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研究成果の概要（和文）：  
我々は癌幹細胞と EMT の関係に着目し、EMT 誘導因子 HOXB9 や、TGFβの活性化による EMT が乳

癌癌幹細胞分画である CD44(+)CD24(-)細胞分画の増加を誘導することを確認した。さらに、こ

の TGFβ経路を抑制する薬剤を新規に検証し、EMT に伴う CD44(+)CD24(-)細胞分画の増加が抑

制されることが確認された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
We recently screened for novel TGF-b inhibitors among commercially available drugs and 
identified PSK as a strong inhibitor of the TGF-β-induced reporter activity of 3TP-lux. 
PSK suppressed TGF-β1-induced EMT, and FACS analysis showed that PSK inhibited the 
EMT-mediated generation of CD44+ ⁄ CD24- cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
癌組織中の個々の細胞は、単一の性質を持つ
細胞のみで構成されてはおらず、多型性
(heterogeneity)を有しており、発生母地・
周囲組織の環境によって癌細胞は生存の為
に柔軟にその性質を変化させ、さらにこの過
程で浸潤・転移能力を獲得すると考えられて
い る 。 Al-Hajj ら は 乳 癌 細 胞 中 の
CD44(+)CD24(- or low) Lineage(-)細胞を分
離し、この細胞 200 個が免疫不全マウスに生
着可能であることを示し(Al-Hajj et al., 
Proc Natl Acad Sci USA, 2003)、更にこの

細胞群中の ALDH 活性を持つ細胞は、わずか
20 個の細胞が免疫不全マウスに生着し、腫瘍
形成を行うことが報告された。(Ginestier et 
al., Cell Stem Cell, 2007) この高い腫瘍
生着能力を持つ細胞群は幹細胞と多くの点
で類似の性質を持つ為、「癌幹細胞」である
と考えられている。 
この癌幹細胞に関する研究においては、その
ほとんどが癌幹細胞の持つ強力な腫瘍生成
能力（tumor initiating ability）や、多分
化能に焦点が当てられ、抗癌剤耐性能獲得メ
カニズムにおける癌幹細胞の役割に肉薄し
た研究は未だ少ない。抗癌剤耐性獲得機序を
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説明する理論として、癌の heterogenous な
性質に基づく抗癌剤投与後の選択的生存に
よるとする説や、薬剤曝露への依存（drug 
addiction）による癌細胞の形質変換による
とする説などが提唱され、研究が進められて
いる。 
これらの背景から、生来抗癌剤耐性を持つ癌
幹細胞が生き残り、多分化能を駆使して抗癌
剤 耐 性 癌 細 胞 群 を 生 み 出 し 、 再 増 殖
(relapse)を即すという癌幹細胞の理論を検
証し、その是非を問うことは、抗癌剤耐性メ
カニズムの解明に有意義であると考えられ
た。 
我々は前実験を行い、乳腺上皮細胞株 MCF10A
及び MDA-MB231を含む数種の乳癌細胞株のフ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 行 い 上 記
CD44(+)CD24(- or low)分画を検証すること
で、各細胞間の癌幹細胞分画の差異を比較検
討行った。さらにこれら細胞分画を抽出し、
癌幹細胞群とそれ以外の群で抗癌剤に対す
る感受性が変化するかを既に他癌腫で検証
済みである。既に胃癌手術検体のサイドポピ
ュレーション分画(SP 細胞)を分離し、抗癌剤
を用いた薬剤耐性試験及び NOG マウス（免疫
不全マウス）を用いた造腫瘍性の評価を行っ
たところ、SP細胞は有意に高い薬剤耐性能と
造腫瘍性を示した。本研究はこれらの概念及
び成果を踏まえて発展させることにより、高
い有用性を持った成果を上げると考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
 
現在までの多くの研究成果から、癌幹細胞自
体が抗癌剤耐性を元来所有していると推察
されている。このことから、化学療法を施行
することで、癌幹細胞以外の抗癌剤に対する
反応性を持つ細胞増殖の抑制及び死滅が生
じ、相対的に癌幹細胞分画の腫瘍中の割合が
増加すると我々は予測した。これに基づき、
本研究で検証すべき仮説を 
“乳癌において、抗癌剤投与後の腫瘍組織中
の癌幹細胞を含む細胞群の割合は投与前と
比較して増加する” 
と設定し、この仮説を証明するために以下を
重点的に明らかにすることを当初の目的と
した。 
 
(1)乳癌検体の異種移植モデルの確立と、各
種抗癌剤投与の施行前・施行後における癌幹
細胞分画の推移の検証 
 
(2)上記細胞分画の mammosphere formation 
assay による検体の解析。 
 
(3)癌幹細胞分画の異種移植モデルにおける
生着の検証 

(4)乳癌術前化学療法施行前・施行後の癌幹
細胞分画の検証 
 
(5)当科で施行中の乳癌術前ホルモン療法施
行前・施行後の癌幹細胞分画の検証 
 
これらを検証することで、マウスモデル及び
臨床における術前化学療法を利用したモデ
ルの両者において、癌幹細胞分画の推移を検
討することが可能となり、結果の信頼性を担
保することができると考えられる。 
 
さらに、研究施行期間中に新たな目的として、
固形癌癌幹細胞の成立過程とその特徴を検
討 す る こ と 。 さ ら に 、 上 皮 間 葉 転 換
(Epithelial-mesenchymal transition : EMT)
と癌幹細胞分画の増減に着目して研究を進
めた。本研究では、癌幹細胞分画を抑制する
薬剤のスクリーニングと、EMT の抑制、また
それに伴う癌幹細胞分画の抑制による抗腫
瘍効果を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)癌幹細胞分画の同定 
現在までの細胞株における検討は CD44 及び
CD24 のみをマーカーとして進められてきた
が、これに ALDEFLUOR陽性細胞の検討を加え、
化 学 療 法 施 行 前 後 の
CD44(+)CD24(-)ALDEFLUOR(+)細胞群の増減
を、マウス異種移植モデル及びネオアジュバ
ン ト 症 例 に つ い て 個 々 に 検 討 す る 。
ALDEFLUORはALDH活性陽性細胞をフローサイ
トメトリーにて同定する試薬で、基質である
BAAA が細胞に取り込まれ、ALDH によって BAA
－（蛍光発光）に変換されるため、ALDH の活
性の高い細胞は緑色の強い蛍光を発する。こ
れは血液幹細胞の同定に用いられる試薬と
して既に商業展開されている薬剤で、簡便に
フローサイトメトリーにて分離することが
可能である。 
 
(2)マウス異種移植モデルにおける抗癌剤投
与の施行前・施行後における癌幹細胞分画の
推移の検証 
乳癌細胞株 MDA-MB231 を Nod/Scid mouse 皮
下に移植し、右図のような経時的腫瘍体積変
化を得る為の至適抗癌剤濃度及び投与期間
を docetaxel 及び doxorubicin において検索
を行う。具体的には、移植された腫瘍体積が
100～150mm3 に到達した時点で docetaxel も
しくは doxorubicin の投与を開始する。経時
的に腫瘍体積を計測し、25～50 mm3 に達した
時点で腫瘍を切除し、解析に用いる。また、
抗癌剤非投与群をコントロール群として用
いる。 
 



 

 

(3)EMT による癌幹細胞分画の誘導とその特
性の検討 
EMT は細胞への TGFβの添加や EMT 誘導因子
の導入により生じることが可能である。我々
はこれらを用いて乳癌細胞に EMT を誘導し、
前述の方法で癌幹細胞の同定を行った。また、
これによる mammosphere 形成能や、EMT に重
要な働きを行う smad2 経路が、どのように癌
幹細胞分画の増加に関わるかの検討を行う。 
 
(4)TGFβ経路を抑制する薬剤のスクリーニ
ングとこれによる癌幹細胞分画抑制の検討 
3TP-lux は TGFβ経路の標的遺伝子のプロモ
ーター活性部位にルシフェラーゼ遺伝子が
融合されたプラスミドで、TGFβ経路の活性
指標として頻用されるため、今回薬剤スクリ
ーニングに使用した。 

 
 

 
これにより同定された薬剤の TGFβ経路へ及
ぼす影響を smad2経路のタンパク質を対象と
したウェスタンブロット法で検証すると同
時に、フローサイトメトリーや mamosphere
形成能の検討による癌幹細胞分画よく性能
の検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1)ALDH1 を用いた癌幹細胞分画の同定 
我々は乳癌癌幹細胞分画を同定するために、
CD44(+)CD24(-)分画に加え、ALDH1 陽性を用
いた同定法を試みた。ALDH1 陽性細胞は
ALDEFLUOR 法を用いて解析を行ったが、各種
乳腺上皮および乳癌細胞株（MCF10A, MCF7, 
MDA-MB231, T47D）を用いて行った実験では、
全ての細胞株でCD44(+)CD24(-)かつALDH1陽
性細胞は全体の 0.1%に満たない割合であっ
たため、検出には不適と判断を行った。また
この検出精度で、貴重な患者検体を使用して
研究を続けることは不適切であると判断し、
ALDH1 に よ る 検 出 は 行 わ ず 、 今 後 は
CD44(+)CD24(-)を乳癌癌幹細胞分画として
研究を継続していくこととした。 
 
(2)EMT 誘導による癌幹細胞分画の増加 
我々は転写因子 HOXB9 が主に EMT 及び血管新
生を中心として乳癌の悪性化に寄与するこ
と を 明 ら か に し 、 こ れ ら の 現 象 が
erbB-PI3K-AKT 経路及び TGFβ 経路に依存し
ている事を示した。(Hayashida et al., PNAS, 
2010) EMT を生じることで癌幹細胞分画の
増加が認められるとの報告が多数認められ
るため、我々は乳腺上皮細胞 MCF10A に対し
てこの HOXB9 を導入したところ、EMT を認め
ると共に、CD44(+)CD24(-)分画はコントロー
ルに比べて増大を認めた。(2.5%→12.3%) 一
方で、HOXB9 に対する shRNA を用いて、HOXB9
高発現細胞株である MDA-MB231に対して発現
抑制を行ったところ、癌幹細胞分画は減少を
認めた。(60.1% → 39.9%, 40.6%) (Figure 1) 

Figure 1  
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Figure 3



 

 

さらに、mammosphere formation assay を施
行したところ、コントロールに比べて、
sphere 形成能が著明に亢進していた。
(Figure 2) 
 
(3)EMT 抑制とそれに伴う癌幹細胞分画の抑
制 
TGFβ は著明な EMT 誘導因子であり、前述の
HOXB9 においても、その導入により TGFβ 経
路の活性化が生じることが知られている。 
 
我々は現在までに TGFβ阻害剤としての働き
を持つことが知られていないが、臨床現場で
十分な実績のある既存の薬剤をスクリーニ
ングし、その中から免疫賦活剤として知られ
ている PSK（クレスチン®）に 3TP-lux のルシ
フェラーゼ活性を著明に抑制する働きを有
することを同定した。 
前述の3TP-luxの結果を受けて、我々はTGFβ
経路に遺伝子変異を持たない大腸癌細胞株
SW837 に対して TGFβ1 を 1時間添加し、これ
を完全に除去した後に PSK を 4時間添加した
ところ、smad2 のリン酸化及び核内移行が濃
度依存性に抑制されること、また TGFβ経路
の標的遺伝子である SERPINE1, TAGLN 等の発
現が抑制されることを示した。さらに同様の
結果が乳腺上皮細胞株 MCF10A 及び乳癌細胞
株 MDA-MB231 において観察されたため、PSK
は TGFβにより活性化される主要な経路であ
る smad 経路を抑制する働きがあることが確
認された。また、乳腺上皮細胞株 MCF10A 及
び乳癌細胞株 MDA-MB231 に対して、TGFβ1 添
加による活性刺激後に PSKを添加することに
より、smad2 のリン酸化及び核内移行の抑制
を確認した。(Figure 3) 
 
EMT は上皮細胞が間質様細胞に形態変化する
現象であり、初期胚発生における原腸陥入・
神経提細胞の遊走に重要性な働きを行って
いる。(Greenburget al., J Cell Biol, 1982) 
一方で間質細胞への移行により細胞遊走能
の亢進をもたらすことから、癌細胞の浸潤や
転移との関連が近年脚光を浴びている現象
である。細胞への TGFβ 刺激はこの EMT を誘
導することが広く知られており、我々は乳腺
上皮細胞 MCF10A への TGFβ 添加により、EMT
が誘導されること。PSK の同時添加により、
細胞形態・E-cadherin の発現減弱・vimentin
の発現亢進・細胞遊走能の亢進の全てが抑制
されることを確認した 
 
正常乳腺上皮細胞 MCF10A を用いて、TGFβ1
添加により得られる EMT とこの EMT 変化によ
る、幹細胞分画である CD44(+)CD24(-)細胞分
画の増加が PSKにより抑制されるかを検討し
た。 
TGFβの添加により MCF10Aは細胞形態の変化 

 
 
 

を伴う EMT を生じ、CD44(+)CD24(-)細胞分画
が 1.98%から 18.6%へと亢進を認めたが、PSK
を 同 時 添 加 し た 群 に お い て は 、
CD44(+)CD24(-)細胞分画は 0.29%と、これを
著明に抑制することが確認された。(Figure 
4)さらに、mammosphere の形成能を確認した
ところ、PSK の添加により、sphere 形成能の
抑制が確認された。(Figure 5) すなわち、
EMTに伴う CD44(+)CD24(-)細胞分画の増加は、
PSK による TGFβ経路と同様に抑制されるこ
とが確認された。 
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