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研究成果の概要（和文）：我々は、表面分子CD271が下咽頭癌において癌浸潤部に強く発現し、予後との相関性を持つ
悪性度マーカーであることを報告しているが、下咽頭癌における機能は未だ不明であった。本研究では、下咽頭癌にお
けるCD271の働きについて、臨床検体由来の細胞株を樹立し、siRNAを用いたノックダウン株を作成し検証した。ノック
ダウンの結果、下咽頭癌細胞株の細胞増殖は強く抑制され、免疫不全マウス皮下への造腫瘍能も抑制された。更に、増
殖のみならず、CD271は下咽頭癌細胞の遊走能を制御していることも判明した。このことから、CD271は単なる予後マー
カーではなく、自身が悪性度を制御する機能因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that CD271 (p75 neurotrophin receptor) is a marker for 
tumor formation and correlated with a poor prognosis in human hypopharyngeal cancer. To elucidate the 
role of CD271 in HPC, we established HPC cell lines and CD271-knockdown cells using siRNA. We revealed 
that CD271-knockdown strongly suppressed the tumorigenesis and cell growth.In addition, CD271 depletion 
diminished the in vitro migration capability of the HPC cells. Collectively, CD271 initiates tumor 
formation by increasing the cell proliferation capacity and by accelerating the migration signaling 
pathway in HPC.

研究分野：頭頸部癌
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１．研究開始当初の背景 
 頭頸部癌は近年罹患率の上昇が認められ
ている癌種のひとつである。加えて、診断時
既に進行癌（ステージ III,IV）である症例が
多くを占め、放射線療法、化学療法を施行し
ても予後不良例が多い特徴がある。そのよう
な頭頸部癌の中でも特に下咽頭癌は、咀嚼•
嚥下等生活に必要な生体機能を損なうこと
から、生命予後のみならず生活の質の観点か
らもその克服が急がれている。 
近年の研究から、がんの治療抵抗性の原因
の１つに、「がん幹細胞」があることが明ら
かとなった。この概念によると、腫瘍は単一
の細胞集団ではなく、幹細胞性を有する一部
の細胞だけが腫瘍を形成する。一方で、がん
の多くを占める非がん幹細胞は、抗癌剤や放
射線治療に感受性を持つとされている。がん
幹細胞は、①自己複製能、②多分化能、③抗
癌剤・放射線抵抗性、を大きな特徴として、
癌治療抵抗性の元凶であるとされている。実
際に、乳癌や脳腫瘍などでがん幹細胞の存在
が相次いで報告された。下咽頭癌を含む頭頸
部癌においてもがん幹細胞理論はあてはま
ると考えられており、がん幹細胞をターゲッ
トとした治療は、次世代の先進的治療法とし
て期待を集めている。では、どのようにがん
幹細胞を特異的に区別するのか？すでに乳
癌等では、CD44+/CD24-ががん幹細胞マーカ
ーであることが報告され、CD44 を治療標的
とする実用化が進んでいる。しかしながら、
このようながん幹細胞マーカーはすべての
癌において共通ではなく、下咽頭がん幹細胞
を規定するマーカーについては、決定的なエ
ビデンスがなく、治療開発に進めずにいた。
申請者らの研究室では、下咽頭がん幹細胞に
ついて、免疫不全マウスである NOGマウス
への造腫瘍能を指標としてスクリーニング
を開始した。その結果、CD271 陽性細胞が
高い造腫瘍能を持ち、CD271 の発現と患者
予後が相関するなどのエビデンスを得た。こ
のことから、CD271 が下咽頭癌のがん幹細
胞マーカーであることを世界に先駆けて見
出した(PLoS ONE, 2013)。CD271 は p75 
neurotorophine receptor (p75NTR)とも呼
ばれる神経成長因子の受容体であり、正常神
経細胞においては、細胞死に働く一方で、細
胞生存にも関与するという、一見して正反対
の生理活を有する報告がある。しかし、先行
研究では、悪性黒色腫や食道癌のがん幹細胞
マーカーとしての報告があるものの、がん幹
細胞機能における CD271 の解析は殆どなさ
れていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、下咽頭がん幹細胞マーカーと
して見出した表面分子 CD271 に着目し、

CD271 のがんにおける機能の解析と臨床応
用に取り組む。具体的には、 
(1) 下咽頭癌のがん幹細胞性の発揮に必要な
CD271 の細胞内機能ドメインは何か？ 
(2) 下咽頭癌のがん幹細胞性を伝達するパス
ウェイは何か？ 
(3) がん幹細胞性を発揮する転写活性化標的
分子は何か？ 
(4) CD271 を標的とした下咽頭癌治療モデ
ルの構築はできるか？ 
の４点について検討をすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 下咽頭癌臨床検体におけるCD271高発現
細胞の特性 
 CD271 が下咽頭癌に果たす機能を in vivo
で探索するため、下咽頭癌患者検体を用い、
CD271、及び細胞増殖マーカーである Ki67、
分化マーカーである Involucrin 抗体で免疫
染色を行った。更に、癌の進行に伴って CD271
陽性細胞の働きに変化があるのかを詳細に
検討するため、CD271及びKi67抗体を用いて、
蛍光免疫染色行った。さらに検体を、正常上
皮、軽度異形成、中度異形成、高度異形成、
上皮内癌、扁平上皮癌に区分し、各程度にお
ける CD271 と Ki67 の共局在率の変化を、
TissueFACS を用いて解析した。 
(2) CD271 ノックダウンを用いた CD271 の増
殖制御機構と下流シグナルの探索 
 (1)の解析により、下咽頭扁平上皮癌にお
ける CD271 高発現細胞は、増殖が高く未分化
な細胞を規定することが示された。しかし、
CD271 が実際に増殖に関与しているかどうか
は不明である。このため、次に CD271 が細胞
の増殖制御に直接に作用しているかどうか
を、下咽頭癌患者検体から独自に樹立した細
胞株である HPCM2 及び HPCM7 に対し、siRNA
を導入しCD271をノックダウンすることによ
って評価した。解析は、①細胞増殖能、②細
胞周期、③活性化増殖シグナル、④マイクロ
アレイを用いた増殖関連因子の変動解析、⑤
④の上位変動因子ノックダウン後の細胞周
期解析にて行った 
(3) CD271 による浸潤能制御機構 
以前申請者らは、CD271 高発現細胞が下咽
頭癌患者検体において浸潤部に多く発現す
ることを報告した。このことから CD271 は増
殖のみならず浸潤能の制御を行う可能性が
示唆されている。下咽頭癌において、CD271
が浸潤能を制御するという可能性を検討す
るため、下咽頭癌細胞株 HPCM2 および HPCM7
への CD271 siRNA の導入、及び CD271 とその
下流因子である RhoA の特異的阻害薬である
TAT-Pep5 を 用いてトランスウェルの
migration assay 及びスクラッチアッセイを



行い、移動能を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) CD271 は下咽頭癌において未分化で増殖
能の高い細胞を規定する 
 下咽頭癌臨床検体に対する免疫染色の結
果、下咽頭正常組織において CD271 は基底膜
に染まり、未分化で増殖能の低い細胞を規定
することが判明した。一方で、異形成から扁
平上皮癌に至るにつれて、CD271 は増殖能が
高く未分化な細胞を規定していることが判
明した。このことから、CD271 が下咽頭癌に
おいて、癌の進行に伴いその働きを変化させ
ている可能性が示唆された。 
(2) CD271 をノックダウンした細胞は細胞周
期が停止する 
 (1)の結果、CD271 ががん細胞の増殖を制御
する可能性が示唆された。これを確かめるた
め、siRNA 導入による CD271 ノックダウンを
行って細胞増殖を確認したところ、細胞増殖
は顕著な低下を認めた。更に、ノックダウン
細胞について細胞周期を確認したところ、
CD271 ノックダウン細胞は特に G0期に誘導さ
れていることが判明した。この増殖の変化は、
細胞内増殖シグナルであるErkのリン酸化が
ノックダウン細胞で減少していること、及び
マイクロアレイ解析において、G0期誘導因子
である CDKN1C の発現がノックダウン細胞で
上昇していることとの関連が考えられた。こ
の仮説を検証するため、Erk の阻害薬である
U0126 を使用して細胞増殖を確認したところ、
増殖は顕著に低下した。また、CD271と CDKN1C
の同時ノックダウンを行い細胞周期の確認
をしたところ、CD271 ノックダウンによる G0
期誘導が、CDKN1C のノックダウンによって緩
和されていた。このことから、CD271 下流で
は複数のパスウェイによって増殖・細胞周期
の制御が働いていることが示唆され、CD271
の治療標的としての有用性が示された。 
(3) CD271は RhoAを介して細胞遊走を制御す
る 
 CD271 が下咽頭癌の浸潤能を制御するかど
うかを、スクラッチアッセイ及びトランスウ
ェルアッセイを用いて検討したところ、
CD271 のノックダウンによって顕著に遊走能
が減少していた。さらに、CD271-RhoA 間の特
異的な阻害薬である TAT-Pep5 を使用したと
ころ、有意に遊走能は減少した。しかし、
CD271 ノックダウン細胞に対して、この阻害
薬は遊走能を減少させなかった。この結果か
ら、CD271 による下咽頭癌細胞株の遊走能の
制御は、下流に RhoA の活性化を含んでいる
と考えられる。 
 以上の結果より、CD271 は増殖のみならず
遊走能を制御しており、下咽頭癌において複
数の下流経路を制御し悪性化に関与してい

ると考えられた。よって、今後治療標的とし
てさらに詳細な解析が必要であると考えら
れる。 
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