３．研究の方法 
(1)OR7C1 遺伝子過剰発現 
ヒト大腸がん細胞株、SW480, HCT15, HT29 細
胞に、OR7C1 をコードする発現ベクターをト
ランスフェクションし、OR7C1 安定過剰発現
株を作成した。 
 
(2)OR7C1 遺伝子ノックダウン 
ヒト大腸がん細胞株、SW480, HCT15, HT29 細
胞に OR7C1 特異的 siRNA をトランスフェク
ションし、OR7C1 遺伝子ノックダウンを行っ
た。 
 
(3)幹細胞関連分子発現 
SOX2, OCT3/4, NANOG, LGR5 等の幹細胞関連
分子発現を定量的 RT-PCR 法を用いて検討し
た。 
 
(4)Sphere 形成能 
Ultra-low attachment plate を用いて、EGF, 
bFGF 含有培養液下にて sphere 形成能を検
討した。 
 
(5)マウス造腫瘍能試験 
OR7C1 過剰発現細胞株もしくは、OR7C1 特異
的 siRNA トランスフェクション株を、
NOD/SCID 免疫不全マウスの皮下に移植し、造
腫瘍能を検討した。 
 
(6)細胞障害性 T細胞（CTL）誘導 
OR7C1 アミノ酸配列より、human leukocyte 
antigen (HLA)-A24 結合モチーフを有するペ
プチドをデザインし、ペプチドを合成した。



合成ペプチドを用いて、HLA-A24 陽性ドナー
より得られた末梢血単核球(PBMC)から CTL誘
導を行った。 
 
(7)OR7C1 遺伝子過剰発現株を用いた免疫沈
降 
FLAGタグを付加したOR7C1遺伝子過剰発現細
胞株を用いて、抗 FLAG タグ抗体で免疫沈降
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)OR7C1 遺伝子過剰発現実験 
OR7C1 の機能を解析するために、OR7C1 遺伝
子過剰発現株を作成した。過剰発現は、
qRT-PCR 法にて確認した。さらに、OR7C1 過
剰発現株は、SOX2, LGR5, OCT3/4(POU5F1)な
どの幹細胞関連分の発現が高かった（図１）。 
 

 
図１、OR7C1 過剰発現細胞の qRT-PCR 
OR7C1 過剰発現 SW480 細胞を用いて、OR7C1, 
SOX2, LGR5, POU5F1 の遺伝子発現を検討し
た。 
 
さらに、OR7C1 過剰発現株では、SP 細胞が増
え、sphere 形成能が上昇し、マウスにおけ
る造腫瘍能が亢進した（図２）。 
 
 

 
 
図２、OR7C1 過剰発現株における SP 解析お
よびマウス造腫瘍能 
OR7C1 過剰発現 SW480 細胞を用いて、side 
population (SP) 解析を行った（左）。 
OR7C1 過剰発現 SW480 細胞を、1000 個、
10000 個、NOD/SCID マウスに移植し、腫瘍増
殖曲線を観察した。 

 
(2)siRNA による遺伝子ノックダウン実験 
OR7C1 特異的 siRNA を用いて OR7C1 遺伝子
ノックダウンを行った。遺伝子発現は、定量
的 RT-PCR(qRT-PCR)で検討した。また、SOX2, 
LGR5, OCT3/4(POU5F1) などの幹細胞関連分
子発現を検討した（図３）。その結果、OR7C1 
を 3 種類の siRNA でノックダウンした結果、
SOX2, LGR5, POU5F1 の遺伝子発現低下を観
察した。 
 

 
図３、siRNA による遺伝子ノックダウン実験 
OR7C1 を siRNA トランスフェクションにて
遺伝子ノックダウンを行った。遺伝子発現は 
qRT-PCR にて検討した。SOX2, LGR5, POU5F1 
遺伝子発現を qRT-PCR 法にて検討した。 
 
さらに、siRNA にて OR7C1 遺伝子ノックダウ
ンした細胞では、SP 細胞が低下し、造腫瘍能
が低下した（図４）。 
 

 
 
図４、siRNA による遺伝子ノックダウン実験 
OR7C1 特異的 siRNA をトランスフェクション
した細胞を用いて、SP 解析（左）および
NOD/SCID マウスにおける造腫瘍能を検討し
た（右）。 
 
OR7C1 過剰発現実験および、siRNA による遺
伝子ノックダウンの実験から、OR7C1 が大腸
がん幹細胞の維持に極めて重要な役割を担
っている事が示唆された。 
 
 

 
 
(5) OR7C1 特異的 CTL 誘導 
RT-PCR法による遺伝子発現解析ではOR7C1は
正常臓器では精巣にのみ発現した（図５）。 
 
図５、OR7C1 遺伝子発現解析 
OR7C1 発現を、成人臓器および胎児臓器 cDNA
を用いて検討した。 



 
すなわち、OR7C1 は新規がん精巣抗原となり、
高い免疫原性が期待される。OR7C1 の免疫原
性を確認するため、HLA-A24 結合モチーフを
有する OR7C1 由来ペプチドを合成した。
OR7C1 ペプチドを用いて、HLA-A24 陽性ドナ
ーから分離した末梢血単核球を用いて CTL 
クローンを作成した（図６）。 
 

図６、OR7C1 ペプチド特異的 CTL クローンの
樹立 
OR7C1 ペプチド 93(10)を用いて、CTL 誘導を
行った。CTL クローンは、OR7C1 93(10) ペプ
チド特異的細胞障害性を示した。 
 
さらに、OR7C1 特異的 CTL クローンは、SP 細
胞に対して高い細胞障害性を示した（図７）。 
 

 
図７、OR7C1 93(10) ペプチド特異的 CTL を
用いた細胞障害性試験 
OR7C1 93(10) ペプチド特異的 CTL クローン
を用いて、大腸がん株 SW480, HCT15, HT29 
から分離した side population (SP) 細胞お
よび、main population (MP) 細胞に対する
細胞障害性を検討した。 
 
これらの結果は、OR7C1 が高い免疫原性を示
す新規がん精巣抗原であり、がん幹細胞標的
免疫療法の有効な標的抗原となることを示
唆する。 
 
(6)OR7C1 結合タンパクの解析 
FLAG タグを付加した OR7C1 遺伝子過剰発現 
SW480 細胞を作成した。同細胞における 

OR7C1 タンパク発現は、抗 FLAG タグ抗体を用
いたウエスタンブロット法にて確認した。 
OR7C1 結合タンパクを解析するため、抗 FLAG
タグ抗体を用いて免疫沈降を試みた。しかし
ながら、様々な Lysis buffer を用いた条件
検討を行ったにもかかわらず、抗 FLAG タグ
抗体を用いて OR7C1 タンパクを沈降させる
ことが出来なかった。 
OR7C1 が 7 回膜貫通型タンパクであることに
より、タンパクの可溶化が極めて困難である
可能性が示唆された。 
一方では、OR7C1 過剰発現株では、ウエスタ
ンブロット法によりリン酸化型AKTが亢進し
ている事が判明した。当該結果は、OR7C1 が
何らかのシグナル伝達分子を介して AKT シ
グナルを活性化させている可能性が示唆さ
れた。しかしながら、その分子機能の解明に
は至らなかった。 
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