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要旨  

癌幹細胞とは、腫瘍組織内に極少数存在し、自己複製能 ・分化能 ・造腫瘍

能を有しており、癌の発生 ・維持に関与している細胞である。また、癌幹細胞は

薬剤排出能や  DN A 修復能により化学療法や放射線療法に抵抗性を示すと

共に、浸潤能が亢進していることから癌の再発 、転移に関与している。従って、

癌幹細胞が存在する限 り、癌の根治は困難であると考えられている。癌幹細胞

は、1997  年に急性骨髄性白血病において白血病幹細胞 として最初に同定さ

れた。これを契機に様々な固形腫瘍においても癌幹細胞が同定され、その特性

解析が行われており、癌幹細胞を標的 とする新規治療法の開発が進められて

いる。しかし、子宮体癌については、近年 、食の欧米化に伴い増加傾向にある

ものの、癌幹細胞は同定されておらず、解析が進んでいないのが現状である。    

通常 、癌幹細胞を分取するためには、癌幹細胞の薬剤排出能に基づき細

胞を  DNA 結合蛍光色素である  Hoechs t  33342  (Hoechs t )  により染色し、紫

外線レーザーを用いて励起することで  s i de  popu la t ion  (SP)  分画に存在する

細胞  (SP 細胞 )  として検出する必要がある。しかし、従来用いられている紫外

線レーザー搭載型セルソーターは、高価な大型機器であり、紫外線を照射する

ことから細胞の  DN A に損傷をもたらす。さらに操作やメンテナンスが煩雑である

ことから専門のオペレーターを必要 とする。以上の点が、SP 細胞分取による癌

幹細胞研究の妨げとなっている。  

本研究は、これら紫外線レーザー搭載型セルソーターの欠点を克服すること
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のできる紫色 レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いた新規解析法による子宮体

癌幹細胞の分取法の確立と、さらにその子宮体癌幹細胞を選択的に標識する

分子マーカーを探索した結果に関するものである。  

第  1  章では、癌幹細胞の概念とその同定、再発 ・転移への関与について詳

細に記述した。また、本邦における子宮体癌の現状  (罹患率 、治療法 、発癌

機構 )  とその問題点について記述し、癌幹細胞の研究対象 としての重要性を

述べた。  

第  2  章では、ヒト子宮体癌細胞株より紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を

用いて、紫外線レーザー搭載型セルソーターを用いた場合 と同様に  SP 細胞

を検出することが可能か否か検討した結果について記述した。高分化型、中分

化型、低分化型のヒト子宮体癌細胞株  3  株を対象に  Hoechs t  染色を施し、

紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いた新規解析法により  SP 細胞の存在

率を解析 した。その結果 、それぞれの細胞株において薬剤排出能を阻害する  

ve rapami l  を投与することで消失する細胞集団を検出することができた。従って、

紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いた新規解析法は、紫外線レーザー搭

載型セルソーター同様に  SP 細胞を検出することが可能であると示唆された。  

第  3  章では、細胞造腫瘍能解析系の確立について記述 した。第  2  章に

おいて紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いた  SP 細胞の分取法を確立し

た。しかし、分取 した  SP 細胞中に癌幹細胞が存在することを証明するために

は、自己複製能 、分化能 、造腫瘍能を解析する必要がある。特に、造腫瘍能
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は  in  v i vo  でのみ解析が可能である。そこで、分化度の異なる細胞株  3  株を

免疫不全マウスへ移植し、造腫瘍能解析系の確立を目指した。また、SP 細胞

を紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて分取する際には細胞を  4 °C  で  9  

時間保存することになるため、その影響についても合わせて検討した。その結果 、

低分化型の細胞株は他の細胞株 と比較して高い造腫瘍能を示した。また、細

胞を  4 °C  で  9  時間保存することにより対照群と比較して腫瘍形成までにかか

る期間の遅延が認められたが、腫瘍形成が認められたため、この実験系を用い

て紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  より分取した  SP 細胞の造腫瘍能を解析

することが可能であると示唆された。  

第  4  章では、紫色レーザー搭載型  FA CSAr ia  を用いて新規解析法により

分取した  SP 細胞中に癌幹細胞が存在することを証明するため、第  3  章の検

討において最 も高い造腫瘍能を示した低分化型細胞株の  SP 細胞および非

癌幹細胞で構成されていると考えられる  ma in  popu la t ion  (MP)  細胞を対象に

自己複製能 、分化能 、造腫瘍能の解析を行った。その結果 、SP 細胞は  SP 

分画を維持すると共に、MP 細胞へと分化 し、自己複製能および分化能を有

する細 胞 であることが確 認 された。また、 SP 細胞は  MP 細胞 と比 較 して  i n  

v i vo  において高い造腫瘍能を示した。さらに、 i n  v i t ro  においても  i n  v i vo  同

様に  SP 細胞は高い増殖能を示した。これらの結果より、紫色レーザー搭載型  

FACSAr ia  を用いて分取した  SP 細胞中には子宮体癌幹細胞が存在すること

が証明 された。従って、癌幹細胞は、紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用い
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て分取することが可能であり、癌幹細胞研究に有用な分取機器の一つに成 り

得ることが示唆された。  

第  5  章では、子宮体癌幹細胞分子マーカーの探索について記述した。第  

2  章および第  4  章 より紫 色 レーザー搭 載型  FACSAr ia  を用 いて分 取 した  

SP 細胞中に子宮体癌幹細胞の存在が証明 されたことから、SP 細胞に特異

的に発現する分子を検索することで、子宮体癌幹細胞分子マーカーの同定を

試みた。そこで、子 宮体癌の発生に関 与 していることが知 られている  K i r s t en  

ra t  s a rcoma v i ra l  o ncogen e  homolog ( KRAS)  に着目し、KRAS  の発現につ

いて  mRNA および蛋白発現解析を行 った。その結果 、 SP 細胞では  KRAS 

の  mRNA および蛋白発現共に  MP 細胞と比較して有意に高値を示した。こ

のことから、KRAS  が子宮体癌において癌幹細胞分子マーカーと成 り得 ること

が示唆 された。また、近年の癌幹細胞研究において、マウス卵巣上皮細胞に  

C-myc  および  v-K i - ras2  Ki r s t en  ra t  sarcoma v i ra l  oncogene  homolog  

(Kras )  を導入することで卵巣癌幹細胞が作製できたという報告がある。この報

告より、ヒトの子宮体癌幹細胞の発生 ・維持においても  KR AS が関与している

ことが考えられる。  

 以 上の結果から、紫外線レーザー搭載型セルソーターを用いた場合 と同様に、

紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて  SP 細胞を分取できることが示され

た。また、ヒト子宮体癌細胞株より分取した  SP 細胞は、自己複製能および分

化能を有すると共に、MP 細胞 と比較 して高い造腫瘍能を有することから、 SP 
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細胞中に子宮体癌幹細胞が存在することが証明された。さらに、悪性度の高い

ヒト子宮体癌細胞株において、SP 細胞は  KRAS 陽性細胞を優勢に含むこと

から、癌幹細胞は  KRAS を発現し、癌の発生 ・維持に関与していると考えられ

る。加えて、KRAS は高悪性度の子宮体癌において癌幹細胞分子マーカーと

して診断に有用であることが示 された。また、紫色 レーザー搭載型  FACSAr ia  

は紫外線レーザー搭載型セルソーターの欠点を克服しており、この技術を用い

た癌幹細胞分取の報告は、本研究が最初である。従って、本研究で提示した

紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  による癌幹細胞分取法を検討評価すること

により、癌幹細胞研究の更なる効率化が期待される。  
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第  1  章  

序論  

自己複製能と分化能を有する幹細胞は、組織 ・臓器を構成する細胞集団の

階層性の維持に密接に関与しており、その機能の異常または低下による組織 ・

臓 器 への影 響 は甚 大 である  
1 )。幹 細 胞 は薬 剤 排 出 に関 わる  ATP -b inding  

cas se t t e  (A BC)  t r anspor t e r  と呼ばれる細胞膜蛋白を発現することで、一旦取

り込んだ薬剤や毒物を排出し有害物質から逃れる生態防御システムを備えてい

る  
2 )。  

現在、本邦における死因の約  30% は悪性新生物、いわゆる「がん」によるも

のであり、心疾患や肺炎を上回り第  1  位となっている  (F i g .  1 )  
3 )。近年 、がん

克服へ向けた新たな研究対象として「癌幹細胞 」が重要視 されている  
4 )。癌幹

細胞とは、幹細胞特性である自己複製能、分化能に加え、高い造腫瘍能を有

しており、極少数の細胞により癌を形成することができ、癌組織の維持 ・増大に

関与している細胞である  (F i g .  2 )  
4 )。さらに、癌幹細胞は正常幹細胞と同様に  

ABC t ranspor t e r  を発現し、薬剤排出能を有すると共に、DNA 修復能が亢進

している 5 , 6 )。そのため、化学療法や放射線療法に高い抵抗性を示し、治療後

に残存することにより癌の再発に関与している  (F i g .  2 )  
5 , 6 )。従って、癌幹細胞

が存在する限 り癌の根治は困難であり、癌幹細胞を標的 とする新規治療法の

開発が望まれている。また、癌細胞が他の臓器に転移するためには、その細胞

が原発巣から遊離するだけではなく、周囲の組織に浸潤 ・遊走し、血管やリンパ
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管に入 り込まなければならない。さらに、到達 した部位で新 しく癌を形成する能

力が必要 となることから、浸潤 ・転移においても癌幹細胞が関与していると考え

られている  (F i g .  2 )  
7 )。これらのことから、癌幹細胞は、治療標的としてだけでは

なく、浸潤 ・転移のメカニズムを解明する上でも重要な知見を与えるものと考えら

れる。  

癌組織が極少数の癌幹細胞の存在により形成されるという癌幹細胞仮説は、

今から約  150  年前の  1867  年に  C ohnhe im  により提唱 された  
8 , 9 )。この仮

説を支持する報告が、近年の活発な幹細胞研究 と解析技術の飛躍的な進歩

による後年に行われた。1961  年に、McCul loch  らにより組織幹細胞が癌の起

源であることが提唱され、1967  年に、Pi e rce  により幹細胞の成熟障害により癌

が発生することが提唱された  
8 , 1 0 , 1 1 )。そして、癌幹細胞仮説が提唱された  13 0  

年後の  1997  年に  D ick  らにより、急性骨髄性白血病において白血病幹細

胞の存在を証明され、世界で最初に癌幹細胞の存在が報告された  
1 2 )。これを

契機として、2003  年には乳癌や脳腫瘍において癌幹細胞が同定され、その後

様々な腫瘍において癌幹細胞が同定 されており、癌幹細胞研究が進められて

いる  
4 , 1 3 )。  

近年、本邦における生活習慣の欧米化が進み、これまで欧米諸国で高値を

示した子宮体癌の罹患率が著しい増加傾向を示している  (F ig .  3 )  
1 4 - 1 6 )。類内

膜 腺 癌 は 子 宮 体 癌 の 組 織 型 の 中 で  80% 以 上 を 占 め て お り 、                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

分化の程度により高分化型  (Grad e  1 ;  明瞭な腺管構造が大半を占めており、
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充実性胞巣からなる領域が  5% 以下のもの )、中分化型  (Grade  2 ;  充実性

胞巣からなる領域が  5% をこえるが  50% 以下のもの。ただし、充実性成分が  

5% 以下でも核異型が強いもの )、低分化型  (Gr ade  3 ;  充実性胞巣からなる

領域が  50% をこえるもの。ただし、充実性成分が  50% 以下でも核異型が強

いもの )  に分類 され、低分化なほど予後が悪いことが知 られている  (Tab le  1 )  

1 7 - 2 1 )。また、子宮体癌はエストロゲン依存性で、比較的若年者に発生し、病巣

周 囲に子 宮 内膜増殖症や子 宮 内膜異型増殖症 を伴 う比 較 的 予 後良好 な  

t ype  1  と、エストロゲン非依存性で、高齢者に多く、予後不良な  t ype  2  に分

別される  
2 2 )。Typ e  1  の組織型は類内膜腺癌の  Grad e  1、Grade  2  が多 く、

Kirs t en  ra t  sarcom a v i ra l  oncogene  h omolog  (KRAS )  や  phospha tase  and 

t ens in  homolog  (PTEN )  の変異頻度が高い  ( F ig .  4 )  
2 3 - 2 7 )。Typ e  2  の組織型

は類内膜腺癌の  G rade  3  や非類内膜腺癌  (漿液性腺癌、明細胞腺癌 、未

分化癌など )  が多く、 t umor  pro te in  p53  (TP53 )  の変異頻度が高い  ( F ig .  4 )  

2 8 , 2 9 )。このように、子宮体癌の発癌過程には  KRAS、PTEN、TP53  が関わって

いることが知られているが、その他の詳細な発癌機構については解明されていな

い。子宮体癌の治療は外科的手術療法が主体となっており、化学療法や放射

線療法は、再発の危険性が高い症例に対する補助療法 として行 われることが

多い  
3 0 )。子宮体癌幹細胞を同定し、その特性を解明することは、子宮体癌の

発癌機構の解明 、新規治療法の開発に繋がると考えられる。しかし、子宮体癌

幹細胞は同定されておらず、子宮体癌幹細胞を同定することは早急に解決す
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べき課題となっている。  
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 Fig .  1  本邦における主な死因別死亡数の割合  (平成  2 4  年 )  

悪性新生物は、死因の約  30% を占めており、心疾患や肺炎を上回 り第  1  

位となっている。 (厚生労働省平成  24  年人口動態統計データを基に作成 )  
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Fig .  2  癌幹細胞の特性  

癌幹細胞とは、自己複製能 ・分化能 ・造腫瘍能を有しており、癌の発生 ・維

持に関与している細胞である。また、薬剤排出能や  DNA 修復能により化学療

法や放射線療法に抵抗性を示すと共に、浸潤能が亢進していることから癌の再

発、転移に関与している。  
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Fig .  3  本邦における子宮体癌の罹患率の年次推移  

生活習慣の変化に伴い、本邦における子宮体癌の罹患率は著しい増加傾

向を示している。197 5  年と比較して  2007  年では罹患率は  5  倍以上増加し

ている。 (国立がん研究センターがん対策情報センターのデータを基に作成 1 4 )
)  
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Table  1 .  子宮体部類内膜腺癌の組織分化度と  5  年生存率  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hauptmann S, et al 
11)

Creutzberg CL, et al 
12)

Salvesen HB, et al 
13)

Grade 1 81 % 97 % 92 %

Grade 2 71 % 94 % 83 %

Grade 3 33 % 76 % 57 %
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Fig .  4  子宮体癌の発癌機構  

エストロゲン依存性で、予後良好な  t ype  1  子宮体癌の発生には、Kirs t en  

ra t  sarcoma v i ra l  oncogene  homolog  (KRAS )  や  phospha tase  and  t ens in  

homolog  (PTEN )  の遺伝子変異を伴う場合がある。また、エストロゲン非依存性

で、予後不良な  t yp e  2  子宮体癌の発生には、 t umor  pro te in  p53  (TP53 )  の

遺伝子変異を伴う場合がある。  

 

 

 

 

 

 

正
常
内
膜

子宮内膜増殖症

エストロゲン依存性であり、KRAS、PTENの遺伝子変異を伴う場合がある。

エストロゲン非依存性であり、 TP53の遺伝子変異を伴う場合がある。

Type 1

Type 2

子
宮
体
癌

類内膜腺癌の Grade 3 や非類内膜腺癌 (漿液性腺癌、明細胞腺癌、未分化癌など) が多い。

類内膜腺癌の Grade 1、Grade 2 が多い。
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第  2  章  

紫色レーザー搭載型セルソーターによる  s ide  popula t ion  (SP)  細胞の分取

法の確立  

 

2-1  研究の背景および目的  

正常幹細胞の薬剤排出能には  A BC t ranspor t e r  が関与 しており、中でも

ATP -b ind ing  cas se t t e ,  sub - fami l y B ,  member  1  (ABCB1/MDR1)  や  

ATP -b ind ing  cas se t t e ,  sub - fami l y G,  member  2  (ABCG2 )  の発現が高いこと

が報告 されている  1 , 2 )。同 様に、癌幹細胞の薬剤排出能においても、ABC B1 

および  ABCG2 が関与していると考えられており、癌幹細胞分取には、A BCB1 

および  ABCG2 依存的に細胞外へと排出される細胞膜透過性  D NA 特異的

蛍光色素  Hoechs t  33342  (Hoechs t )  を用いる方法が応用されている  ( F ig .  1 )  

1 - 4 )。薬剤排出能を有する癌幹細胞は  Hoechs t  を細胞外に排出するため、核

は  Hoechs t  蛍光陰性 を示す。一 方 、薬 剤排出能 を持 たない非 癌幹細胞は  

Hoechs t  を細胞外に排出することができないため、核は  H oechs t  蛍光陽性を

示す  
5 - 1 0 )。これら  Hoechs t  により染め分けられた細胞の解析には、従来 、紫

外線レーザー搭載型の蛍光標示式細胞分取器  ( f l uo rescence  ac t iva t ed  ce l l  

so r t e r ;  FACS)  が用いられてきた。Hoech s t  は紫外線レーザーで励起することに

より青色から赤色の蛍光を放射する  (F i g .  2 )。そこで、個々の細胞の青色の蛍

光強度を縦軸に、赤色の蛍光強度を横軸にとり展開すると、癌幹細胞は  s i de  

http://ejje.weblio.jp/content/fluorescence+activated+cell+sorter
http://ejje.weblio.jp/content/fluorescence+activated+cell+sorter
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popula t ion  (SP)  細胞 と呼ばれる  Ho echs t  蛍光陰性の細胞集団を構成 し、

非癌幹細胞は  m a in  popu la t ion  (MP)  細胞あるいは  non- SP (NSP)  細胞と

呼ばれる  Ho echs t  蛍光陽性の細胞集団を構成する  ( F i g .  3 )  
1 - 4 )。SP 細胞は

神経膠腫、乳癌 、卵巣癌、肝癌 、胃癌などの固形腫瘍やその細胞株から分離

されてお り 、 SP 細 胞 中 に癌 幹 細 胞 が存 在 する こ とが明 らかにされている  

3 , 4 , 1 1 , 1 2 ) 。 SP 細 胞 を検 出 するためには、 350  nm の紫 外 線 レーザーによ り  

Hoechs t  を励起する必要がある  
3 , 1 3 )。33 7  nm から  367  nm の励起紫外線光

源の最も一般的な供給源は水冷アルゴンレーザーやクリプトンイオンガスレーザ

ーである。しかし、これらのレーザーを搭載したフローサイトメトリーやセルソーター

は大型で、操作やメンテナンスが煩雑であるという欠点があるため、専門のオペ

レーターを必要とする。また、紫外線を照射することから細胞の遺伝子損傷を避

け る こ と が で き な い  
3 , 1 3 ) 。 従 っ て 、 紫 外 線 レ ー ザ ー を 搭 載 し て い る  

FACSVantage  (BD  Biosc i ences ,  Fr an k l in  Lakes ,  NJ ,  U SA) 、 C ytomat ion  

MoFlo  (Beckman  Cou l t e r,  H ia l eah ,  FL,  USA) 、 Beckm an  Cou l t e r  Al t ra  

(Beckman  Cou l t e r,  H ia l eah ,  FL,  USA )  といったフローサイトメトリーやセルソー

ターの使用は限られている  (Tab le  1 )  
3 , 1 3 )。FACSVantage  とは対照的に、紫色

レーザー搭載型  FA CSAr ia  (BD Biosc i ences ,  Frank l in  Lakes ,  NJ ,  USA )  は、

高い分取効率を有 しており、操作やメンテナンスが容易であることから、専門の

オペレーターを必要 としない上に、細胞分取速度が速 く、安価であるという特徴

を有する。さらに、紫色レーザーは、紫外線による遺伝子損傷の可能性を最小
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限 に抑 えることができる  (Tab le  1 )  
3 , 1 3 )。現 在 までに、紫 色 レーザー搭 載 型  

FACSAr ia  を用いて  SP 細胞を分取したという報告はなされておらず、これが可

能となれば癌幹細胞研究の効率化を図ることができると期待される。  

本研究で用いる紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  は、細胞の分取において

液滴荷電方式を用いており、ノズルを超音波振動させることにより、シース流は

途中から液滴を形成する。目的の細胞を含むシース流が液滴を形成しようとす

る寸前にシース流を荷電すると、液滴を形成する以前のシース液はアースにより

荷電がキャンセルされるが、液滴は荷電状態を維持する。荷電した液滴は下流

にある偏向板に引き寄せられ、チューブへと回収される。この機構を用いることに

より、個々の細胞が持つ多数の情報をもとに、極めて高い純度で、目的の生細

胞 を無菌的かつ正確に任意の数だけ入手することが可能 となっている  (F i g .  

4 )。  

本研究では紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いた  SP 細胞の分取法

を確立することを目的に、紫外線レーザー同様に紫色レーザーで  SP 細胞 を

検出 ・分取することが可能か否かヒト子宮体部類内膜腺癌細胞株を対象にフロ

ーサイトメトリー解析を行ったので報告する。  
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Fig .  1  細胞膜透過型  DNA 結合蛍光色素  Hoechs t  333 42  (Hoechs t )  によ

る選択的染色  

癌幹細胞の薬剤排出能に関わる  ATP - b inding  cas se t t e  (A BC)  t r anspor t e r  

(ABCB1,  A BCG 2)  による  Hoechs t  排出に基づき、癌幹細胞と非癌幹細胞を

染め分けることができる。  
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Fig .  2  Hoechs t  の励起波長および  Hoechs t  を励起することで得られる蛍光

波長  

Hoechs t  は紫外線レーザー  (350  nm)  により励起することで青色から赤色の

蛍光を放射する。  
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Fig .  3  従来法 ：紫外線レーザー搭載型  FACS Vantage  による解析 ・分取  

Hoechs t  が放出する青色の蛍光強度を縦軸に、赤色の蛍光強度を横軸に

とり展開すると、SP 細胞を検出することができる。また、SP 細胞を分取する際

には、ve rapami l  により薬剤排出能を阻害することで、SP 細胞が消失すること

を確認する。  
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Table  1 .  FACS (FA CSVantage  および  FACSAria )  の比較  
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Fig .  4  紫色レーザー搭載型  FACSAria  による細胞分取の原理  (液滴荷電

方式 )  

①紫色レーザーにより励起された個々の細胞における  Hoechs t  蛍光のデー

タを読み取 る。②SP 細胞および  MP 細胞を含むシース流が液滴を形成する

瞬間に液滴を正 または負に荷電させる。③荷電した液滴は電位差を有する偏

向板に引きつけられるため、SP 細胞および  MP 細胞の生細胞をチューブに回

収することができる。  
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2-2  研究の方法  

細胞株  

分化度の異なるヒト子宮体部類内膜腺癌細胞株  Ish ikawa  (Grade  1 ;  高分

化型、European  Co l l ec t ion  o f  Ce l l  Cu l tu re ,  UK,  99040201)、HEC -1  (Grade  

2 ;  中 分 化 型 、 J ap an  Hea l th  Sc i ences  Founda t ion ,  J ap an ,  J CRB0042) 、

HEC-50B (Grade  3 ;  低分化型、 J apan  Hea l th  Sc i ences  Fo unda t ion ,  J apan ,  

JCRB1145)  を用いた。  

 

細胞培養  

10% fe t a l  bov ine  se rum  (FBS ,  MP Biomed ica l s ,  USA)  を含む  Eagles ’ 

min imum essen t i a l  med ium (EMEM ,  MP Biomed ica l s ,  USA)  を各細胞株の

培地として用いた。細胞を  Ce l l  Cu l tu r e  Di sh  100×20  mm (BD Biosc i ences ,  

Frank l in  Lakes ,  NJ ,  USA)  に播種し、5 % CO 2、37°C  の条件下にて培養した。  

 

フローサイトメトリー解析による  SP 細胞および  MP 細胞の検出  

各細胞株において  Hoechs t  を排出する  SP 細胞の存在を紫色レーザー搭

載型  FACSAr ia  を用 いて紫外線レーザー同様に検出することが可能か否か

検討した。HEC-50B を 0 .2% EDTA-2 Na  加 トリプシンにて培養皿より剥離し、

2% FBS  加  Hanks ’ ba l anced  sa l t  so lu t ion  (Naca l a i  Tesque ,  I NC. ,  J apan)  
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に 1×10
6  個 /m L になるように浮遊させ、Hoechs t  (8 .9  μM;  S igma -Aldr i ch ,  S t .  

Lou i s ,  MO,  USA)  で 37°C  にて 90  分間染色した。また、SP  細胞の存在

の有 無 を確 認 するために 、 Hoechs t  および  ve rapami l  (ABC t ranspor t e r  

i nh ib i to r ;  終濃度 ,  75  μM;  S igma - Aldr i ch ,  S t .  Lou i s ,  MO,  USA)  を添加した

細 胞 懸 濁 液 を用 意 した 。洗 浄 後 、死 細 胞 を検 出 す るため 、 2  μg/m L の  

p rop id ium io d ide  ( P I;  S igma -Aldr i ch ,  S t .  Lou i s ,  MO,  USA)  により 4°C  で 

10  分間染色した。染色後、紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  により解析を行

い、P I  陽 性細胞を死細胞として除去後 、Hoechs t  を指標に  SP 細胞の検出

を試みた。Hoechs t  および  ve rapami l  の作用機序は  F ig .  5  に示す。  
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Fig .  5  Hoechs t  および  verapami l  の作用機序  

 薬 剤排出能を有する細胞において、細胞膜透過型の  H oechs t  は細胞膜を

通過後 、A BCB1 および  A BCG2 依存的に細胞外へ排出 される。Verap ami l  

は  ABCB1 および  ABCG2 の基 質 として働 き、薬 剤 排 出 能 を阻 害 する。

Verapami l  により  H oechs t  を細胞外へ排出することができなくなった細胞や薬

剤排出能を持たない細胞は、細胞質内に残存する  Hoechs t  が、さらに核膜を

通過して  DNA の副溝の  AT 配列に結合するため核が染色される。  
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2-3  研究結果  

フローサイトメトリー解析  

紫色レーザー搭載型  FACSAria  を用 いて  Hoechs t  排出能に基づく  SP 

細胞の検出を試みた。紫色レーザーは、従来用いられている紫外線レーザーと

同様の原理で  Ho echs t  を励起し、青色と赤色の蛍光を検出することが不可能

である。そこで、新規解析法として細胞がレーザーを通過する間の最大蛍光強

度と蛍光面積を検出することにした (F ig .  6 )。個々の細胞の最大蛍光強度を

縦軸に、蛍光面積を横軸にとり展開したところ、 Ish ikawa  ( Grade  1 )  において、

verapami l  を投与することで消 失する細胞集団 、すなわち  SP 細胞 を  0 .4% 

検出した  (F i g .  7 )。同様に、HEC-1  (G rade  2 )  においては  0 .5%、HEC-50B 

(Grade  3 )  においても  0 .5% の  SP 細胞を検出した  (F i g .  8 ,  9 )。  

 

 

 

 

 

 

 



35 

 

 

Fig .  6  紫色レーザーにより  Hoechs t  蛍光を検出するための新規解析法  

紫色レーザーによる新規解析法として細胞の最大蛍光強度と蛍光面積を検

出する。  
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Fig .  7  I sh ikaw a (Grade  1 )  のフローサイトメトリー解析  

 紫 色 レーザー搭載型  FACSAria  による新規解析法 を用いて  Hoechs t  排

出能に基づく  SP 細胞の検出を  I sh ikawa  を対象に試みた。 (A)  Hoechs t  蛍

光強度、蛍光面積が共に弱い  SP 分画を認めた。 ( B)  Ve rapami l  を投与する

ことで、SP 分画は減少した。  
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Fig .  8  HEC-1  (Gra de  2 )  のフローサイトメトリー解析  

 紫 色 レーザー搭載型  FACSAria  による新規解析法 を用いて  Hoechs t  排

出能に基づく  SP 細胞の検出を  HEC -1  を対象に試みた。 (A)  Hoechs t  蛍光

強度、蛍光面積が共に弱い  SP 分画を認めた。 (B)  Ver apami l  を投与するこ

とで、SP 分画は減少した。  
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Fig .  9  HEC-50B (Grade  3 )  のフローサイトメトリー解析  

 紫 色 レーザー搭載型  FACSAria  による新規解析法 を用いて  Hoechs t  排

出能に基づく  SP 細胞の検 出 を  HEC -50B を対 象 に試 みた。 (A)  Hoechs t  

蛍光強度、蛍光面積が共に弱い  SP 分画を認めた。 ( B)  Verapami l  を投与す

ることで、SP 分画は減少した。  
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2-4  考察  

SP 細胞は元来 、骨髄から  Hoecchs t  を排出する小集団 として同定 された  

1 , 3 , 1 3 )。Hoechs t  は  DNA に結 合 することで核 を明 るく染 める  
1 , 3 , 4 , 1 3 )。ABC 

t ranspor t e r  ファミリーのメンバーは、細胞の薬剤排出において重要な役割を果

たしており、中でも  ABCB1、A BCG2 は  Hoechs t  排出機構に関与している蛋

白として特定された  
1 , 3 , 4 , 1 3 )。ABC t ran spor t e r  による  Hoechs t  を排出する能

力を有する細胞は、SP 分画を構成し、ABC t ranspor t e r  を欠いた大部分の細

胞は  MP 分画 を構 成する。 SP 細胞 の検出は、紫 外 線 レーザー励起による  

Hoechs t  固有の蛍光発光に依存する  
3 , 1 3 )。Hoechs t  の励起には、紫外線光

源が必要であるが、紫外線レーザー搭載型セルソーターは高価 な大型機器で

あり、高 出力 を必要 とし、さらに細 胞の  DNA に損傷 をもたらす  
3 , 1 3 )。近 年 、

Simpson  らにより  407  nm 紫色レーザーで  Hoechs t  を励起することでもマウス

の骨髄から  SP 細胞を検出することが可能であり、その中に造血幹細胞が存

在することが報告 された  
1 4 )。このことから、紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を

用いて  SP 細胞中に存在する癌幹細胞を検出することが可能であると示唆 さ

れた。しかし、現在までにそのようなことは報告されていない。そこで、癌幹細胞の  

Hoechs t  排出能に基づき紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いてヒト子宮

体部類内膜腺癌細胞株より  SP 細胞を検出することが可能か否か検討した。

本研究では、安価なレーザー光源で、紫外線による  DN A 損傷の可能性を最

小限に抑え、解析および分取することができる紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  
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を用いた。この技術を用いた  SP 細胞の分取の報告は、本研究が最初である。  

癌幹細胞は、白血病 、脳腫瘍 、乳癌 、肺癌 、前立腺癌といった様々な悪性

腫瘍の SP 細胞中に存在することが報告されている  
1 5 - 1 9 )。本研究において、

紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて縦軸に最大蛍光強度、横軸に蛍光

面積をとり、個々の細胞のデータを展開した。その結果、紫外線レーザーと同様

に、癌幹細胞の薬剤排出能を阻害する ver apami l  を投与することで消失する

細胞集団を Ish ikawa  (Grad e  1 )  では  0 .4%、HEC -1  (Grad e  2 )  では  0 .5%、

HEC-50B (Grad e  3 )  では  0 .5% 検出することができた。これらの細胞集団が  

SP 細胞であると考えられる。従って、紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用い

た新規解析法により  SP 細胞を分取することが可能であることを実証した。しか

し、薬剤排出能に基づき分取した  SP 細胞中に必ず癌幹細胞が存在している

とは限 らない。分取 した  SP 細胞中に癌幹細胞が存在することを証明すること

で、初めて紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いた新規解析法が癌幹細胞

研究に有用であることを示すことができる。SP 細胞中に癌幹細胞が存在してい

ることを証明するためには、自己複製能、分化能、造腫瘍能の解析が不可欠で

あり、癌幹細胞の造腫瘍能を解析する有効な実験系は、免疫不全マウスモデ

ルを用いた  i n  v i vo  における解析のみである。実際、これまでに同定されている

多 くの癌幹細胞の造腫瘍能は、免疫不全マウスを用いて  i n  v i vo  において解

析がなされている  2 0 - 2 3 )。そこで、紫色レーザー搭載型  FACSAria  により分取

した SP  細胞中に癌幹細胞が存在していることを証明するにあたり、造腫瘍能
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解析が必須となることから、まず細胞造腫瘍能解析系の確立を目指した。次の

第  3  章において細胞造腫瘍能解析系の確立について述べた。  
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第  3  章  

細胞造腫瘍能解析系の確立  

 

3-1  研究の背景および目的  

現在 、癌幹細胞は  1997  年に同定された急性骨髄性白血病幹細胞をはじ

め、乳癌 、脳腫瘍 、大腸癌など様々な固形癌においても同定 されている  
1 - 6 )。

癌幹細胞を同定するためには、自己複製能 、分化能 、造腫瘍能の解析が必

須である。造腫瘍能を評価するためには、分取した癌幹細胞の候補となる細胞

集団を免疫不全マウスに移植し解析する必要がある。  

第  2  章において、紫色 レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いた  SP 細胞の

分取法を確立した  
7 )。しかし、分取した  SP 細胞中に癌幹細胞が存在すること

を証明するためには、自己複製能、分化能、そして特に造腫瘍能を解析する必

要がある  
8 , 9 )。そこで、本研究では細胞造腫瘍能解析系を確立することを目的

に、紫色 レーザー搭載型  FACSAr ia  により解析 ・分取する前のヒト子 宮体部

類内膜腺癌細胞株を免疫不全マウスに移植し造腫瘍能を解析した。また、SP 

細胞分取に掛かる時間 と温度による細胞への影響についても合わせて検討し

たので報告する。  
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3-2  研究の方法  

細胞株、細胞培養は第  2  章に準ずる。  

 

細胞造腫瘍能解析  

4  週齢の  BA LB/c  (nu /nu)  メスヌードマウス  ( char l es  r i ve r,  J apan)  を購入

し飼育した。 In  v i t ro  において高い増殖能を示す  I sh ikaw a  (Grade  1 )、HEC-1  

(Grade  2 )、HEC-50 B (Grade  3 )  の培養皿より剥離した直後の細胞をヌードマ

ウスに移植し、造腫瘍能を解析することで実験系の確立を目指した。また、紫色

レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて  SP 細胞および  MP 細胞を分取 し動

物に移植するためには、氷冷中における操作が  9  時間程必要である。そこで、

この保存操作による造腫瘍能への影響を検討するため、培養皿より剥離した直

後の細胞の造腫瘍能 と剥離後  4 °C  で  9  時間保存 した細胞の造腫瘍能を

比較した。造腫瘍能解析は、倉敷芸術科学大学動物実験委員会の承認の下  

(承認番号 ;  21 -46)、Nat iona l  Ins t i t u t e  o f  Hea l th  Gu ide  fo r  t he  Care  and  Use  

o f  Labora to r y Ani mal s  (1996)  に基づいて行った。各条件  ｛ (剥離直後 ;  対

照群 )、 (剥離後  4 ° C・9  時間保存群 )｝  の細胞  1×10
6  個を  100  μ L のリン酸

緩衝生理食塩水  ( PBS)  に浮遊 させ、深麻酔後に皮下移植 した。移植後は  

35  日間毎日観察を行い、腫瘍形成確認後から腫瘍径を計測した。  
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3-3  研究結果  

細胞造腫瘍能解析  

紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて分取 した  SP 細胞中に癌幹細

胞が存在することを証明するために必要である細胞造腫瘍能解析系の確立を

目指した。また、SP 細胞分取に掛かる時間 と温度による細胞への影響につい

ても合わせて検討した。  

その結果、 Ish ikaw a  (Grade  1 )  の対照群および  4 °C・9  時間保存群は共に、

動物移植  35  日後までには腫瘍の形成は確認されなかった  (Tab le  1 )。  

HEC-1  (Grade  2 )  の対照群では移植  7  日後に、4°C・9 時間保存群では

移植  11  日後に腫瘍の形成が確認された  (Tab le  1 )。また対照群の腫瘍は移

植  7  日後に  1  mm、14  日後に  4  mm、21  日後に  5  mm、28  日後に  6  mm、

35 日後に  8  mm と大きくなった。4°C・9  時間保存群の腫瘍は、移植  11  日

後に  0 .3  mm、14  日後に  0 .6  mm、21  日後に  1  mm、28  日後に  2  mm、35  

日後に  3  mm と大きくなった  (F ig .  1 )。  

HEC-50B (G rade  3 )  の対照群では移植  5  日後に、4°C・9  時間保存群で

は移植  7  日後に腫瘍の形成が確認された  (Tab le  1 )。また、対照群の腫瘍は

移植  5  日後に  2  mm、7  日後に  3  mm、14  日後に  6  mm、21  日後に  9  

mm、28  日後に  11  mm、35  日後に  13  mm と大きくなった。4°C・9  時間保存

群の腫瘍は、移植  7  日後に  1  mm、14  日後に  3  mm、21  日後に  5  mm、28  

日後に  6  mm、35  日後に  8  mm と大 きくなった  (F i g .  2 )。さらに  HEC-50B 
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の腫瘍形成は、対照群および  4 °C ・9  時間保存群共に、HEC -1 と比較 し早

期に確認された。  
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Table  1 .  In  v i vo  における腫瘍形成の有無  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞株 対照群 4ºC ・ 9 時間保存群

Ishikawa - -

HEC-1 + +

HEC-50B + +

観察期間 ： 35 日間
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Fig .  1  HEC-1  (Gra de  2 )  による腫瘍形成  

HEC-1  の各条件  ｛ (剥離直後 ;  対照群 )、 (剥離後  4 °C・9  時間保存群 )｝  

の細胞  1×10
6  個を皮下移植した。移植後は  35  日間毎日観察を行い、腫瘍

形成確認後から腫瘍径を計測した。対照群では移植  7  日後に、4°C・9  時間

保存群では移植  11  日後に腫瘍形成が確認された。また、時間経過と共に腫

瘍は大きくなった。  

 

0

2

4

6

8

10

12

14

0 5 10 15 20 25 30 35

観察期間 (日)

腫
瘍
径

(m
m

)

対照群

4 ºC ・ 9 時間保存群



55 

 

 

Fig .  2  HEC-50B (Grade  3 )  による腫瘍形成   

HEC-50B の各条 件  ｛ (剥離直後 ;  対照群 )、 (剥離後  4 °C ・ 9 時間保存

群 )｝  の細胞  1×10
6  個を皮下移植した。移植後は  35  日間毎日観察を行い、

腫瘍形成確認後から腫瘍径を計測した。対照群では移植  5  日後に、4°C・9  

時間保存群では移植  7  日後に腫瘍形成が確認された。また、時間経過と共

に腫瘍は大きくなった。  
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3-4  考察  

第  2  章において紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  により  SP 細胞を分取

することが可能であることを実証してきた  
7 )。しかし、腫瘍組織から分取した  SP 

細胞中に癌幹細胞が必ずしも存在しているというわけではない  
1 0 , 1 1 )。  

SP 細胞中に癌幹細胞が存在することを証明するためには、癌幹細胞の定

義である自己複製能、分化能、造腫瘍能の解析が必須である。しかし、造腫瘍

能を解析するためには、癌幹細胞の候補 となる細胞集団を分取し、免疫不全

マウスモデルを用いて造腫瘍能を解析しなければならない。分取した細胞集団

が高い造腫瘍能を有しているのであれば、極少数の細胞でも腫瘍を形成するこ

とができると考えられる。この様な実験系を用いて  1997  年に前述の急性骨髄

性白血病において最初に癌幹細胞の存在が証明された  
1 )。その後、同様の実

験系を用いて乳癌、脳腫瘍、大腸癌などの固形癌においても癌幹細胞の存在

が証明されている  
2 - 6 )。そこで、紫色レーザー搭載型  FACSAria  により分取し

た SP  細 胞中に癌幹細胞が存在していることを証明するにあたり、まず、細胞

造腫瘍能解析系の確立を目指した。紫色レーザー搭載型  FACSAria  を用い

て  SP 細胞 を分 取 し、動 物 に移 植するためには、氷 冷 中 における操 作 が  9  

時 間程必要である。今回の解析において、細胞を  4 °C  で  9  時間保存するこ

とで造腫瘍能に影響を及ぼすことが示唆されたが、腫瘍形成は確認されたため

現行の保存方法で  SP 細胞の造腫瘍能解析は可能であると考えられた。また、

今回用いた癌細胞株の中では、 Ish ikawa  の造腫瘍能は低く、HEC-50 B が最
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も高い造腫瘍能を有することが示された。 Ish ikawa  に関 しては、1×10
7  個を移

植 した場合 、移植  21  日後に腫瘍の形成が確認 されたが、 63  日経過 しても 

1  cm 程度までにしか成長しなかったという報告がある  
1 2 )。HEC -1  に関しては、

5×10
6  個を移植 した場合 、移植  3  日後に腫瘍の形成が確認 され、 21  日後

には 6  mm  程 度 に成長したという報告がある  
1 3 )。HEC - 50B に関しては、造

腫瘍能を有することは報告されているが、詳細な報告はない  
1 2 )。これらの報告

より、今回の解析において  I sh ikawa  による腫瘍の形成が確認されなかったの

は、 Ish ikawa  の造腫瘍能が低 く、移植  35  日後までと観察期間が短かったた

めと考 えられる。さらに、 Ish ikawa  の造腫瘍能が低いのは、 i n  v i vo  における 

Ish ikawa  の  doub l ing  t ime  が  64  時間と  HEC -1  の  31  時間や  HEC-50B 

の  30  時間と比べて極めて遅いことが原因であると考えられる  
1 2 )。また、HEC-1  

において対照群が移植  7  日後に腫瘍を形成し、3  週間後には  5  mm 程度

の大きさとなり、移植した細胞数は異なるが、報告と同様の経過を辿ったことから、

今回行った実験の妥当性が示 された。さらに、ヒト子宮体部類内膜腺癌細胞

株 を用 いた造 腫 瘍 能 解 析 では 、 Gr ade  の低 い  Ish ikawa  を用 いるよ り も  

Grade  の高い  HEC -50B を用いることで早期に結果を得ることができると考えら

れる。以上のことから、紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて分取した  SP  

細胞および  MP 細胞の造腫瘍能をこの実験系を用いて解析することが可能で

あると考えられた。  

紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて分取 した  SP 細胞の自己複製
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能、分化能、造腫瘍能解析については第  4  章において述べた。  
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第  4  章   

紫色レーザー搭載型セルソーターにより分取した  SP 細胞中に存在する子宮

体癌幹細胞の証明  

 

4-1  研究の背景および目的  

SP 細胞の存在は、 1996  年に細胞表面抗原を用いないマウス造血幹細胞

の分取法 として、Go ode l l  らにより報告 されている  
1 )。SP 細胞の癌幹細胞研

究への応用は、200 4  年に  Kondo  らにより報告 され、ラット  C6  グリオーマ細

胞株から分離した  S P 細胞が、培養条件下において神経細胞やグリア細胞へ

分化する神経幹細胞様の性質を示すこと、また、免疫不全マウスの腹腔内への

移植実験より、MP 細胞 と比較し造腫瘍能が明らかに高いことが報告されてい

る  
2 )。SP 細胞分取法を用いた幹細胞の検索は、選択的に標識する分子マー

カーを持たない組織幹細胞に用いられてきたが、この報告により癌幹細胞の検

索においても  SP 細胞分取法の応用が急速に広がった。これら  SP 細胞分取

法を用いることで、正常な体性幹細胞と同様に癌幹細胞も分取することが可能

であることが、現在 、脳腫瘍など様々な癌細胞において報告されている。近年 、

癌幹細胞研究における論文の報告は相次いでおり、SP 細胞分取法を用いた

癌細胞株の研究や promin in  1  (PRO M1/ CD133)  などの幹細胞分子マーカ

ーを応用した研究からも自己複製能 、分化能および高い造腫瘍能を有する癌

幹細胞の存在が報告されている 3 , 4 )。また、報告されている癌幹細胞は、数千
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個またはそれ以下の細胞移植で腫瘍形成が認められている  
3 , 4 )。さらに、これら

同定 された癌幹細胞については、発現分子やシグナル伝達経路がより詳細に

明らかにされつつあり、新規治療法の開発が進められている  
5 )。このように  SP 

細胞や  CD133  を用いた癌幹細胞分取は、癌幹細胞を同定し、その特性を明

らかにするために、極めて重要な役割を果たしている。  

第  2  章において、紫色 レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いた新規解析法

により紫外線レーザー同様に  SP  細胞を分取する方法を確立した  
6 )。しかし、

分取した  SP  細胞中に癌幹細胞が存在しているか否かは明らかにしていない。

紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  が癌幹細胞研究に有用な分取機器であるこ

とを示すためには、SP 細胞中に癌幹細胞が存在していることを証明する必要

がある。癌幹細胞とは、①癌全体の数  % のみに存在する造腫瘍能を有する細

胞集団である、②造腫瘍能が低いあるいは欠く細胞集団を産生する能力がある、

③自己複製能がある。以上  3  項目を満たすものであると考えられている  
7 , 8 )。

そこで、本研究では紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いてヒト子宮体部類

内膜腺癌細胞株より分取した  SP 細胞中に癌幹細胞が存在することを証明す

るために、分取した  SP 細胞および  MP 細胞において癌幹細胞の定義である

自己複製能、分化能および造腫瘍能について比較検討した。また、 i n  v i vo  に

おいて高い造腫瘍能を示す癌幹細胞の  in  v i t ro  における動態を明らかにする

ため、分取した  SP 細胞および  MP 細胞の増殖能を比較したので報告する。  
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4-2  研究の方法  

細胞株  

第  3  章において  i n  v i vo  で高い造腫瘍能を示したヒト子宮体部類内膜腺

癌 細 胞 株  HEC - 50B (Grad e  3 ;  低 分 化 型 、 J apan  Hea l th  Sc i ences  

Founda t ion ,  J apan ,  JCRB1145)  を用いた。  

 

細胞培養は第  2  章に準ずる。  

 

フローサイトメトリー解析および  SP 細胞 ・MP 細胞の分取は、第  2  章のフロー

サイトメトリー解析による  SP 細胞および  MP 細胞の検出に準ずる。  

 

自己複製能および分化能解析  

HEC-50B より分取 した SP  細 胞および MP  細 胞 をそれぞれ 10% FBS  

加  EMEM  にて培養した。3  週間後 、再度フローサイトメトリー解析を行い、自

己複製能および分化能を解析した。  

 

細胞造腫瘍能解析  

細胞造腫瘍能解析は、倉 敷芸術科学大学動物実験委員会の承認の下  

(承認番号 ;  21 -46)、Nat iona l  Ins t i t u t e  o f  Hea l th  Gu ide  fo r  t he  Care  and  Use  

o f  Labora to r y Animal s  (1996)  に基づいて行った。造腫瘍能を解析するため、
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Grade  3  の  HEC-50B を対象に分取した SP  細 胞および MP  細 胞を種々

の濃度  (1×10
2、1×10

3、1×10
4、1×10

5
)  に調整し、100  μ L  の Mat r ige l  (BD 

Biosc i ences ,  F rank l in  Lakes ,  NJ ,  USA)  に浮 遊 させた後 、 6  週 齢 のメス  

nonobese  d i abe t i c / severe  combined  i mmunodef i c i enc y ( NOD/SC ID )  マウス  

( char l es  r i ve r,  J apan)  の脇腹に注入した。移植後は、毎日マウスの観察を行

い、腫瘍形成までに要した期間を検討 した。また、腫瘍形成率を次の式により

算出した。腫瘍形成率  (%)  =  腫瘍形成数  /  腫瘍移植ヵ所数  ×100。さらに、

腫瘍を摘出後、腫瘍径  (短径  mm ×  長径  mm)  を測定し、形成された腫瘍

の組織型を診るためにホルマリン固定した後に、パラフィン切片を作成し、ヘマト

キシリン・エオジン染色  (HE 染色 )  を施した。  

 

増殖能解析  

マルチウェルセルカルチャープレート  96  ウェル  (BD Biosc i ences ,  Frank l in  

Lak es ,  NJ ,  USA )  を用いて行った。培養液は  100  μ L/w el l  で準備し、分取し

た  SP 細胞および  MP 細胞を播種した。播種した時点から  24、48、72  時間

後に  Ce l l  Coun t ing  Ki t -8  (Do j indo  l abora to r i es ,  J apan )  を  10  μ L/wel l  投

与し、5% CO 2、37°C  の条件下にて  4  時間反応させた。その後 、Microp la t e  

Reader  (mode l  680 ,  BIO -RAD Labo ra to r i es ,  J apan)  を用いて吸光度  (450  

nm,  re fe rence  655  nm)  を測定した。  
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統計学的解析  

得られた結果の解析には  Mann-Whi tney U - t e s t  を用い、p  値が  0 .05  未

満の群間に有意差があるものとした。  
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4-3  研究結果  

自己複製能および分化能解析  

HEC-50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞を  3  週間培養し、再度

フローサイトメトリーにより解析した。HE C-50B の SP 細胞は、0 .5% の  SP 分

画を維持すると共に、MP 細胞へ分化 していた。しかし、 3  週間培養 した  MP 

細胞からは  SP 分画は認められなかった  (F i g .  1 )。  

 

細胞造腫瘍能解析  

HEC-50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞の造腫瘍能を解析したと

ころ、SP 細胞では  1×10
5  個で  100%、1×10

4  個で  100%、1×10
3  個で  100%、

1×10
2  個で  50% の腫瘍形成率を示した  (Tab le  1 )。MP 細胞では  1×10

5  個

で  100%、1×10
4  個で  75%、1×10

3  個で  25%、1×10
2  個で  0% の腫瘍形成

率を示した  (Tab le  1 )。また、SP 細胞では  MP 細胞と比較して早 く腫瘍形成

が認められた  (F i g .  2 -5 )。腫瘍径については  t ab l e  2  に示す。さらに、SP 細胞

および  MP 細胞を移植して形成された腫瘍の組織型は全て  Grade  3  の低分

化型類内膜腺癌であった  (F i g .  6 -12 )。  

 

増殖能解析  

HEC-50B より分 取 した  SP 細胞および  MP 細胞をそれぞれ播種 し、 24、

48、72  時間後に細胞数を測定したところ、播種後  72  時間において  SP 細
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胞は  MP 細胞と比較して有意な細胞数の増加を示した  (F ig .  13 )。  
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Fig .  1  HEC-50B  における  SP 細胞および  MP 細胞の自己複製能および分

化能解析  

(A)  に示す  HEC -50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞を  3  週間

培養し、再度フローサイトメトリー解析を行い、自己複製能および分化能を解析

した。 ( B)  SP 細胞からは  SP 細胞の維持と共に、MP 細胞への分化が認めら

れた。 (C)  MP 細胞から  SP 細胞の出現は認められなかった。  
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Table  1 .  HEC-50 B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞の造腫瘍能解

析  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

移植細胞数

SP 細胞 MP 細胞

腫瘍形成数 / 

移植箇所
腫瘍形成率

腫瘍形成数 / 

移植箇所
腫瘍形成率

1×105 1 / 1 100% 1 / 1 100%

1×104 4 / 4 100% 3 / 4 75%

1×103 4 / 4 100% 1 / 4 25%

1×102 2 / 4 50% 0 / 4 0%
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Fig .  2  HEC-50B より分取した  SP 細胞および  MP 細胞の腫瘍形成期間  

HEC-50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞をそれぞれ  1×10
5  個ず

つ移植したところ、SP 細胞は  MP 細胞と比較して早 く腫瘍形成が認められた  

(一つの○は一ヶ所の腫瘍形成を示す )。  
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Fig .  3  HEC-50B より分取した  SP 細胞および  MP 細胞の腫瘍形成期間  

HEC-50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞をそれぞれ  1×10
4  個ず

つ移植したところ、SP 細胞は  MP 細胞と比較して早 く腫瘍形成が認められた  

(一つの○は一ヶ所の腫瘍形成を示す )。  
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Fig .  4  HEC-50B より分取した  SP 細胞および  MP 細胞の腫瘍形成期間  

HEC-50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞をそれぞれ  1×10
3  個ず

つ移植したところ、SP 細胞は  MP 細胞と比較して早 く腫瘍形成が認められた  

(一つの○は一ヶ所の腫瘍形成を示す )。  
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Fig .  5  HEC-50B より分取した  SP 細胞および  MP 細胞の腫瘍形成期間  

HEC-50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞をそれぞれ  1×10
2  個ず

つ移植したところ、SP 細胞のみに腫瘍形成が認められた  (一つの○は一ヶ所

の腫瘍形成を示す )。  
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Table  2 .  HEC -50B より分取した  S P 細胞および  MP 細胞が形成した腫瘍

の大きさ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SP1 SP2 SP3 SP4 MP1 MP2 MP3 MP4

1 × 10
5 15 × 22 - - - 12 × 12 - - -

1 × 10
4 8 × 13 10 × 13 12 × 19 13 × 18 7 × 11 6 × 7 7 × 8 ×

1 × 10
3 6 × 13 6 × 10 7 × 9 6 × 6 3 × 4 × × ×

1 × 10
2 8 × 9 19 × 20 × × × × × ×

移植細胞数
腫瘍径 (短径 mm × 長径 mm)

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(-): 移植なし　(×): 腫瘍形成なし
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Fig .  6  HEC-50B より分取した  1×10
5  個の  SP 細胞が形成した腫瘍の組織

像  (HE 染色 )  

形成 した腫瘍の組織型は、充実性増殖の占める割合が腺癌成分の  50%  

以上を占めており、細胞異型の高度な  Grade  3  の低分化型類内膜腺癌であ

った。 (対物  20  倍 )  
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Fig .  7  HEC-50B より分取した  1×10
5  個の  MP 細胞が形成した腫瘍の組織

像  (HE 染色 )  

形成 した腫瘍の組織型は、充実性増殖の占める割合が腺癌成分の  50%  

以上を占めており、細胞異型の高度な  Grade  3  の低分化型類内膜腺癌であ

った。 (対物  20  倍 )  
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Fig .  8  HEC-50B より分取した  1×10
4  個の  SP 細胞が形成した腫瘍の組織

像  (HE 染色 )  

形成 した腫瘍の組織型は、充実性増殖の占める割合が腺癌成分の  50%  

以上を占めており、細胞異型の高度な  Grade  3  の低分化型類内膜腺癌であ

った。 (対物  20  倍 )  
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Fig .  9  HEC-50B より分取した  1×10
4  個の  MP 細胞が形成した腫瘍の組織

像  (HE 染色 )  

形成 した腫瘍の組織型は、充実性増殖の占める割合が腺癌成分の  50%  

以上を占めており、細胞異型の高度な  Grade  3  の低分化型類内膜腺癌であ

った。 (対物  20  倍 )  
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Fig .  10  HEC-50B  より分取 した  1×10
3  個の  SP 細胞が形成した腫瘍の組

織像  (HE 染色 )  

形成 した腫瘍の組織型は、充実性増殖の占める割合が腺癌成分の  50%  

以上を占めており、細胞異型の高度な  Grade  3  の低分化型類内膜腺癌であ

った。 (対物  20  倍 )  
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Fig .  11  HEC-50B より分取した  1×10
3  個の  MP 細胞が形成した腫瘍の組

織像  (HE 染色 )  

形成 した腫瘍の組織型は、充実性増殖の占める割合が腺癌成分の  50%  

以上を占めており、細胞異型の高度な  Grade  3  の低分化型類内膜腺癌であ

った。 (対物  20  倍 )  
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Fig .  12  HEC-50B  より分取 した  1×10
2  個の  SP 細胞が形成した腫瘍の組

織像  (HE 染色 )  

形成 した腫瘍の組織型は、充実性増殖の占める割合が腺癌成分の  50%  

以上を占めており、細胞異型の高度な  Grade  3  の低分化型類内膜腺癌であ

った。 (対物  20  倍 )  
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Fig .  13  HEC -50B における  SP 細胞および  MP 細胞の増殖能解析  

分 取 した  SP 細 胞 および  MP 細 胞 を播 種 後  24 、 48 、 7 2  時 間 に  Ce l l  

Coun t ing  Ki t -8  投与 し、増殖能 を解析 した。播種後  72  時間において、SP 

細胞は  MP 細胞 と比較して有意に高い増殖能を示した。値は平均値±標準

偏差である。Mann– Whi tney U - t e s t  (* p  <  0 .05 )  
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4-4  考察  

癌幹細胞は、白血病 、脳腫瘍 、乳癌 、肺癌 、前立腺癌といった様々な悪性

腫瘍の  SP 細胞中に存在することが報告されている  
9 - 1 3 )。第  2  章において、

紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて  HEC-50B から  SP 細胞を分取す

ることが可能であることを実証した。癌幹細胞は正常幹細胞 と同様に、自己複

製能や分化能により癌組織の発生 ・維持に関与している  
6 , 9 , 1 4 , 1 5 )。  

本研究において、自己複製能および分化能解析として  HEC -50B より分取

した  SP 細胞および  MP 細胞を分取後 、3 週間培養し、再度フローサイトメト

リー解析を行ったところ、SP 細胞のみ自己複製能および分化能が認められた。

本研究と一致する結果は、神経膠腫細胞株から分取された  SP 細胞において

確認されている  
2 )。さらに、HEC-50B より分取した  SP 細胞および  MP 細胞

を  NOD/SC ID マウスに移植し、SP 細胞が極少数の細胞でも腫瘍を形成する

ことを確認した。加えて、SP  細 胞において  MP 細胞と比較して早 く腫瘍形成

を確認することができた。SP 細胞は、様々な癌細胞株から分離 されており、免

疫不全マウスに移植した場合、MP 細胞と比較して高い造腫瘍能を有している

こ と が 確 認 され てい る  
1 0 - 1 3 , 1 6 ) 。 従 っ て 、 本 研 究 で紫 色 レーザー搭 載 型  

FACSAr ia  を用いて  HEC-50B から分取 した  SP 細胞の特性は、既 知の癌

幹細胞特性 と一致するものである。また、肺癌や鼻咽頭癌の細胞株において  

SP 細胞は  MP 細胞 と比 較 して高い増殖能 を示すことが報告 されており、 i n  

v i vo  において高い造腫瘍能を示す癌幹細胞は、 i n  v i t ro  において高い増殖
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能を示すと考えられている  
1 0 , 1 1 )。本研究の結果においても、HEC -50B の SP 

細胞は  MP 細胞 と比較 して増殖能は高 く、同 様の結果 を得 ることができた。

Grade  3  の  HEC-5 0B  は悪性度が高く、 i n  v i vo  における  doubl ing  t ime  は 

30  時間 と極めて早 く高い造腫瘍能を示すことから、HEC -50B の癌幹細胞は  

i n  v i t ro  においても高い増殖能を示したと考えられる  
1 7 )。  

以上のことから、紫色 レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて  HEC -50B より

分取した  SP 細胞は、癌幹細胞特性を有する細胞であることが明らかとなった。

また、HEC-50B  より分取した  SP 細胞中には子宮体癌幹細胞が存在すること

が示唆された。さらに、紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて子宮体癌より

癌幹細胞を分取することが可能であると考えられる。従って、紫色レーザー搭載

型  FACSAr ia  は、推定の癌幹細胞の小集団を分離するために有用な分取機

器であり、癌幹細胞の同定や特徴づけに用いることができると考えられる。加え

て、本研究で提示した紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  による癌幹細胞分取

法を検討評価することにより、癌幹細胞研究の更なる効率化が期待される。  
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第  5  章   

子宮体癌幹細胞における分子マーカーの探索  

 

5-1  研究の背景および目的  

現在 、用いられている癌幹細胞を分取する方法 として、細胞の薬物排出能

や酵素活性を利用した方法と細胞の表面抗原やその他の抗原により分取する

方法がある。細胞の薬物排出能や酵素活性を利用した方法には、本研究で用

いてきた  SP 細胞分取と  a ldeh yde  deh ydro genas e  1  (A LDH1 )  活性により分

取する方法がある。SP 細胞分取については、第  2  章に示した通 りである  
1 - 5 )。

しかし、すべての癌組織に  SP 細胞が存在するわけでもなく、また  SP 細胞で

あれば、すべてが癌幹細胞というわけではない  
6 )。自己複製能を指標にした際 、

SP 細胞だけでなく  MP 細胞にも自己複製能が示される場合がある  
6 )。さらに、

同じ種類の癌でも細胞株や患者ごとに  SP 細胞および  MP 細胞の自己複製

能や造腫瘍能が異なっていることも観察されている  
6 , 7 )。従って、SP 細胞は確

かに有用な癌幹細胞分取法と言えるが、組織型や症例ごとに例外も多いことを

念頭に置く必要がある。  

第  2  章および第  4  章において、紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用い

てヒト子宮体部類内膜腺癌細胞株より分取した  SP  細 胞中に癌幹細胞が存

在することを証明してきた  
1 )。しかし、Hoechs t  のみを指標にし、癌幹細胞を分

取する場合、どうしても非癌幹細胞の混入が避けられない。また、Hoechs t  を指
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標にし、癌幹細胞を検出することは、臨床の現場で多 く用いられている細胞診

標本や組織標本上では困難であることから  SP 細胞に特異的に発現する分子

を特定する必要があると考えられる。  

そこで、子宮体癌の発生に関与することが知 られている  KRAS に着目した  

8 , 9 ) 。 KRAS の下 流 には 、 phospha t id yl - inos i to l  3 -k ina se  (P I3 K)  -  v -ak t  

mur ine  th ymoma v i ra l  oncogen e  homolog 1  (AKT)  シグナル伝達経路がある。

子宮体癌 と同様のホルモン依存性腫瘍である乳癌の癌幹細胞において、この

シグナル伝達経路が活性化しており、n uc lea r  f a c to r -kapp aB (N F-κ B)  を介し

て自己複製能を維持していることが報告されている  ( F i g .  1 )  
1 0 )。このことから、

KRAS  の発現が  P I3K -AKT-N F-κ B  シグナル伝達経路の活性化に寄与 し、

癌幹細胞の維持に関与していると考えられる。本研究では、子宮体癌幹細胞

を選択的に標識する分子マーカーを同定することを目的 とし、SP 細胞に特異

的 に発 現 する分 子 を検 索 した 。検 索 対 象 分 子 として  KRAS  を取 り上 げ、

mRNA および蛋白発現解析により、子宮体癌幹細胞分子マーカーとして有用

か否か考察したので報告する。  
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Fig .  1  KRAS と  PI 3K-A KT-N F-κB シグナル伝達経路の関係  

Growth  fac to r  により活性化 した  phospha t id yl - inos i to l  3 -k inase  (P I3K)  

は  v -ak t  mur ine  th ymoma v i ra l  onco gene  homolog 1  ( AKT )  の活性化を介し

て、その下流の  N F- κB を活性化する。Nuclear  f a c to r -kap paB (NF -κ B)  が活

性化することで、 i n t e r l euk in  8  ( IL- 8 )  の産生が誘導され、自己複製能が維持

される  
1 0 )。KRAS は  P I3 K の上流にあり、growth  fac to r  により  KRAS がリン

酸 化 さ れ る と 、 そ こ に  P I3K が 結 合 す る 。 し か し 、 K RAS の活 性 化 が 、

P I3K-AKT- NF- κB シグナル伝達経路を介して自己複製能の維持に関与して

いるかは不明である。  
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5-2  研究の方法  

細胞株は第  4  章に準ずる。  

 

細胞培養は第  2  章に準ずる。  

 

フローサイトメトリー解析および  SP 細胞 ・MP 細胞の分取は、第  2  章のフロー

サイトメトリー解析による  SP 細胞および  MP 細胞の検出に準ずる。  

 

RNA の抽出および  r ea l - t ime  PCR  

HEC-50B よ り分 取 した  SP 細 胞 および  MP 細 胞 を  72  時 間 培 養 後 、

TR IZO L R eagen t  ( Inv i t ro gen ,  USA)  を用 いて  RNA を抽 出 した。その後  

Transc r ip to r  F i r s t  S t rand  cDNA Syn thes i s  Ki t  (Roche  Diagnos t i cs ,  

Swi tze r l and )  を 用 い て  cDNA を 合 成 し 、 Li gh tC yc l e r  Fas tS ta r t  DNA 

Mas te r
P L U S

 SYBR Green  Ⅰ  (Roche  Diagnos t i cs ,  Swi tze r l and )  を用 いて  

KRAS お よ び  g lycera ldehyde -3 -phos pha te  dehydrogena se  (GAPDH )  の  

mRNA 発現量を測定した。GAPDH は内部標準として細胞数の補正に用い、

各  mRNA 発 現 量 を相 対 的 に定 量 化 した。その際 用 いた  p r imer  配 列 を  

t ab l e  1  に示す。  

 

 



94 

 

免疫細胞化学的解析  

HEC-50B より分取後 、72  時間培養した  SP 細胞および  MP 細胞 と継代

培養した HEC-50B を  95% エタノールにて固定し、マリノールを用いて転写標

本を作製した。作製した  SP 細胞および  MP 細胞の標本には高分子ポリマー

法 に よ る 染 色 を施 し 免 疫 細 胞 化 学 的 に解 析 し た 。 ま た 、 継 代 培 養 し た  

HEC-50B の標本には高分子ポリマー法による染色を施し子宮体癌幹細胞分

子マーカーとしての有用性を検討した。標本をエタノール下降系列で親水後、

内因性ペルオキシダーゼ活性 の除去 を目的 として  3% 過酸化水素  (Kan to  

chemica l ,  CO. ,  INC. ,  J apan)  を室温にて  15  分間反応させた。流水水洗後、

抗 原 賦 活 化 を目 的 として  0 .01M 水 酸 化 ナトリウム加 クエン酸 緩 衝 液  (p H 

6 .0 )  中でオートクレーブを用いて  121° C、10  分間加熱処理した。室温にて冷

却し、水洗後、PBS  で洗浄  (5  分 ,  3  回 )  した。非特異的反応阻止を目的と

して  5% ウシ血 清 アルブミン  ( BSA,  Naca la i  t e sque ,  IN C. ,  J apan)  を含む  

PBS を室温にて  3 0  分間反応 させた。一次抗体にはマウスモノクローナル抗  

KRAS  抗体  ( c lone  9 .13 ,  1 :250 ,  Inv i t r ogen ,  USA )  を、4° C  にて一晩反応さ

せた。抗体の希釈には  1% BS A を用いた。PBS  で洗浄  (5  分 ,  3  回 )  後 、

H ISTO FINE s imple  s t a in  MAX -PO (MU LT I)  (Nich i re i ,  J apan)  を室温にて  

30  分 反 応 させ た 。 発 色 基 質 には  0 .05% 3 ,3 -d i aminobenz id ine  ( Tok yo  

chemica l  i ndus t r y C O. ,  LTD. ,  J apan)  を含む  0 .6% 過酸化水素加  0 .05M 

ト リス塩 酸 緩 衝 液  (pH 7 .6 )  を用 い、室 温 にて反 応 させた。流 水 水 洗 後 、
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Mayer ’s  Hematox yl in  (MUTO PURE CHEM ICA LS CO. ,  LTD. ,  J apan)  で核

染色を施し、脱水 ・透徹後封入した。対物  40  倍で観察 した標本上の全ての

細胞を対象にし、細胞質陽性細胞率を  l abe l ing  index  ( LI ;  %)  として算出し

た。  

 

統計学的解析は第  4  章に準ずる。  
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Table  1 .  Rea l - t ime  PCR に用いた primer 配列  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amplification

Length (bp)

Fw 5'-gat tcc tac agg aag caa gt-3'

Rv 5'-taa tgg tga ata tct tc-3'

Fw 5'-tga acg gga agc tca ctg g-3'

Rv 5'-tcc acc acc ctg ttg ctg ta-3'

Identification Sequence

GAPDH 307

176KRAS
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5-3  研究結果  

子宮体癌幹細胞における分子マーカー発現解析  

HEC-50B から分取した  SP 細胞および  MP 細胞の  KRAS  mRNA 発現を

解析した。Fi g .  2  に示すように  SP 細胞の  KRAS  mRNA 発現は  MP 細胞と

比較して有意に高値を示した  (p  =  0 . 0495)。続いて、KR AS  蛋白発現を免疫

細 胞化学的に解 析 した。その結 果 、KR AS  LI は、 SP 細胞では  75%、MP 

細胞では  15% であり、SP 細胞における  KRAS 蛋白発現は  mRNA 発現同

様に  MP 細胞と比較して有意に高値を示した  (p  =  0 .0495 ,  F ig .  3 ,4 )。以上の

結果を基に、継代培養した HEC-50B における  KRAS  の蛋白発現を免疫細

胞化学的に確認したところ一部に  KR AS  蛋白発現が認められた  (F ig .  5 )。  
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Fig .  2  HEC-50B より分 取 した  S P 細胞 および  MP 細胞 における  KRAS  

mR NA 発現解析  

HEC-50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞における  KRAS  mRNA 

発現量を  r ea l - t ime  PCR  を用いて定量した。KRAS  mRNA 発現は  SP 細胞

において  MP 細胞 と比較して有意に高値を示した。値は平均値±標準偏差

である。Mann–Whi tney U - t e s t  (* p  <  0 .05 )  
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Fig .  3  HEC -50B より分取した  SP 細胞および  MP 細胞における  KRAS 蛋

白発現解析  

HEC-50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞における  KRAS  蛋白発

現を免疫細胞化学的に解析した。その結果 、SP 細胞において  KRAS  蛋白

の高発現が認められた。 (対物  40  倍 )  
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Fig .  4  HEC-50B より分取した  SP 細胞および  MP 細胞における  KRAS 蛋

白発現解析  

HEC-50B より分取 した  SP 細胞および  MP 細胞における  KRAS  蛋白発

現を免疫細胞化学的に解析した。対物  40  倍で観察した標本上の全ての細

胞を対象にし、細胞質陽性細胞率を  l abe l ing  index  ( LI;  % )  として算出した。

その結果 、KRAS  蛋白発現は  SP 細胞において  MP 細胞と比較して有意に

高値を示した。値は平均値±標準偏差である。Mann–Whi tney U - t e s t  (*p  <  

0 .05 )  
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Fig .  5  継代培養した  HEC-50B における  KRAS 蛋白発現  

継代培養した  HEC -50B における  KR AS  蛋白発現を免疫細胞化学的に

解析した。その結果 、継代培養した  HEC -50B の一部に  K RAS 陽性細胞が

認められた。 (対物  40  倍 )  
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5-4  考察  

近年の癌幹細胞研究では、 i n  v i t ro  において、腫瘍発生に関わる遺伝子を

用いて正常細胞に導入することにより、人 工癌幹細胞の作製が成 されている  

1 1 , 1 2 )。Trans format ion  re la t ed  pro te in  53  (Trp53 )  の発現を一時的に抑制し

たマウス卵巣上皮細胞に  C-myc  および  v-K i - ras2  K i r s t en  ra t  sarcoma v i ra l  

oncogene  homolog  (Kras )  を導入することで卵巣癌幹細胞が作製できたという

報告がある  
1 3 )。この報告より、ヒトの癌幹細胞の発生 ・維持においても  C-MY C 

および  KRAS が関与していることが考えられる。KRAS  は、細胞の増殖 ・分化

に関与する低分子  GTP 結合蛋白であり、子宮体癌において変異率の高い癌

遺伝子 としても報告 されているが、癌幹細胞分子マーカーとしての報告はない  

8 , 9 , 1 4 )。  

本研究では子宮体癌の発生に関与する  KRAS に着目し、子宮体癌幹細

胞に特異的に発現する分子の検索を行った。その結果 、KRAS の  mRNA 発

現および蛋白発現共に  SP 細胞において  MP 細胞と比較して有意に高値を

示した。従って、子宮体癌においても  KRAS が子宮体癌幹細胞の発生 ・維持

に関 与 していることが示 唆 された。また、継 代 培 養 した  HEC -50B における  

KRAS の免疫細胞化学的解析を行った結果、極少数の細胞が  KRAS 陽性

を 示 し た 。 こ の  K RAS 陽 性 細 胞 が 、 本 研 究 で 紫 色 レ ー ザ ー 搭 載 型  

FACSAr ia  により検出 してきた  SP 細胞であり、子宮体癌幹細胞であると考え

られる。これらの結果より、子宮体癌において  KRAS が癌幹細胞分子マーカー
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に成 り得 ることが示唆 された。また、KR AS の発現レベルが子宮体癌幹細胞の

発生 ・維持に重要な役割を果たしていることが考えられる。  

KRAS  の下流には、P I3K-A KT-NF-κ B シグナル伝達経路が存在する。この

シグナル伝達経路は、乳癌幹細胞において活性化しており、NF-κ B が活性化

することで、 i n t e r l euk in  8  ( IL-8 )  の産生が誘導され、自己複製能の維持に関

与していることが報告 されている  
1 0 )。これらのことから  P I3K -AKT-NF-κB シグ

ナルが癌幹細胞の維持に重要な役割を果たしていると考えられる。子宮体癌に

おいて  KRAS により  P I3K- AKT-NF-κ B シグナルが活性化することで、癌幹

細胞の自己複製能が維持されているのであれば、KRAS が新たな治療標的分

子にも成 り得 ると考 えられる。今後 、子宮体癌幹細胞における  KRAS 発現 と  

P I3K-AKT- NF- κB シグナル伝達経路の関係性を明らかにすることで、新規治

療法の開発に繋がることが期待される。  
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第  6  章  

  結論  

本研究では、紫外線レーザー搭載型セルソーターを用いた場合と同様に、紫

色レーザー搭載型  FACSAr ia  を用いて  SP 細胞を分取できることが示された。

また、ヒト子宮体部類内膜腺癌細胞株より分取した  SP 細胞は、自己複製能

および分化能を有すると共に、MP 細胞 と比較して高い造腫瘍能を有すること

から、SP 細胞中に子宮体癌幹細胞が存在することが証明された。さらに、悪性

度の高いヒト子宮体部類内膜腺癌細胞株において、SP 細胞は  KRAS 陽性

細胞を優勢に含むことから、癌幹細胞は  KRAS を発現し、癌の発生 ・維持に

関与していると考えられる。加えて、KR AS は高悪性度の子宮体癌において癌

幹細胞分子マーカーとして診断に有用であることが示された。また、紫色レーザ

ー搭載型  FACSAr ia  は紫外線レーザー搭載型セルソーターの欠点を克服し

ており、この技術を用いた癌幹細胞分取の報告は、本研究が最初である。従っ

て、本研究で提示した紫色レーザー搭載型  FACSAr ia  による癌幹細胞分取

法を検討評価することにより、癌幹細胞研究の更なる効率化が期待される。  
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