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略語 

 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

FBS  Fetal Bovine Serum 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

HBSS  Hank's balanced salt solution 

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 

CBDCA  carboplatin 

MMC  mitomycin 

CPT-11  irinotecan 

PTX: Txl paclitaxel 

GEM  gemcitabine 

5-FU  fluorouracil 

OX  oxaliplatin 

EGFR  epidermal growth factor receptor 

HER2/neu epidermal growth factor receptor 2 

H&E  Hematoxylin-Eosin  

siRNA  small interfering RNA 

shRNA  small hairpin RNA 

MTD  maximum tolerated dose 

SD  Standard deviation 

SEM  Standard error of the mean 
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要約 

 

目的：抗癌剤治療後の再発の主な原因の一つには，癌幹細胞の存在が明らかになりつ

つある．癌幹細胞を単離し特徴づけることができれば，癌患者へ新たな治療方法を開発

することにつながると考えられている．本研究目的は，ヒト大腸癌細胞株から癌幹細胞を

単離することであった． 

方法：潜在的な癌幹細胞マーカー（CD44，CD133，CD166）の発現レベルを指標に，

20 種の大腸癌細胞株をスクリーニングした．次に，潜在的な癌幹細胞マーカー陽性細胞

を免疫不全マウスを用いた腫瘍形成能試験でそれらのカウンターパートと比較した．In 

vitro における幹細胞性や分化能，抗癌剤に対する感受性についても調べ，これらの癌幹

細胞の性質を理解するためにマイクロアレイ解析を行った． 

結果：COLO 201 細胞は CD44 の発現が異なる 2 つのポピュレーションに分かれ，CD44

陽性細胞はCD44陰性細胞に比べて免疫不全マウスにおける腫瘍形成能が有意に高かっ

た．CD44 陽性細胞は in vitro では幹細胞性の特徴を示し，5-FU に対して耐性であった．

さらに癌幹細胞の性質に関連する遺伝子（CXCR4，ALDH1A1，ALDH3A1，

WNT5A）の mRNA 発現が CD44 陽性細胞で亢進していた． 

結論： CD44 陽性 COLO 201 細胞が癌幹細胞の特徴を保持していると結論付けた． 

CD44陽性COLO 201細胞の分子メカニズムを解明することで，癌幹細胞を標的とした新

たな治療方法の開発に繋がる可能性が期待される． 
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序論 

 

世界中で癌は主な死因の上位疾患である．その中でも大腸癌は世界中で最も罹患患

者が多い癌種の一つであり，癌種の中でも二番目に高い死因である（1，2）．そのため，

新たな大腸癌治療法の確立は人類における喫緊の課題である．近年，腫瘍生物学の

発展により，癌は不均一な細胞から構成され，癌幹細胞と呼ばれる微小集団の存在が

報告されるようになってきた（3-5）．癌幹細胞は自己複製能および分化能を有しており，

癌の増殖と維持に必要不可欠な存在である．また，非癌幹細胞に比べて化学療法や放

射線療法，免疫療法に対して感受性が低いことが報告されている（6-10）．したがって，

癌幹細胞は癌治療によって完全寛解には至らず，癌の再発をもたらす原因の一つであると

考えられている．もし，癌幹細胞を根絶することができれば，腫瘍組織は維持することが

できなくなり退縮すると考えられている（図 1）． 

 

図 1. 癌幹細胞仮説 
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これまでに，多くの研究者によって，急性骨髄性白血病（11，12），乳癌（13，

14），子宮頸癌（15，16）および膵癌（17，18）などの様々な癌腫において複数の

分子の表面マーカーを指標に腫瘍組織から癌幹細胞が同定されてきた（表１，19）．

大腸癌では CD44 や CD133，CD166，LGR5 が癌幹細胞マーカーとして報告されている

（20-23）．これらのマーカーを使って臨床の腫瘍組織から癌幹細胞が単離され，機能的

な分子およびパスウェイが抽出されてきたが，未だ癌幹細胞を標的にした治療法の確立に

は成功していない．  

 

表 1. 癌腫における癌幹細胞マーカー 

 

 

癌幹細胞の選抜は，腫瘍組織から細胞表面マーカーを使って亜集団を分離し，in 

vitroにおけるスフェア形成能試験や免疫不全マウスを用いた腫瘍形成能試験が行われるこ

とがほとんどであった（20-24）．しかし，安定して腫瘍組織を入手することや十分な数の

癌幹細胞を分離することが難しく，正確な結果を得ることが難しかった．その点，細胞株

から単離した癌幹細胞は，培養方法が確立され，容易に必要な細胞数を確保できること

から，安定した結果を得られるだけでなく，薬剤スクリーニング試験に加え，遺伝子をノック

アウトあるいは高発現させるような遺伝子操作も可能である．また，臨床の腫瘍組織に比
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べて，株化細胞株は不均一性が低いため，同一細胞株内で非癌幹細胞と比較すること

で，癌幹細胞の機能に関わっている明確な分子やパスウェイを見出しやすい利点もある． 

これまでに様々な癌腫由来のヒト癌細胞株から幹細胞性の特徴を有した亜集団が見出

されており，大腸癌細胞株では，HCT116，HT29 および HCT-15 などが報告されている

（25-30）．しかしながら，以下のような課題点も見受けられた．第一に，既報論文を

再現することが困難であった（27）．その理由として，論文では癌幹細胞として分離して

いる表面マーカーの発現がわずかな差であったり，全体の 1%以下の極僅かな亜集団であっ

たりして，正確に癌幹細胞を分離することが難しい．また，癌幹細胞と結論づけているよう

な免疫不全マウスの造腫瘍性の結果がはっきりした差ではないことや，細胞の継代数を重

ねるにつれて施設間で細胞の特徴が変わってしまったりすることが原因だと考えられる．第二

に，単離された癌幹細胞が増腫瘍性や自己複製能，転移といった性質が多く報告されて

いるが，治療抵抗性に関する詳細な検討を行っている論文は少なかった．そのため，その

細胞集団が臨床で大きな課題となっている治療抵抗性の癌細胞や治療後の再発に寄与

しているのか判断できなかった．   

このような背景を踏まえ，本研究は，癌患者への新たな治療方法の開発に向けた基盤

的研究として，ヒト大腸癌細胞株から癌幹細胞を単離することを目的とした．癌細胞株か

ら癌幹細胞を同定することは，癌幹細胞の分子メカニズムを解明するためだけでなく，治

療抵抗性メカニズム研究や引いては癌幹細胞を標的にした創薬開発の有用のツールと成り

える． 

本研究では，主に世界最大の細胞株バンクである ATCC（American Type Culture 

Collection）から購入した 20 種の大腸癌細胞株を若い継代数で使用して，癌幹細胞マ

ーカー（CD44，CD133，CD166）の発現を調べたところ，複数の細胞株には明確に発
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現が異なる亜集団が存在することを見出した．特に COLO 201細胞は CD44の発現が異

なる 2 つのポピュレーションで構成され，CD44 陽性細胞は癌幹細胞の特徴を示し，抗癌

剤耐性であったことから，この細胞は癌幹細胞を標的とした創薬研究に有用なモデルになり

えることが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本論文内容の一部については，Anticancer Research 誌に公表された． 

Okuyama H, Nogami W, Sato Y, Yoshida, Tona Y, Tanaka Y: Characterization of 

CD44-positive Cancer Stem-like Cells in COLO 201 Cells. Anticancer Res 

40(1):169-176, 2020. PMID: 31892565, DOI: 10.21873/anticanres.13938 
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実験方法 

 

細胞培養 

17 種のヒト大腸癌細胞株（LS1034，LS513，SK-CO-1，SW620，COLO 205， 

SW480，HCT 116，DLD-1，NCI-H747，SW48，WiDr，LS180，LS411N，HT-29，

COLO 201，COLO 320DM，HCT15）を American Type Culture Collection から，２

種の ヒ ト大腸癌細胞株（ COLO 741 ， HT115 ）を European Collection of 

Authenticated Cell Cultures，1 種のヒト大腸癌細胞株（C-1）を Immuno-Biological 

Laboratories から購入した．全ての細胞を DMEM (Wako)に 10% FBS（Hyclone），

100 units/ml penicillin（Gibco），100 μg/ml streptomycin（Gibco），25 μg/ml 

amphotericin B（Gibco）を加えた培養液（10%FBS/DMEM）で維持した．0.05% 

Trypsin/0.53mM EDTA 溶液（Nacalai）を用いて接着細胞を剥離し，継代は 1週間に

2 もしくは 3 回行った．スフェア培養による影響を調べるために，Knockout DMEM/F-12

（Gibco）に B27 without Vitamin A (Thermo Fisher Scientific)，20 ng/ml EGF

（Peprotech），20 ng/ml bFGF（Peprotech），2 μg/ml Heparin（STEMCELL)を加

えた培養液を用いて超低吸着プレート（CORNING）で培養した．インキュベーター

（Thermo Fisher Scientific）を用いて全ての培養を 37 ℃，5% CO2の条件で行った．

細胞保存は，細胞を回収し遠心操作後に CELLBANKER1（ZENOAQ）で懸濁し

2-5x106 cells/tube に分注した．短期保存する場合は－80℃，長期保存する場合は液

体窒素タンクで保存した．細胞を起こすときは，凍結チューブを保存場所から取り出し，

37℃に設定した温浴槽で溶解した． 
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フローサイトメトリー解析とセルソーティング 

培養細胞を，0.05% Trypsin/0.53mM EDTA 溶液を用いて剥離し回収した．一方，

担癌マウスから採取した腫瘍をハサミで細かく刻んだ後，10 μg/mL DNase（Roche）を含

む 1 mg/mLコラゲナーゼ溶液（Wako）で 37℃，20分間処理し，70μmセルストレイナー

で細胞を回収した．細胞回収後に遠心操作（1,000rpm， 5 分）を行い，HBSS

（Wako）に 2% FBS（HyClone），5mM HEPES（SIGMA）， 5mM EDTA

（Nacalai）を含む 2% FBS/HBSS に置き換え，細胞懸濁液を 0.5% Trypan blue

（Nacalai）と等量加えて，血球計算盤を用いて目視で細胞数を測定した．少なくとも

10万個の細胞をチューブに分取し，蛍光標識されたモノクローナル抗体もしくは，アイソタイ

プコントロールを暗所，4℃，35分の条件で抗体反応させた．使用したモノクローナル抗体

とアイソタイプコントロールは下表の通りである．アイソタイプコントロールをネガティブコントロー

ルとして使用した．測定直前にDAPI溶液（Dojindo）を加えてフローサイトメトリーを用い

て測定した．生細胞かつ単一の細胞にゲーティングした細胞について分子の発現を解析し

た．フロータイトメトリーとして，MACSQuant Analyzer 10（Miltenyi Biotec）もしくは，

FACSAria II（BD Biosciences）を使用した．細胞のソーティングとして，BD FACSAria 

II を使用した．データ解析用のソフトウェアとして，Flowlogic Software (Miltenyi Biotec) 

もしくは，BD FACSDiva™ software (BD Biosciences) を使用した． 

分子名  蛍光 クローン 販売 

CD44 PE G44-26 BD Biosciences 

CD44 APC G44-26 BD Biosciences 

CD133 APC AC133 Miltenyi Biotec 

CD166 PE 3A6 Biolegend 

HER2 APC 24.7 BD Biosciences 
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CD24 PE ML5 BD Biosciences 

CXCR4 PE 12G5 Biolegend 

H2Kd FITC SF1-1.1 Biolegend 

アイソタイプコントロール 蛍光 クローン 販売 

mouse IgG2b PE 27-35 BD Biosciences 

mouse IgG2b APC 27-35 BD Biosciences 

mouse IgG1 PE MOPC-21 BD Biosciences 

 

In vitro における増殖評価 

COLO 201 細胞および，単離した CD44 陽性細胞，CD44 陰性細胞を細胞数カウン

ト後に，96 well plate に 3x103 cells/wellで播種し培養を開始した．3もしくは 4日後にプ

レートを培養器から取り出し，WST-8 （Kishida Chemical）を 20uL/wellで加えてプレー

トミキサーを用いて混和した．培養器の中で 3 時間インキュベートした後に，マイクロプレー

トリーダーを用いて 450 nm の吸光度を測定しウェル当たりの細胞数を算出した． 

 

コロニー形成能評価 

単離した CD44 陽性細胞もしくは CD44 陰性細胞を細胞数カウント後に，Matrigel 

GFR（CORNING）と10%FBS/DMEMを等量の溶液で細胞数を懸濁し，24 well plate

に 100 cells/wellで培養を開始した．12日後に各wellにおけるコロニー数を目視で測定し

た． 

 

マウスモデルにおける腫瘍形成能評価 

全ての実験は塩野義製薬の動物委員会によって承認され，委員会のガイドラインに従っ

て実験を行った．ヌードマウスもしくは NOD/SCID マウスは CLEA Japan から購入し，塩野

義の動物飼育施設で特定の細菌，ウイルス，寄生虫等の病原生物が存在しない環境で
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飼育された．単離した細胞もしくは，培養細胞を，DMEM と growth factor-reduced 

Matrigel matrix（BD Biosciences）を1:1の等量の溶液で懸濁し，総50 μLを麻酔下の

マウスに背部皮下移植した．腫瘍体積はノギスを用いて週に 2 回もしくは３回測定した．

腫瘍体積は計算式(長径×短径 2)/2で計算された．マウスは腫瘍体積が 2，000立方ミリ

メートル以上に到達すると安楽死処分した．In vivo における殺細胞性抗癌剤評価は，

移植後 8 日目に群分けを行い，それぞれの殺細胞性抗癌剤を下表の投与方法で実施し

た．予め設定した MTD を最大投与量に設定した． 

抗癌剤 投与量（mg/kg） 投与経路 投与日 

CBDCA 114 もしくは 57 尾静注 9 

MMC 6.7 もしくは，3.35 尾静注 9 

CPT-11 100 もしくは，50 尾静注 9，13，17 

Txl 40 もしくは，20 尾静注 9，13，17 

5-FU 30 もしくは，15 腹腔 9，10，11，12，13，14 

 

免疫染色 

腫瘍組織を 4%パラホルムアルデヒド（Wako）を用いて一晩固定処理し，パラフィンで

包埋された組織はスライドに取り付けた．脱パラフィンと親水化後に 20 分間 TE 溶液（10 

mM Tris-HCl，0.5 mM EDTA，pH 9.0）で抗原不活化処理を行い，3%過酸化水素

でインキュベートした．1% BSA を含む PBS 溶液を用いてブロッキング処理後に 1 次抗体と

して CD44 抗体（clone:156-3C11，Cell Signaling）もしくは，Ki-67 抗体（clone:SP6，

abcam）を 4℃で一晩インキュベートした．その後，2 次抗体として BrightVision 

poly-HRPconjugated anti-mouse IgG（ImmunoLogic）を室温で 30 分間インキュベート
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した．続けて，シンプルステイン MAX-PO（Nichirei）を用いて 30分間染色し，DABキ

ット（VECTOR）を用いて発色させた．カウンターステイニングはヘマトキシンを実施した．

染色後，DP71 デジタルカメラ（Olympus）を用いて写真を撮影した． 

 

自己複製能と分化能評価 

CD44 陽性細胞もしくは CD44 陰性細胞の出現頻度を指標に評価をおこなった．BD 

FACSAria II によって単離した CD44 陽性もしくは CD44 陰性の単一細胞を，96 ウェルプ

レートに播種し３週間培養した．1週間に 1-2回，半量の培地を交換した．各々ウェルの

細胞は上述の[フローサイトメトリー解析とセルソーティング]に従って，抗 CD44 抗体で染色

し，MACSQuant を用いて測定した． 

 

RNA抽出と遺伝子解析 

腫瘍組織，培養細胞および，単離された細胞の RNA は RNeasy plus mini kit

（Qiagen）を使って メーカーのマニュアルに従って分離された．RNA 濃度を Nano Drop 

ND-1000 spectrophotometer (Nano-Drop Technologies)を用いて測定した．cDNA を

High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems)を使ってマニュアルに従って合成

した．リアルタイム PCR を行うために，TaqMan Universal PCR Master Mix（Applied 

Biosystems)を用いてマニュアルに従って，TaqMan Gene Expression Assay，cDNA 

template，滅菌水を加えて総 20 uL にした．下表に示す各々の TaqMan Gene 

Expression Assay を Applied Biosystems から購入した．ACTB を内在性コントロールとし

て使用した．リアルタイム PCR 装置は QuantStudio 3 Real Time PCR System（Applied 

Biosystems）もしくは，ABI PRISM 7000 Sequence Detection System（Applied 

Biosystems）．各々の相対的な遺伝子発現は ΔΔCT 方法によって決定された．マイクロ
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ア レ イ解析は SurePrint G3 Human GE microarray 8x60K Ver. 3.0 (Agilent 

Technologies)によって行った．no coding RNA と miRNA は解析対象から除外した． 

分子名 Assay ID 

CD44 Hs01075864_m1 

CXCR4 Hs00607978_s1 

Nanog Hs02387400_g1 

Sox2 Hs01053049_s1 

Psf1 Hs01040835_m1 

ALDH1A1 Hs00946916_m1 

ALDH3A1 Hs00964880_m1 

WNT5A Hs00998537_m1 

ANXA1 Hs00167549_m1 

FMOD Hs05632658_s1 

GZMA Hs00989184_m1 

MUCL1 Hs00536495_m1 

PLA2G2A Hs00179898_m1 

ACTNB Hs01060665_g1 

 

In vitro における抗癌剤感受性評価 

各種殺細胞性抗癌剤（PTX，GEM，5-FU，CBDCA，MMC）および，各種分

子標的薬（erlotinib，gefitinib，afatinib，everolimus， trastuzumab，T-DM-1， 

pertuzumab，neratinib，lapatinib）における COLO 201 細胞の容量曲線を測定した．

COLO 201細胞（6x103 cells/well）を 96ウェルプレートに播種し，段階希釈した各種殺

細胞性抗癌剤を加えてトータル 200 uL/well にして培養を開始した．４日後にプレートを

培養器から取り出し，WST-8 （Kishida Chemical）を 20 uL/well で加えてプレートミキ

サーを用いて混和した．3 時間インキュベート後に吸光マイクロプレートリーダー（Molecular 
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Devices）を用いて 450 nm の吸光度を測定した． 

次に CD44 陽性細胞と陰性細胞における感受性を評価するために，COLO 201 細胞

（3x104 cells/well）を 24 ウェルプレートに播種し，各種殺細胞性抗癌剤および，各種

分子標的薬を異なる濃度を加えて培養した．4 日後に細胞を回収し上述の「フローサイト

メトリー解析とセルソーティング」に従って CD44 抗体で染色した後に，Annexin V 

Apoptosis Detection Kit APC（eBioscience）をマニュアルに従って AnnexinⅤ-APC と

DAPI で染色し，各々のサンプルの CD44 陽性率を MACSQuant を用いて測定した．

各々のサンプルを単一の細胞にゲーティングし，死細胞（DAPI 陽性細胞）およびアポト

ーシス細胞（AnnexinⅤ陽性細胞）を除外した後にCD44の発現を測定し，CD44陽性

細胞率を解析した． 

5-FU，PTXおよび GEMの CD44陽性細胞および CD44陰性細胞に対するアポトーシ

ス誘導能について評価した．BD FACSAria II を用いて COLO 201 から単離した CD44

陽性細胞とCD44陰性細胞を 24 well plateに 3x104 cells/wellで播種した．5-FU，PTX

および GEM を加えて，それぞれ終濃度 200 nM，10 nM，20 nM の存在下で培養した．

4 日後に細胞を AnnexinV と DAPI で染色し，死細胞およびアポトーシス細胞の割合

（AnnxinV と DAPI の両方，またはいずれか一方が染まっている細胞の割合）を

MACSQuant で測定した． 

 

遺伝子導入 

単離された細胞および，培養細胞を Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific）に置き換

え，各々の分子に対する siRNA を終濃度 1 μM になるように加えた．siRNA は全て

Thermo Fisher Scientific から silencer select siRNA タイプを購入した．細胞と siRNA を
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加えた懸濁液 1x106 cells/100 uL をキュベット電極用チャンバーに加えて，NEPA21

（Nepa Gene）を用いて以下の条件でエレクトロポレーションを行った．その後すぐに抗生

物質を含まない 10% FBS/DMEM に置き換えて培養を開始した． 

分子名 siRNA ID 

Control siRNA Negative control#1 

CD44 s2681，s2683，s2682 

CXCR4 s15412，s15413，s15414，s532662，s532663 

ALDH1A1 s1237，s1236 

ALDH3A1 s1242，s1243 

WNT5A s14871，s14872 

ANXA1 s1381，s1382 

FMOD s5313，s5312 

GZMA s6384，s6386 

HBA2 s22960，s22959 

KIF11 s7904 

MUCL1 s42201，s42203 

PLA2G2A s224271，s10590，s10589，s10591 

SYNGR1 s17479，s194989 
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porning pulse (Pp) transfer pulse (Tp) 

電圧 
パルス

幅 

パルス

間隔 

回

数 
減衰率 極

性 

電圧 
パルス

幅 

パルス

間隔 

回

数 
減衰率 極

性 

V ms Ms   % V Ms ms  % 

125 7.5 50 2 10 + 20 50 50 5 40 +/- 

 

統計解析 

統計解析は GraphPad Prism 8 software（GraphPad Software）によって実施された．グ

ループ間の有意差検定は，Student's t-test もしくは Welch’s t-test が使われた．統計学的

有意差は P < 0.05 として扱った．結果のそれぞれのマークは*：P<0.05，**：P<0.01， 

***：P<0.001 を示す． 
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結果 

 

大腸癌細胞株における癌幹細胞マーカーの発現解析 

潜在的な癌幹細胞を含む大腸癌細胞株を同定するために，フローサイトメトリーを用い

て臨床で大腸癌幹細胞マーカーとして報告されている表面分子（CD44，CD133，

CD166）の発現を測定した．細胞株によって，これらのマーカーは不均一に発現していた

（図 2）．ほとんどの細胞株では全ての細胞で CD44 を発現していたが，LS1034，

COLO 201，COLO 320DM および HCT-15 細胞では陰性と陽性の 2 集団に分かれた．

LS1034，COLO 201，COLO 320DM，HCT-15 細胞の CD44 陽性細胞の割合はそれ

ぞれ25.7%，33.8%，88.5%，27.7%であった．CD133の発現は，細胞株によって全ての

細胞が陰性，全ての細胞が陽性もしくは，陰性と陽性の両方の細胞の3つのパターンに分

かれた．陰性細胞と陽性細胞を含む細胞株は LS1034，SW620，C-1，HT115，HCT 

116，DLD-1細胞であり，陽性割合はそれぞれ 15.4%，46.5%，46%，34.6%，85.2%，

11.0%であった．CD166 はほとんどの細胞株で全ての細胞で発現していたが，SK-CO-1，

SW620，SW480 および COLO 741 細胞では陰性と陽性の 2 集団に分かれた．それぞれ

の陽性細胞の割合は 18.3%，22.4%，10.4%，65.4%．このように，癌幹細胞マーカー

の発現が明確に分かれる亜集団を含む細胞株を複数同定した． 
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DAPI
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CD44

CD133
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COLO 201

COLO 320DM

SW48

WiDr

LS 180

LS411N

HT-29

NCI-H747

HCT15

88.5 1.5 99.6

27.7 0.2 99.1

99.2 89.0 98.7

99.8 99.8 93.4

99.7 3.1 99.7

98.2 93.4 99.3

99.7 62.8 93.2

97.1 0.1 99.8

33.8 84.6 99.0

CD44 CD133 CD166

B
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図 2. フローサイトメトリーを用いた 20 種の大腸癌細胞株における癌幹細胞マーカー

（CD44, CD133, CD166）発現解析 

（A）代表的なフローサイトメトリーの展開図を示す．SSC x DAPIでゲーティングした生細

胞を，さらに SSC x FSC でゲーティングした癌細胞株集団について，CD44，CD133 およ

C-1

HT115

LS513

SK-CO-1

SW620

COLO 205

SW480

LS1034

COLO 741

HCT 116

DLD-1

25.7 15.4 95.3

98.5 95.4 99.9

93.8 7.8 18.3

93.8 46.5 22.4

97.7 7.2 99.9

99.4 0.9 10.4

100 0.8 65.4

98.2 46 98.6

98.3 34.6 97.5

99.7 85.2 99.9

99.2 11.0 99.9

CD44 CD133 CD166
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び CD166 の発現について測定した．（B）各細胞株の癌幹細胞マーカー（CD44, 

CD133, CD166）の発現について解析し，青色のヒストグラムはアイソタイプコントロールで

染色した細胞，赤色のヒストグラムはそれぞれの抗体で染色した細胞を示す．図表中の

数値は各分子の陽性率（%）を示す．SSC：side scatter（側方散乱），FSC：

Forward Scatter（前方散乱）を示す． 

 

 

図 3. CD44陽性細胞および CD44陰性細胞の純度 

COLO 201 細胞についてソーティング後に，フローサイトメトリーを用いて CD44 陽性細胞お

よび陰性細胞の純度を解析した．図表中の数値はCD44陽性細胞の陽性率（%）を示

す．CD44− cells：CD44 陰性細胞，CD44+ cells：CD44 陽性細胞を示す． 
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免疫不全マウスによる腫瘍形成能試験 

次に潜在的な癌幹細胞集団について，免疫不全マウスにおける腫瘍形成能を評価し

た．潜在的な癌幹細胞集団を持つ細胞株のうち，HCT-15，COLO 320DM，COLO 

201 および SW620 細胞を優先して検討を行った．セルソーティングによって，HCT-15，

COLO 320DM および COLO 201 細胞について，CD44 陽性細胞と陰性細胞を分離した．

それぞれの純度はほぼ 100 %であった（図 3）．SW620 細胞についても同様の方法で

CD133 陽性細胞と陰性細胞に分離した．これらの分離した細胞をヌードマウスに移植し，

腫瘍増殖を経時的にモニタリングした．COLO 320DM，HCT-15 細胞における CD44 陽

性細胞と陰性細胞との間には増腫瘍性には大きな差異はなかった（図 4 A，B）．

COLO 201 細胞では，CD44 陽性細胞は腫瘍を形成し緩やかに増大したのに対して，

CD44 陰性細胞は腫瘍の生着は認められたものの増大は示さなかった（図 4 D，p<0.01，

Welch’s t test）．CD44陽性細胞は親株のCOLO 201細胞に比べても増腫瘍性が有意

に高いことを確認した（未記載）．また，SW620細胞では，CD133陽性細胞は陰性細

胞に比べて腫瘍の増殖速度が有意に遅かった（図 4 C， p<0.01，Welch’s t test）． 

明確な増腫瘍差があった COLO 201細胞に注目して，CD44陽性 COLO 201細胞が

癌幹細胞の重要な特徴を有しているかを見極めるために，それぞれの移植細胞数を減らし

て腫瘍形成能を評価した．セルソーティングで分離した CD44 陽性細胞と陰性細胞を

NOD/SCIDマウスに移植し，49日目まで腫瘍の形成能をモニタリングした．CD44陽性細

胞では，3 x 103個を移植した群では 10例中 3例，3 x 104個を移植した群では 10例中

7例のマウスで腫瘍の形成に成功した．一方，CD44陰性細胞を 3 x 103個を移植した群

と 3 x 104個を移植した群ともに，腫瘍が形成したマウスは現れなかった（表 2）．したがっ

て，CD44 陽性細胞は少ない細胞数でも腫瘍を形成する能力を保持していることから，
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癌幹細胞の特徴を有していることが明らかになった． 

既に，SW620 細胞については癌幹細胞の特徴を有する亜集団が存在し，CD133 陽

性細胞の方が高い増腫瘍性を示すという報告があるが（31），本研究では反対の結果

になった．この原因については，序論における既報論文の再現性困難の理由について記

載した．一方，COLO 201 細胞については新たな知見であり，CD44 陽性細胞と陰性細

胞の間で増腫瘍能に明確な差があり，CD44陽性細胞は腫瘍形成能力が高いことから，

COLO 201 細胞についてさらに詳しく研究を進めることに決めた． 
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図 4. 4種の細胞株（HCT15，COLO 320DM，SW620，COLO 201）における癌幹

細胞マーカー陽性細胞と陰性細胞の増腫瘍評価 

HCT15（A），COLO 320DM（B），SW620（C）および COLO 201（D）を癌幹

細胞マーカー陽性細胞と陰性細胞に単離し，それぞれ 2×104，3×104，1×105 および 

5×104 個をヌードマウスに移植し，腫瘍の増殖をモニタリングした．そえぞれ群における各個

体の腫瘍増殖曲線および，平均腫瘍増殖曲線を示す．平均腫瘍増殖曲線のグラフは

平均値±SD を示す．CD44− cells：CD44 陰性，CD44+ cells：CD44 陽性，CD133− 

cells：CD133 陰性，CD133+ cells：CD133 陽性を示す． 

 

 

 

表 2. COLO 201 における CD44陽性細胞および陰性細胞の腫瘍生着能評価 

CD44 陽性細胞および陰性細胞を異なる細胞数で NOD/scid マウスの背部皮下に移植し，

49 日までモニターした．データは移植した例数当たりの生着した例数を示す．CD44− 

COLO 201：CD44陰性COLO 201細胞，CD44+ COLO 201：CD44陽性COLO 201

細胞を示す． 
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COLO 201 CD44陽性細胞における in vitroの特徴 

 CD44 陽性細胞と陰性細胞の表面分子の違いを比較するため，CD44，CD133 および

CD166 の他に，大腸癌の悪性度のマーカーとして報告されている HER2（32，33），

CD24（34）および CXCR4（35，36）についてフローサイトメトリーを用いて測定した．

HER2はCD44の発現に関わらず全ての細胞で発現していたが，CD24は全ての細胞で陽

性であるものの，特に CD44 陽性細胞では CD24 の発現が高い細胞しか存在しなかった

（図 5）．CXCR4 は CD44 陽性細胞の中でも 4%程度の細胞で発現していた．CD44

陽性細胞は CD24 が強陽性であり，CXCR4 陽性亜集団を含むことが確認された． 

 

 

図 5. COLO 201細胞の癌幹細胞に関わる表面分子の発現評価 

COLO 201細胞について、フローサイトメトリーを用いて癌幹細胞マーカー（CD44，CD133，

HER2，CD24，CXCR4）の発現を解析した． 

 

 

DAPI

SSC

FSC

SSC

CD44

HER2 HER2

CD133

CD24

CD44 CD44

CXCR4

Isotype control
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CD44陽性細胞および陰性細胞の in vitroにおける増殖能を比較するために，セルソーテ

ィングで分離されたそれぞれの細胞を FBS濃度が異なる条件（serum free，0.5%，2%，

10%）で培養し，3日後に細胞数を測定した．全ての FBS条件下で，CD44陽性細胞

と陰性細胞の間には，細胞数に違いはなかった（図 6）．In vitroの通常培養において，

CD44 陽性細胞と陰性細胞とでは増殖能に差がないことが確認された． 

 

図 6. CD44陽性細胞および陰性細胞の in vitro における増殖評価 

COLO 201細胞から CD44陽性細胞と陰性細胞を単離し、異なる FBS濃度で 3日間培

養し生細胞数を WST-8 を用いて測定した．グラフは３回の独立した実験の平均値±SD

を示す．CD44−：CD44 陰性細胞，CD44+：CD44 陽性細胞を示す． 
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次に，スフェア培養は正常細胞や癌細胞の幹細胞性を同定・濃縮させるために汎用され

る方法であることから（23，37-39），COLO 201 細胞のスフェア培養を行い，フローサイ

トメトリーを用いて CD44陽性細胞が濃縮されるかについて検討した．本試験で採用したス

フェア培養は低吸着プレートを用いて無血清培地で培養し，スフェアを形成させる方法であ

る．その結果，通常培養では，CD44 陽性細胞率が 15.8%，1 週間後には 20.7%，2

週間後には 23.5%とほとんど変化しなかったのに対して，スフェア培養では 1 週間後には

80.7%，2 週間後には 83.1%と CD44 陽性細胞の比率が上昇した（図 7）．スフェア培

養によって CD44 陽性細胞の濃縮が認められた． 

Nanog や sox2 の転写因子は幹細胞性に関わる分子の発現を調節することから，幹細

胞の特徴を説明する時に頻繁に使用される分子である（40-46）．Psf1は一部の研究者

によって，マウスにおける癌細胞の造腫瘍能に寄与し，psf1 高発現細胞は浸潤能や転移

能が高いと報告されている（47-48）．前述のスフェア培養 2 週間後の細胞と通常培養し

た細胞について，nanog，sox2 および psf1 の発現を定量 PCR で発現を測定したところ，

スフェア培養によって nanogの発現が通常培養している時より 2倍程度高かった（図 7 C）．

sox2は検出限界以下の発現であった．また，psf1は通常培養している時に比べてスフェア

培養することで発現が減弱した（図 7 C）．スフェア培養によって CD44 陽性細胞が濃縮

され，nanog の発現が上昇したことから，CD44 陽性細胞は幹細胞の特徴を保持している

ことが示された． 
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図 7. スフェア培養による幹細胞評価 

（A）COLO 201 細胞を無血清培地でスフェア培養し、１週間および２週間後に CD44

陽性細胞の割合をフローサイトメトリーを用いて解析した．（B）COLO 201 細胞を無血

清培地でスフェア培養し、１週間および２週間後に細胞の状態を顕微鏡下で写真撮影し

た．（C）通常培養した COLO201 細胞と無血清培地で 2 週間スフェア培養した COLO 

201 細胞について，幹細胞マーカー（nanog, psf1, sox）の発現を定量 PCR で測定した．

グラフは平均値±SD を示す． 

 

 

癌幹細胞研究において，in vivo における腫瘍形成能試験の代わりに，in vitro におけ

るコロニー形成能評価が頻繁に使用される（29，30）．CD44陽性細胞と陰性細胞のコ

ロニー形成能を比較するために，セルソーティングによって分離された CD44 陽性細胞と陰

性細胞をそれぞれ 100 個/ウェルに播種し，専用培地で 12 日間培養後に，コロニー形成

数を測定した．CD44 陽性細胞はウェル当たり平均 15 コロニーであったのに対して，CD44

陰性細胞ではウェル当たり平均 8.8 コロニーであった．CD44 陽性細胞の方がコロニー形成

能が 2 倍程度高かったが有意な差ではなかった（図 8，p>0.05，student’s t-test）．つま

り，コロニー形成能の結果は in vivo の腫瘍形成能とは相関しない結果となった． 
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図 8. CD44陽性細胞および陰性細胞のコロニー形成能評価 

（A） コロニー形成能評価方法の模式図を示す．COLO 201細胞から CD44陽性細胞

および陰性細胞を単離し、それぞれスフェア培養を行った．（B）培養 12日目にコ

CD44 (±) sorting

CD44＋ CD44-

100 cells/well, 12 days

Colony assay 

in 50% Matrigel GFR

A

CD44+ CD44-
B



34 

 

ロニー形成能の状態を顕微鏡下で写真撮影した．（C）コロニー形成数を目視で

測定し，100 細胞当たりのコロニー数を算出した．グラフは平均値±SD を示す．

CD44+：CD44 陽性細胞，CD44−：CD44 陰性細胞を示す． 

 

 

次に，幹細胞は自己複製能と多分化能を持ち合わせている細胞であることから，

CD44 陽性細胞と陰性細胞の自己複製能と分化能を比較解析した．96 well plate の各

ウェルにシングルセルソーティングしたCD44陽性細胞と陰性細胞を通常培養で 3週間培養

し，各ウェルの細胞について CD44 陽性および陰性細胞の存在比率をフローサイトメトリー

を用いて測定した．CD44 陰性細胞は全てのウェルで陰性細胞を生み出し，9 ウェル中 3

ウェルで陽性細胞を生み出せなかったのに対して，CD44陽性細胞は 9ウェル全てで CD44

陽性細胞と陰性細胞を生み出した（図 12）．したがって，CD44 陽性細胞は陰性細胞

への分化能が高いことが示された． 

以上の結果より，CD44 陽性細胞は陰性細胞に比べて，幹細胞性と分化能が高いこ

とが明らかになった． 
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図 9. CD44陽性細胞及び陰性細胞の自己複製能と分化能評価 

COLO 201 細胞から CD44 陽性細胞および陰性細胞を単離し、96well plate に single 

cell/well で 3 週間培養し，その後，各 well をフローサイトメトリーを用いて CD44 陽性細

胞の割合を測定した．データはそれぞれの細胞の出現頻度を示す．赤の四角マークは

CD44 陰性細胞から陽性細胞が産生された well を示す．CD44−：CD44 陰性細胞，

CD44+：CD44 陽性細胞を示す． 

 

 

CD44陽性細胞から形成された腫瘍の特徴 

CD44 陽性細胞および陰性細胞から形成された腫瘍組織の形態を調べるために，ヌー

ドマウスに移植した 18 日目と 23 日目の腫瘍切片を H&E 染色で観察したところ，CD44

陽性細胞から形成された腫瘍組織には細胞実質を多く含んでいた（図 10 A）．一方，

CD44陰性細胞から形成された腫瘍組織は実質が少なく粘液が溜まっており， 23日目で

は腫瘍組織内の細胞が崩壊し粘液が多く溜まってきている様子が観察された．CD44 陰

性細胞から形成された腫瘍組織では維持・増殖できなくなり，腫瘍が増大できていないこ

とが示唆された．また，CD44 陽性細胞から形成された腫瘍組織について，CD44 と細胞

増殖マーカーである Ki-67（49-52）の発現を確かめるために免疫染色を行った．腫瘍組

織内には CD44 を発現した細胞が不均一に存在することから，CD44 陽性細胞と陰性細

胞の両方から構成されていた（図 10 B）．Ki-67 の発現は CD44 陽性細胞と陰性細胞

に関わらず，腫瘍組織に存在するほとんどの細胞で発現していた．免疫染色だけでなく，

腫瘍組織を分散してフローサイトメトリーを用いて癌細胞の表面発現分子を調べた結果で

も，CD44 陽性細胞と陰性細胞が存在することが確認された（図 11）．  
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図 10. COLO 201腫瘍における組織評価 

（A） CD44 陽性細胞および陰性細胞をヌードマウスに移植し，18 日目と 23 日目に腫

瘍を採取しH&E染色した．対物レンズ4 xで撮影した像を示す．CD44−：CD44

陰性細胞，CD44+：CD44 陽性細胞を示す．（B）CD44 陽性細胞をヌードマ

ウスに移植し、21 日後に腫瘍を採取し，CD44 抗体および Ki-67 抗体で染色した．

対物レンズ 20 x で撮影した像を示す．H&E 染色は，ヘマトキシリン

（hematoxylin）とエオジン（eosin）の 2種類の色素を用いて，細胞核と核以外

の組織成分を青藍色と赤色に染め分ける染色法である． 

day18 CD44 -

day21 CD44 +

day18 CD44 +

day21 CD44 -

対物レンズ 4ｘ

A
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図 11. CD44陽性細胞から形成された腫瘍の CD44および CXCR4の発現評価 

CD44陽性細胞および陰性細胞をヌードマウスに移植し 21日後に腫瘍を採取し，分散後

に CD44 および CXCR4 の発現をフローサイトメトリーを用いて解析した．FSC-W x FSC-H

でダブレットを除去し，SSC x DAPIで生細胞にゲーティングし，SSC x FSC でゲーティング

した COLO 201細胞を，さらにマウス由来の細胞を除去するために H2Kd陰性細胞にゲー

ティングした細胞について，CD44 および CXCR4 の発現について測定した．SSC：side 

scatter（側方散乱），FSC：Forward Scatter（前方散乱）を示す． 

 

 

次に，CD44 陽性細胞から形成された腫瘍組織と陰性細胞から形成された腫瘍組織

における，幹細胞調節遺伝子（nanog，sox2，psf1）の発現について比較するために，
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腫瘍組織から RNA を抽出し，定量 PCR で各調節遺伝子の発現量を測定した．CD44

陽性細胞から形成された腫瘍の方が陰性細胞から形成された腫瘍に比べて，nanog と

sox2 ともに発現が高い傾向であった．特に，sox2の発現は平均値 4倍高かったが，腫瘍

におけるマウス個体差が大きかったため，有意な差は認められなかった（図 12）．Psf1 の

発現は両方の腫瘍で差はなかった． 

以上の結果から，CD44 陽性細胞は in vivo においても幹細胞の特徴を保持している

ため，腫瘍を形成能が高いことが示唆された． 

 

 

図 12. CD44陽性細胞および陰性細胞から形成された腫瘍における幹細胞調節分子の

発現評価 

CD44陽性細胞および陰性細胞をヌードマウスに移植し 18日後に腫瘍を採取し，幹細胞

調節遺伝子（nanog, sox2, psf1）の発現を定量 PCRを用いて解析した．グラフは 3回の

独立した実験の平均値±SD を示す．CD44− tumor：CD44 陰性細胞から形成された腫

瘍，CD44+ tumor：CD44 陽性細胞から形成された腫瘍を示す． 
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殺細胞性抗癌剤の感受性評価． 

COLO 201 細胞の殺細胞性抗癌剤に対する感受性を評価した．殺細胞性抗癌剤は

タキサン系薬剤である PTX（53），白金製剤である CBDCA（54，55），代謝拮抗

薬である 5-FU（56）と GEM（57），アルキル化剤である MMC（58）といった様々な

癌腫で汎用されている異なる作用機序の薬剤を選択した．まず，COLO 201 細胞に対す

る PTX，5-FU，MMC，GEM および CBDCA の 5 種の殺細胞性抗癌剤における容量

曲線を決定するため，段階希釈した殺細胞抗癌剤でCOLO 201細胞を暴露 4日後に細

胞数を測定し，IC50値を換算した．PTX，5-FU，MMC，GEMおよび CBDCAの IC50

値はそれぞれ 6.2 nM，32 μM，43 nM，55 nM，19 μg/mLであった（図 13）． 
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図 13. 各種殺細胞性抗癌剤の容量反応曲線 

段階的に 3倍希釈した各種殺細胞性抗癌剤存在下で COLO 201細胞を 4日間培養し，

WST-8 assayで生細胞数を測定し，それぞれの IC50値を算出した． 

 

 

次に COLO 201 細胞を殺細胞性抗癌剤の異なる濃度で 4 日間暴露し，CD44 陽性

細胞と陰性細胞との存在比率をフローサイトメトリーを用いて測定した．アポトーシス初期

の細胞を除外するために DAPI陰性かつ AnnexinⅤ陰性の生細胞にゲーティングし，陽性

率を解析した（図14A）．Control(抗癌剤未処理)ではCD44陽性細胞率は 24.4%であ

った．PTX におけるそれぞれの陽性率は 10 nM 8.6%，5 nM 14.1%，2.5 nM 21.3%とな

り，濃度が高くなるにつれて CD44 陽性細胞率が低下した（図 14B）．GEM におけるそ

れぞれの陽性率は 20 nM 11.5%，10 nM 14.7%，5 nM 18.3%となり，PTX同様，濃度

が高くなるにつれて CD44 陽性細胞率が低下した．5-FU におけるそれぞれの陽性率は 60 

μM 35.4%，30 μM 37.5%，15 μM 35.6％，3点ともに CD44陽性細胞率が上昇した． 

MMC におけるそれぞれの陽性率は 30 nM 13.1%，15 nM 19.1%，7.5 nM 21.3%，

CBDCA におけるそれぞれの陽性率は 40 μg/mL 21.7%，20 μg/mL 19.1%，10 μg/mL 

13.6%であった．このように，5-FU のみ CD44 陽性細胞の存在比率が上昇したことから，

濃度依存的に CD44 陽性細胞が濃縮されるのかについてより詳細に検討した．5-FU 20 

μM から 10 倍希釈で 4点，4 日間暴露して，CD44 陽性細胞の存在比率をフローサイト

メトリーを用いて測定した．無処理，20 nM，200 nM，2 μM および 20 μM のそれぞれの

平均値は，14.6%，18.6%，29.8%，54.0%，54.3%となり，濃度依存的にCD44陽性

細胞の存在比率が有意な上昇が認められた（図 15，p<0.001，student’s t test）． 
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図 14. 各種殺細胞性抗癌剤処理後の CD44陽性率評価 

COLO 201細胞を各種抗癌剤下で培養 4日後に，フローサイトメトリーを用いて CD44陽

性細胞の陽性率を解析した．(A) 代表的なフローサイトメトリーの展開図を示す．(B) 各

種抗癌剤を異なる濃度で処理した時のそれぞれの CD44陽性率を示す．青色のヒストグラ

ムはアイソタイプ、赤色のヒストグラムは CD44 抗体を染色した細胞を示す．SSC：side 

scatter（側方散乱），FSC：Forward Scatter（前方散乱）を示す． 
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図 15. 5-FU処理後の CD44陽性率評価 

（A）COLO 201 細胞を異なる 5-FU 濃度で培養 4 日後にフローサイトメトリーを用いて

CD44陽性細胞の陽性率を解析した．（B）グラフは 3回の独立した実験の平均値±SD

を示す． 

 

 

次に，CD44陽性細胞と陰性細胞におけるそれぞれの 5-FU に対するアポトーシスおよび

ネクローシス誘導能を比較するために，セルソーティングで分離した両方の細胞を 200nMの

5-FU の存在下で 4 日間培養し，フローサイトメトリーを用いて測定した（図 16A）．アポ

トーシスおよびネクローシス細胞は DAPI 陽性もしくは AnnexinⅤ陽性，両方陽性の細胞

を合算したものとした．CD44陽性細胞では 21.0%だったのに対して，CD44陰性細胞では

26.9%となり，CD44 陽性細胞は陰性細胞に比べてアポトーシスおよびネクローシスした割
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合が有意に低かった（図 16B）．同様に，PTXとGEMに対するアポトーシスおよびネクロ

ーシス誘導能についても比較した．PTX は CD44 陽性細胞では 51.4%だったのに対して

CD44 陰性細胞では 42.2%となり，CD44 陽性細胞はアポトーシスおよびネクローシスした

割合が有意に高かった（図 16B）．GEMはCD44陽性細胞では 21.9%だったのに対して

CD44 陰性細胞では 22.4%となり，両細胞間のアポトーシスおよびネクローシスした割合に

は有意差が認められなかった（図16C）．したがって，in vitroにおいてCD44陽性細胞は

5-FU に対して抵抗性を示すことが明らかになった． 
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図 16. CD44陽性細胞および陰性細胞の殺細胞性抗癌剤の感受性評価 

CD44陽性細胞および陰性細胞を 200nM 5-FU（A），10nM PTX（B）および 20nM 

GEM（C）存在下で培養し，4 日後に AnnxinV と DAPI の両方，またはいずれか一方

が染まっている細胞の割合をフローサイトメトリーで解析した．グラフは 3 回の独立した実験

の平均値±SD を示す．CD44−：CD44 陰性細胞，CD44+：CD44 陽性細胞を示す． 
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また，親株の COLO 201 細胞から形成された腫瘍に対して，様々な癌腫の治療に使

われている殺細胞性抗癌剤（CBDCA，MMC，CPT-11，Txl，5-FU）に対する感受

性を in vivo において評価した．予めそれぞれの殺細胞性抗癌剤の MTD を決定し，2 倍

段階希釈の容量を用いて検討を行った． Txl 40mg/kg ではマウスに死亡例が出現したた

め試験途中で取りやめた．Vehicle同様に，CBDCA 114 mg/kgおよび 57 mg/kg，5-FU 

30 mg/kgおよび 15 mg/kg は緩やかに腫瘍が増殖するのに対して，MMC 6.7 mg/kg およ

び 3.35 mg/kg，CPT-11 100 mg/kg および 50 mg/kg（59），Txl 20 mg/kg では腫瘍の

退縮が認められた（図 5，P<0.01，welch’s t test）．In vivoにおいても，COLO 201細

胞が 5-FU や CBDCA に対して低感受性であることが示された． 

以上の結果から，CD44陽性細胞が 5-FU に対して耐性であることが示された． 
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図 17. COLO 201細胞から形成された腫瘍に対する各種殺細胞性抗癌剤の感受性評

価 

COLO 201 細胞をヌードマウスの背部皮下に移植し，上図のスケジュールと用量でそれぞ

れの殺細胞性抗癌剤を投与した．グラフはそれぞれの群の平均腫瘍体積±SEM を示す．

Vehicle はコントロールとして生理食塩水を投与した． 
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分子標的薬の感受性評価 

4 種の分子標的薬（erlotinib，gefetinib，afatinib，everolimus）における容量曲線

を決定するため段階希釈した分子標的薬を用いて COLO 201 細胞を処理し，4 日後に

細胞数を測定し，IC50値を換算した．Erlotinib と gefetinib は EGFR を標的にしたプロテ

インキナーゼ阻害剤（60，62），afatinibは EGFR とHER2の 2分子を阻害するプロテイ

ンキナーゼ阻害剤である（63，64）．Everolimus は mTORC1（mammalian target of 

rapamycin）を阻害する（65，66）．Erlotinib，gefetinib，afatinib，それぞれの IC50

値は 23 nM，17 nM，3.8 nM であった（図 18）．Everolimus はどの希釈ポイントでも

50%前後の増殖阻害が認められ IC50値は求められなかった．次にCOLO 201を分子標的

薬の異なる濃度で４日間処理した後に，CD44 陽性細胞と陰性細胞との存在比率をフロ

ーサイトメトリーを用いて測定した．アポトーシス初期の細胞を除外するためにDAPI陰性か

つ AnnexinⅤ陰性の生細胞にゲーティングし陽性率を解析した．CD44 陽性細胞率は，

control（未処理)33.8%，erlotinib 20 μM 31.1%，13 μM 30.1%，gefetinib 25 μM 

38.6%，13 μM 32.4%，afatinib 3.2 μM 40.9%，1.5 μM 42.6%，evelolimus 25 μM 

23.9%，13 μM 24.3%であった． Afatinib のみ暴露した時に CD44 陽性細胞の存在比

率が上昇した（図 18）． 
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図 18. 各種分子標的薬の容量反応曲線 

段階的に 2 倍希釈した各種分子標的薬(erlotinib，gefetinib，afatinib，everolimus) 

存在下で COLO 201細胞を培養し，4日後にWST-8 assayで生細胞数を測定し，それ

ぞれの IC50値を算出した． 
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図 19. 各種分子標的薬処理による CD44陽性率の変動評価 

異なる濃度の各種分子標的薬存在下で COLO 201細胞を培養し 4日後にフローサイトメ

トリーを用いてCD44陽性細胞の陽性率を解析した．青色のヒストグラムはアイソタイプ、赤

色のヒストグラムは CD44 抗体を染色した細胞を示す．図表中の数字は CD44 陽性細胞

の割合を示す． 
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そこで，afatinib の他に 5 種の HER2 阻害剤（tratuzumab，T-DM1，pertuzumab，

neratinib，lapatinib）についても検討した．まず，それぞれの容量曲線を決定するため段

階希釈した HER2 阻害剤で COLO 201 細胞を 4 日間処理した後，細胞数を測定し，

IC50値を換算した．Tratuzumab（67），T-DM1（68，69）および pertuzumab（70，

71）は HER2 阻害抗体であり，neratinib（72，73）および lapatinib（74，75）は

afatinibと同じHER2とEGFRの 2分子の阻害剤である． T-DM1，neratinib，lapatinib

それぞれの IC50値は 10 μg/mL，0.72 μM，11 μM であった（図 20）．Tratuzumab と

pertuzumabは増殖阻害活性が弱く IC50値が求められなかった．次にCOLO 201をHER2

阻害剤の異なる濃度で４日間処理した後に，CD44 陽性細胞と CD44 陰性細胞との存

在比率を解析した．CD44 陽性細胞率は，Control（未処理）31%，trastuzumab 10 

μg/mL 32%，pertuzumab 10 μg/mL 30%，T-DM1 10 μg/mL 43%，neratinib 1 μM 

67%，neratinib 500 nM 47%，lapatinib 10 μM 90%，lapatinib 5 μM 31%であった．

T-DM1，neratinibおよび lapatinibで暴露した時に CD44陽性細胞の存在比率が上昇し

た（図 21）． 

以上の結果から，CD44陽性細胞が HER2阻害剤に対して感受性が低い可能性が示

唆された． 
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図 20.各種 HER2阻害剤の容量反応曲線 

段階的に 2 倍希釈した HER2 阻害剤(trastuzumab, T-DM1, perstuzumab, neratinib, 

lapatinib) 存在下で COLO 201 細胞を培養し、4日後に WST-8 assayで生細胞数を測

定し，IC50値を算出した． 
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図 21.各種 HER2阻害剤暴露による CD44陽性率の変動評価 

異なる濃度の各種HER2阻害剤存在下で COLO 201細胞を培養し、4日後にフローサイ

トメトリー用いて CD44 陽性細胞の陽性率を解析した．青色のヒストグラムはアイソタイプ、

赤色のヒストグラムは CD44 抗体を染色した細胞を示す．図表中の数字は CD44 陽性細

胞の割合を示す． 
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CD44陽性細胞と陰性細胞のマクロアレイ解析 

CD44 陽性細胞の特徴を理解するために，マイクロアレイを用いて CD44 陽性細胞と陰

性細胞における遺伝子発現を網羅的に解析した．表 3は CD44陽性細胞で発現が上昇

していた上位 20 分子のリストを示す．CD44 陽性細胞では陰性細胞より CD44 の発現が

70 培高いことから CD44 陽性細胞と陰性細胞が正しく分離できていることが確認できた．

発現差 2倍以上かつ p値 0.05未満のクライテリアに基づいて，上昇していた 191遺伝子と

低下していた 216 遺伝子を含む合計 407 遺伝子を抽出した(図 22A)．CXCR4，

ALDH1A1，ALDH3A1 および WNT5A のような癌幹細胞や薬剤抵抗性に関連する遺

伝子発現がCD44陽性細胞で高く発現していた（76-77）．マイクロアレイ解析が正しく評

価できているのかを確認するために，定量 PCR 法を用いてそれらの分子の発現について測

定した．CD44陽性細胞では，CXCR4は 5倍，ALDH1A1は 2.5倍，ALDH3A1は 2

倍，WNT5A は 3 倍ほど亢進していた（図 22B，p<0.001，student’s t test）．定量

PCR の結果はマイクロアレイ解析の結果とも相関することから，マイクロアレイ解析が正しく

評価できていたことが確認された．さらに，CD44 陽性細胞の特徴に CXCR4，

ALDH1A1，ALDH3A1 および WNT5A が寄与している可能性が示唆された． 
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Description CD44+ / 

CD44− 

T-TEST(P) 

Homo sapiens CD44 molecule (Indian blood group) (CD44), transcript variant 1, 

mRNA [NM_000610] 

70.72  1.25E-04 

Homo sapiens proline rich 9 (PRR9), mRNA [NM_001195571] 27.63  2.30E-05 

Homo sapiens mucin like 1 (MUCL1), mRNA [NM_058173] 14.44  9.82E-04 

Homo sapiens phospholipase A2 group IIA (PLA2G2A), transcript variant 1, mRNA 

[NM_000300] 

14.31  1.07E-03 

Homo sapiens fibromodulin (FMOD), transcript variant 1, mRNA [NM_002023] 11.67  2.62E-03 

Homo sapiens annexin A1 (ANXA1), mRNA [NM_000700] 10.89  8.90E-03 

Homo sapiens hemoglobin subunit alpha 2 (HBA2), mRNA [NM_000517] 9.71  2.18E-02 

Homo sapiens small proline rich protein 3 (SPRR3), transcript variant 1, mRNA 

[NM_005416] 

9.63  3.00E-02 

Homo sapiens ST6 N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase 1 

(ST6GALNAC1), transcript variant 1, mRNA [NM_018414] 

7.66  1.88E-02 

Homo sapiens lipase C, hepatic type (LIPC), mRNA [NM_000236] 7.64  1.83E-05 

Homo sapiens ATP binding cassette subfamily A member 12 (ABCA12), transcript 

variant 1, mRNA [NM_173076] 

7.16  2.55E-02 

Homo sapiens myomixer, myoblast fusion factor (MYMX), transcript variant 2, 

mRNA [NM_001347931] 

6.91  5.26E-03 

Homo sapiens lysozyme like 4 (LYZL4), transcript variant 1, mRNA [NM_144634] 6.74  3.33E-03 

Homo sapiens calcium voltage-gated channel subunit alpha1 E (CACNA1E), 

transcript variant 1, mRNA [NM_001205293] 

6.69  2.42E-03 

Homo sapiens proline rich protein BstNI subfamily 2 (PRB2), mRNA [NM_006248] 6.51  2.35E-04 

Homo sapiens granzyme A (GZMA), mRNA [NM_006144] 6.31  2.53E-02 

Homo sapiens glycine-N-acyltransferase like 1 (GLYATL1), transcript variant 1, 

mRNA [NM_080661] 

6.09  2.86E-02 

Homo sapiens IGF like family member 1 (IGFL1), mRNA [NM_198541] 6.09  1.77E-03 

Homo sapiens UDP glucuronosyltransferase family 2 member B11 (UGT2B11), 

mRNA [NM_001073] 

5.84  4.36E-03 

Homo sapiens nitric oxide synthase trafficking (NOSTRIN), transcript variant 1, 

mRNA [NM_052946] 

5.84  4.58E-03 

表 3. マイクロアレイ解析を用いた CD44陽性細胞で発現が上昇していた上位 20遺伝

子リスト 
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図 22. マイクロアレイを用いた CD44陽性細胞および陰性細胞の網羅的発現解析 

（A）各プロットは CD44 陽性細胞で発現が亢進している 191 遺伝子と低下している 206

遺伝子（genes with a fold change ≥2 and a P-value (t-test) <0.05）を示す．（B）
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CD44 陽性細胞および陰性細胞について，癌幹細胞関連分子（CXCR4，ALDH1A1，

ALDH3A1およびWNT5A）の発現を qPCR を用いて解析した．グラフは 3回の独立した

実験の平均値±SDを示す．CD44+：CD44陽性細胞，CD44−：CD44陰性細胞を示

す． 

 

 

In vitro における CD44陽性細胞の癌幹細胞性質に対する CXCR4の関与 

前記の 4遺伝子（ALDH1A1，CXCR4，ALDH3A1およびWNT5A）の中でも特に

CXCR4はCD44陽性細胞で発現が 5倍近く上昇していた．CXCR4は，増殖，転移，

抗癌剤抵抗性および幹細胞性に関与し，様々な癌腫で予後マーカーとして数多く報告さ

れていることから（78-82）， CXCR4がCD44陽性細胞の癌幹細胞性質に関与している

のかを検証した．まず，CD44 陽性細胞で CXCR4 パスウェイが機能しているのかを確かめ

るために， CD44 陽性 COLO 201 細胞からセルソーティングを用いて単離した CXCR4 陽

性細胞と陰性細胞を無血清培地で 24 時間 starvation 処理した後，異なる濃度の FBS

を含んだ培養液に CXCR4 のリガンド（CXCL12/SDF-1）を添加し，培養 4 日後に細胞

数を測定した．全ての FBS の条件（serum free，0.2%，1%，5%）でも，CXCR4 陰

性細胞は SDF-1の有無による増殖差がなく，CXCR4陽性細胞でも SDF-1の有無による

増殖差がなかった（図 23）． 
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図 23. CXCR4 リガンド（SDF-1）添加による増殖評価 

CXCR4 陽性細胞および陰性細胞を単離し 24 時間 starvation を行った後に 4 日間通常

培養し，WST-8を用いて生細胞数を測定した．CXCR4陽性細胞の SDF-1添加無群を

100%として，それぞれの群の細胞数を算出した．グラフはそれぞれの平均値を示す．

CXCR4(−)：CXCR4 陰性細胞，CXCR4(+)：CXCR4 陽性細胞を示す． 

 

 

CD44陽性細胞では SDF-1刺激によってCXCR4下流のシグナル伝達が働いているのか

を確かめるために，CXCR4 陽性細胞を多く含む COLO 201 細胞を無血清培地で 24 時

間 starvation した後に SDF-1 を添加し，1 時間後にシグナルの増強を Phospho-Kinase 
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Array Kit を用いて測定した． 使用した COLO 201 細胞は CD44 陽性かつ CXCR4 陽

性細胞をセルソーティングによって分離後，1週間かけて通常培養して増やした CXCR4陽

性率が 40%の細胞であった．CXCR4下流には様々なシグナル経路が報告されており，代

表的なものに ERK1/2やAktなどが知られている（図 30）．SDF-1処置を無処置と比較

したところ，リン酸化が増幅した分子は認められなかったことから，CD44 陽性細胞では

CXCR4-SDF-1 を介したシグナル経路が活性化されていないと結論付けた（図 24）．以

上の結果から，in vitro の環境において，CD44陽性細胞の癌幹細胞性質に CXCR4 が

関与している可能性は低いことが示唆された． 
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図 24. CXCR4のリガンド（SDF-1）添加した時のシグナル発現評価 

COLO 201細胞から単離した CXCR4陽性細胞を 1週間培養後に，無血清培地に置き

換えて 24時間培養した．その後，200 ng/mL SDF-1で処理し 1時間後に細胞を回収し，

Human Phospho-Kinase Array Kit を用いて，各分子におけるリン酸化の強弱を測定し

た． 
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 COLO 201 細胞に対して CXCR4 siRNA を用いてエレクトロポレーション法でノックダウン

を行った．Negative control siRNAと比較してCXCR4のノックダウン率は 90%であった．ま

た，CD44陽性細胞で発現が亢進している上位分子についてmRNAの発現を評価した．

CXCR4 のノックダウンによって，ANXA1 のように mRNA 発現が変化しない分子が観察さ

れた一方，GZMA や MUCL1，PLA2G2A，FMOD，CD44 の mRNA 発現が抑制さ

れた（図 24）．CXCR4 が CD44 陽性細胞と陰性細胞との間の遺伝子発現の違いをコ

ントロールしている可能性が考えらえた． CXCR4+：CXCR4 陽性細胞を示す． 

 

 

 

図 25. CXCR4 ノックダウンによる亢進分子の発現変動評価 

COLO 201 細胞対して CXCR4 でノックダウンし，3 日後に CD44 陽性細胞で亢進してい

る遺伝子（ANXA1，CD44，CXCR4，FMOD，GZMA，MUCL1，PLA2G2A）の

発現を qPCR で測定した．グラフはそれぞれの群の平均値±SD を示す． 
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In vivo における CD44陽性細胞の癌幹細胞性質に対する CXCR4の関与 

CD44陽性細胞の腫瘍形成能にCXCR4が関与しているのかを検証するために，セルソ

ーティングで分離したCD44陽性かつCXCR4陽性細胞および，CD44陽性かつ陰性細胞

をそれぞれヌードマウスに移植し，腫瘍の増腫瘍性を評価した．両群ともに全てのマウスで

生着を示し，腫瘍が緩やかに増大することが確認された．しかし，腫瘍増殖スピードには

差が認められなかった（図 26）． 

また，CD44 陽性細胞を移植した担癌マウスに対して，CXCR4 阻害剤である

AMD3100 治療（83-85）における抗腫瘍効果を検討した．AMD3100 治療群は

vehicle 群と同じ腫瘍の増殖スピードを示し，抗腫瘍効果は認められなかった（図 27）． 

さらに，CD44陽性細胞から形成された腫瘍にCXCR4陽性細胞が濃縮されているか否

かを明らかにするため，腫瘍を分散して癌細胞の CXCR4の発現をフローサイトメトリーを用

いて測定した．ダブレット細胞を除いた生細胞にゲーティングし，COLO 201 細胞の大きさ

と H2Kd陰性細胞集団にゲーティングすることで，腫瘍組織の間質を形成しているマウス由

来の細胞を除き，癌細胞（COLO 201 細胞）の CD44 と CXCR4 の発現を正確に評価

した．その結果，腫瘍組織を形成している癌細胞には CD44 陽性と陰性細胞が存在した

が，CXCR4 陽性細胞はほとんど存在しなかった（図 11）． 

以上の結果から，CXCR4 は CD44 陽性細胞の腫瘍形成能に寄与していないことが示

唆された． 
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図 26. CD44陽性COLO 201細胞におけるCXCR4陽性細胞及び陰性細胞の増腫瘍

能評価 

CD44 陽性 COLO 201 細胞を CXCR4 陽性細胞と陰性細胞に単離し，それぞれ 5×104

個をヌードマウスに移植し，腫瘍の増殖をモニタリングした．グラフは平均腫瘍体積値±SD

を示す．CXCR4+：CXCR4 陽性細胞，CXCR4−：CXCR4 陰性細胞を示す． 
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図 27. CXCR4阻害剤 AMD3100の抗腫瘍評価 

CD44 陽性細胞をヌードマウスに 5×104移植し，3 日後から週に 5 回 3 μg/kg AMD3100

を腹腔内投与した．グラフは平均腫瘍体積値±SD を示す． 
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CD44陽性細胞の癌幹細胞性質に影響を与えている分子の探索 

CXCR4 を含む抗癌剤抵抗性に関わると報告されている遺伝子（ALDH1A1，

ALDH3A1，WNT5A）が CD44 陽性細胞の 5-FU 抵抗性に影響を与えているのかを検

討した．それぞれの分子をノックダウンした COLO 201 細胞を 2 μM および 20 μM の 5-FU

で暴露し，3日後に CD44陽性細胞率をフローサイトメトリーを用いて測定した．Negative 

control siRNAをトランスフェクションしたCOLO 201の無処理（control）ではCD44細胞

陽性率が 18%，2 μM 5-FU では 31%，20 μM 5-FU では 52%となり，5-FU の濃度依

存的に CD44 陽性細胞が濃縮されることが確認された（図 28）．一方，各遺伝子に対

する siRNA をトランスフェクションした COLO 201 細胞を 5-FU で暴露した場合でも，

negative control とほぼ同じ CD44 陽性細胞率を示したことから，各遺伝子ノックダウンが

CD44 陽性細胞の濃縮率には影響を与えないことが明らかになった．したがって，これらの

分子単独では，CD44 陽性細胞の 5-FU 耐性機序に関与している可能性が低いことが示

唆された（図 28）． 
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図 28. 各種 siRNAでノックダウンした時の 5-FU感受性評価 

各種 siRNAでノックダウンした COLO 201細胞を 5-FUで培養し、3日後にフローサイトメト

リーで CD44 陽性細胞の割合を測定した．図表中の数字は CD44 陽性細胞の割合を示

す． 
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次に，CD44 陽性細胞で発現が亢進している分子の腫瘍形成能への関与について検

討した．それぞれの分子（negative control,，CD44，KIF11，ANXA1，FMOD，

GZMA，HBA2，HER2，MUCL1，PLA2G2A）の siRNAを用いてCD44陽性細胞を

エレクトロポレーションし，それぞれの分子をノックダウンした細胞をヌードマウスに移植し，腫

瘍体積をモニタリングした．KIF11 は細胞分裂する際の微小管を形成するために必須分子

であることから，腫瘍の増殖抑制を示す陽性コントロールとして使用した（86，87）．

Negative control siRNA をトランスフェクションした腫瘍に比べて，KIF11 siRNA をトランス

フェクショした腫瘍は有意に増殖が抑制された．一方，CD44 陽性細胞で亢進していた分

子の siRNA をトランスフェクションした腫瘍では，腫瘍の増殖スピードが negative control と

ほぼ同程度であったことから，これらの分子が腫瘍形成能および，増腫瘍能には関与して

いない可能性が示唆された． 
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図 29. In vivo siRNA スクリーニング 

各々の分子の siRNAを用いてノックダウンした CD44陽性細胞をヌードマウスに移植し，腫

瘍の増殖をモニタリングした．グラフは平均腫瘍体積値±SD を示す． 



72 

 

 

図 30. CXCR4-CXCL12/SDF-1パスウェイ 
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考察・展望 

 

先行研究と異なる COLO 201 の CD44陽性率について 

本研究では，COLO 201細胞の 10－35％が CD44を細胞表面に発現していたが，先

行研究ではCD44陽性細胞はCOLO 201細胞全体の0.5%程度と報告されており（30），

COLO 201細胞におけるCD44の発現レベルが一致しなかった．本研究で使用したCOLO 

201 細胞は，ATCC から購入し若い継代数で使用したことや，マイコプラズマ陰性であるこ

とを確認しただけでなく，short tandem repeat解析からもCOLO 201細胞であることが認証

された（88，89）．細胞の継代を重ねるにつれて遺伝子発現に影響を与えることから，

同一細胞名であっても施設間で細胞の性質が異なることが知られている（90，91）．ま

た，CD44は，転写制御，翻訳後修飾，スプライシングといった様々なステップによってコン

トロールされていることから（92-96），これらのステップにおける変化が細胞表面上の

CD44 の発現レベルに影響を与えていると考察することができる． 

 

癌幹細胞の同定方法における提言 

幹細胞性の評価において，in vitro におけるコロニー形成能には CD44 陽性細胞と

CD44 陰性細胞とでは有意な差がなかった（図 8）．最近の研究では，コロニー形成能

が in vivoにおける幹細胞の頻度と一致しないことや，コロニーのサイズが in vivoにおける幹

細胞の数と一致しないことが示されている（30，39）．本研究からも癌幹細胞の同定に

はコロニー形成能試験ではなく，in vivo における腫瘍形成能試験が適切であると提案でき

る． 

 

CD44陽性 COLO 201細胞は癌幹様細胞と結論付けた理由 
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COLO 201 細胞のスフェア培養によって CD44 陽性細胞は濃縮され，nanog の発現が

亢進していることが確認された（図 7）．また，CD44 陽性細胞から形成された腫瘍では，

幹細胞制御分子（nanog と sox2）の発現が CD44陰性細胞から形成された腫瘍に比べ

て発現が高い傾向を示した（図 12）．CD44 陽性細胞は in vitro だけでなく in vivo でも

幹細胞性質を保持していることで，陰性細胞に比べて高い腫瘍形成能を発揮していると

考えられる．さらに， CD44陽性細胞は in vitroにおいて陽性細胞と陰性細胞を効率良く

生み出しただけでなく（図 9），CD44 陽性細胞から形成された腫瘍には CD44 陰性細

胞も含んでいたことから（図10B），CD44陽性細胞は in vivoにおいても効率良く陰性細

胞を生み出している可能性が示唆された．つまり，CD44 陽性細胞は多分化能と自己複

製能を有していることから，in vivo において少ない細胞数からでも腫瘍を形成することがで

き，高い増腫瘍性を持つと考えられる．したがって，癌幹細胞の特徴である 幹細胞性，

自己複製能および多分化能を保持していることから，CD44 陽性 COLO 201 細胞を癌幹

様細胞と結論づけた． 

 

CD44陽性細胞の抗癌剤耐性能について 

In vitroにおける殺細胞性感受性評価から，CD44陽性COLO 201細胞が 5-FU治療

に対して耐性であることが明らかになった（図 15，16）．さらに，CD44 陽性細胞は，親

株の COLO 201 細胞から形成された腫瘍でも，5-FU の他に様々な癌腫で使用されてい

る CBDCA 治療に対しても耐性であった（図 17）．本研究で使用した COLO 201 細胞

は，先行研究に比べて CD44 陽性細胞を多く含むことから，この薬剤耐性は CD44 陽性

細胞に起因することが示唆された．さらに， epidermal growth factor receptor 

(HER/EGFR/ERBB) familyのメンバーである HER2 が，COLO 201 細胞で発現している
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（図 5）．最近では有効な HER2 阻害剤を用いた治療法が確立され，元来予後不良

因子であった HER2 の遺伝子増幅が起きている乳癌患者の生存期間は延長された

（97-99）．大腸癌などでも HER2 陽性患者の存在が報告されており，HER2 阻害剤を

用いた治療の可能性が検討されている（100-103）．CD44 陽性細胞と陰性細胞との間

には HER2 発現に差はなかったが（図 5），COLO 201 細胞は afatinib，lapatinib ある

いは neratinib などの HER2 阻害剤の暴露によって CD44 陽性細胞が濃縮されることが判

明した（図 21）．この結果は，CD44 陽性細胞が HER2 阻害剤に対しても感受性が低

いことを示唆する．したがって， これらの結果は，CD44陽性細胞が高い腫瘍形成能だけ

でなく，抗癌剤耐性といった初代大腸癌幹細胞の特徴を有する悪性度の高い癌細胞で

あることを強く支持する． 

 

CXCR4が癌幹細胞性に関与している可能性について 

マイクロアレイ解析から，CD44陽性細胞と CD44陰性細胞の遺伝子発現パターンが非

常によく似ており，Gene Ontology AnalysisやGene Set Enrichment Analysisでは機能的

な遺伝子アノテーションや遺伝子セットを見出すことができなかった．しかし，癌の悪性化に

関与する分子として報告されている CXCR4（78-82），ALDH1A1（76，104-107），

ALDH3A1（76，105，107）およびWNT5A（77，108-109）の発現が CD44陽性細

胞で亢進していた（図 22）．特にCXCR4は，転移，抗癌剤耐性および幹細胞性に関

与し，様々な癌腫で予後不良マーカーとして知られている．CXCR4 とリガンドである

SDF-1（CXCL12）の結合は，多彩なシグナル経路を通して，細胞内カルシウム濃度の

増加，遺伝子発現，遊走，細胞の生存増殖を引き起こし（78-82），これらが癌の悪

性化に関与すると考えられている（図 30）．本研究において，COLO 201 細胞では
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CXCR4-CXCL12 経路が亢進している証拠を得られなかった．しかし，最近，CXCR4 の

リガンドとして MIF（macrophage migration inhibitory factor）が報告されたことや，細胞

の種類や環境によって関わっているシグナル経路が大きく異なるなど，CXCR4 の関与を否

定することはできない（78，110，111）．興味深いことに，フローサイトメトリー解析から

CD44 陽性細胞の約 4％が CXCR4 陽性の細胞であったことや（図 5），COLO 201 陽

性細胞に対して siRNA を用いて CXCR4 をノックダウンしたところ，MUCL1 や PLA2G2A

のようなマイクロアレイから見出された複数の上位分子が発現抑制された（図 25）．異な

る配列の CXCR4 siRNA を使用しても同じように上位分子の発現を抑制したことからオフタ

ーゲットではないと考えられた．１つの可能性として，CXCR4が CD44陽性細胞と陰性細

胞間の遺伝子発現の違いをコントロールすることで，癌幹細胞の性質に関与しているのか

もしれない（図 30）． 

 

メカニズム解析の課題 

CD44 陽性細胞において in vivo の腫瘍の増腫瘍能に寄与している分子を明らかにする

ために，CD44 細胞で発現が亢進している上位分子（CD44，ANXA1，FMOD，

GZMA，MUCL1，PLA2G2A）について各々の siRNAを用いてノックダウンを行った細胞

を免疫不全マウスに移植し，腫瘍の増腫瘍能を比較したが，増腫瘍性を抑制する分子

を見出すことはできなかった（図 29）．当初，siRNA のトランスフェクション試薬に汎用さ

れるリポフェクション試薬を使用したがノックダウン効率が悪かったため，エレクトロポレーション

に変更して siRNAのノックダウンを行った．しかし，エレクトロポレーション法でも目的遺伝子

の発現抑制効率は最大約 80%にとどまり，加えて長期間にわたり分子をノックダウンできな

かったことが，原因遺伝子の同定ができなった理由とも考えられた．siRNA を用いた一時
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的なノックダウンではなく，shRNA を用いたノックダウン安定細胞株や CRISPR-Cas9 を用い

たノックアウト細胞株の樹立も検討したが，CD44 陽性細胞は多分化能を有しており，遺

伝子操作を用いたクローニングで評価をすることは難しいと判断し，細胞株の樹立を中止し

た．今後，ノックダウンの効率および持続性を向上させる方法が開発することができれば，

CD44 陽性細胞の特徴に関与している明確なメカニズムを見出すことができるかもしれな

い． 

 

化学療法抵抗性メカニズムの考察 

CD44陽性細胞で発現が亢進していた ALDH1A1，ALDH3A1およびWNT5A1は化

学療法抵抗性を導くことが報告されている（76，77，104-109）．ALD1A1 や

ALDH3A1 といったアルデヒドデハイドロゲナーゼはレチノイン酸，活性酸素種およびアルデヒ

ドの代謝に関わり，腫瘍増殖や薬剤耐性能の獲得をもたらす（76，104-107）．一方，

WNTシグナリングは FGF，Notch，Hedgehogや TGFβ/BMP カスケードがクロストークする

ことで幹細胞性や薬剤耐性能をもたらす（77，108-109）．しかし，CXCR4 に加えてそ

れぞれの siRNA を用いて各々ノックダウンしたが，5-FU に対する感受性に変化は認められ

なかった（図 29）．その原因として，ノックダウン効率が 80%程度という原因の他に，抗

癌剤抵抗性には複数の分子やパスウェイが関わっていることや，一つの分子を阻害しても他

の分子が機能を補うという報告があることから（112-114），これらの分子単独のノックダウ

ンでは，CD44陽性細胞における 5-FUに対する感受性には影響を与えなかったと考えられ

た．今後，ALDH1A1，ALDH3A1，WNT5A1 および CXCR4 が 5-FU 抵抗性に寄与

しているかについてより詳細な解析が必要であると考えられる． 
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CD44陽性細胞が周辺細胞へ与える影響について 

CD44 陰性細胞を移植した腫瘍は増腫瘍能が欠落しているにもかかわらず，CD44 陽

性細胞から形成された腫瘍内には CD44 陰性細胞が存在し，細胞増殖マーカーKi-67 が

陽性であったことから，陰性細胞も陽性細胞が近位に存在すれば in vivo の環境でも生

存・増殖できることが示唆された．CD44 陽性細胞が陰性細胞に対して何らかの因子を与

えて生存増殖をサポートしている可能性が考えられた．つまり，CD44 陽性細胞を根絶す

ることができれば周辺の CD44 陰性細胞は生存できなくなり，腫瘍組織自体が維持できな

くなるので，CD44 陽性細胞を標的にした治療方法を確立する意義は大きいと考えられ

る． 

 

癌幹細胞を根絶する方法について 

CD44 陽性細胞は 5-FU や CBDCA に対しては抵抗性を示したが，他の殺細胞性抗

癌剤に対しては感受性を示すことが明らかになった．抗癌剤治療の主流となっている異なる

メカニズムの抗癌剤を用いた併用治療によって，CD44 陽性細胞のような癌幹細胞も根絶

できる可能性を示唆するものである．CD44 陽性細胞は陰性細胞に比べて PTX に対して

は若干であるが感受性が高かった（図 16 B）．現在，大腸癌に対する抗癌剤治療の主

流は FOLFOX（ OHP， 5-FU， leucovorin）や FOLFIRI（ CPT-11， 5-FU，

leucovorin）の 3剤併用治療であるが（115-118），PTXのようなタキサン系薬剤を加え

た治療方法の確立によって，治療効果が改善されることが期待される． 

 

CD44の機能的な役割について 

最近，CD44 陽性細胞は癌幹細胞のマーカーだけでなく，抗癌剤抵抗性や癌の発生

にも重要な働きをしていると報告が増えている（119-121）．例えば，HCT-15 細胞にお
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いて癌幹細胞の特性を維持するためには，CD44 が EMT（Epithelial-Mesenchymal 

Transition）誘導分子（bmi1，twist，snail）の発現を調節することが重要であると報告

されている（27）．In vitro の条件下では，COLO 201 細胞ではマイクロアレイ解析から

EMT 活性化分子が亢進しているわけではないが，in vivo では CD44 が腫瘍の生着，発

生に関わっている可能性も考えられる． 

 

本研究の意義と今後の展望 

本研究で初めて，COLO 201 細胞には CD44 の発現が明確に分かれる 2 つの細胞集

団から構成され，CD44 陰性細胞は増腫瘍性を持たないにも関わらず，CD44 陽性細胞

は高い増腫瘍能力を持っていることを見出した．これまでに報告されている他の癌幹細胞

モデルに比べて（25，26），本モデルにおける増腫瘍性は明確な差であった．CD44 陽

性細胞は in vitroおよび in vivoにおいて，幹細胞性や多分化能を保持しており癌幹細胞

の特徴を有しているだけでなく，5-FU に対して抵抗性を示したことから，臨床で問題となっ

ている悪性度の高い細胞集団に似た特徴を持っている．今後，このモデルを用いてより詳

細な分子メカニズムを解明することができれば，癌幹細胞を標的とした新たな治療方法に

開発につながることが期待される．
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