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研究成果の概要（和文）： Side population (SP)法、スフェロイド培養法を用いて舌癌細胞株
OSC19 から癌幹細胞様集団と非癌幹細胞様集団に分取し、ヌードマウスの舌に移植し頸部転移
の頻度を検討した。癌幹細胞様細胞は非癌幹細胞様細胞に比し少ない細胞数でも舌に腫瘍を形
成しまた頸部リンパ節転移を起こした。しかし非癌幹細胞様細胞集団でも細胞数を増やすこと
で舌の腫瘍形成、頸部リンパ節転移を起こすことが判明した。この事から癌幹細胞様細胞集団
にだけ癌幹細胞性があるのではなく非癌幹細胞様細胞集団集団の中にもある程度の癌幹細胞の
性質を持つ細胞集団が含まれていることが示唆された。舌癌組織の免疫染色において、CD44
および ABCG2 が舌癌の癌幹細胞転移マーカーの候補となったが予後因子とはならなかった。
これらを制御することで癌幹細胞性を介した頸部転移のコントロールを目的とした新規治療の
開発につながると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Using side population method and spheroid cultivating method, we 
have sorted cancer stem like cell (CSC) and non-CSC from tongue cancer cell line, OSC19. 
We transplanted the CSC and non-CSC to tongue of nude mouse and determined frequency 
of neck metastasis. CSC formed more tumor of tongue and neck metastasis than non-CSC. 
However, non-CSC could form neck metastasis by increasing of cell the number of cells 
transplanted. Upon with these findings, we concluded that both CSC and non-CSC have 
phenotype of cancer stem cells. By analysis with immuno-histochemistry with tongue 
cancer tissues, CD44 and ABCG2 were determined as candidates of CSC-metastatic 
marker although the expression does not relate with worse prognosis. 
Suppression of phenotypes of CSC may control neck metastasis of tongue cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

 舌癌は進行すれば予後不良でありその予

後因子の一つである頸部リンパ節転移を制

御することが重要である。近年頭頸部癌領域

でも癌細胞の源となる「癌幹細胞」様細胞が

証明されつつある。本研究では最初に舌癌に

おける「癌幹細胞」の存在を証明するととも

にその性質について検討するとともに最終

的にその「癌幹細胞」が頸部転移に関与する

のかについて検証した。 

 

２．研究の目的 

 舌癌においてこの癌幹細胞の同定のみな

らず、果たして舌癌の予後を左右する頸部転

移機構とこの癌幹細胞は関与するのかを本

研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

1) 舌癌細胞における癌幹細胞の同定 

 樹立された舌癌細胞株OSC19を用い同定

した。 

A) SP 細胞解析：生体細胞染色が可能なヘキ

スト 33342を用いて、停止期にある細胞(side 

populatin;SP細胞)とそれ以外の非SP細胞に

フローサイトメーターを用いて２つの細胞

分画に分けた。 

B)無血清培地での癌細胞の培養：上皮成長因

子と繊維芽細胞増殖因子を無血清培養液に

添加することで１つの細胞が培養プレート

に非接着性に球状に増殖しコロニーを形成

する。このスフェロイド培養法を用い癌幹細

胞を樹立した。 

 同定した細胞はウェスタンブロッティン

グならびに real-time PCR 法により蛋白レベ

ル、mRNA レベルで、代表される癌幹細胞マー

カーの変化につき検討した。そして寒天培地

での腫瘍形成能を評価した。 

また、同定した癌幹細胞および非癌幹細胞を

ヌードマウスの舌に局所移植し頸部転移能

を評価した。 

2) 舌癌原発巣組織ならびに頸部転移巣の癌

幹細胞マーカーの免疫組織学的検討：パラフ

ィンブロックを免疫組織学的に検討した。具

体的には ABCトランスポーターの代表である

BCRP/ABCG2, 幹 細 胞 マ ー カ ー と し て

CD44,CD133,nanog,nestin を免疫染色法にて

評価を行った。 

3)舌癌癌幹細胞のヌードマウスへの局所移

植と頸部転移巣形成：頸部転移巣成立後、ヌ

ードマウスの舌腫瘍および頸部転移巣をパ

ラフィン固定後、ヒト舌癌組織で評価した癌

幹細胞マーカーに関して免疫組織学的に検

討した。原発巣、ならびに頸部転移巣を評価

することで癌幹細胞自身が頸部転移巣に移

動してきたのか、あるいは癌幹細胞より分化

した癌細胞が移動してきたのかを評価した。 

 

４．研究成果 

1) Side population 法を用いた移植実験では、

SP 細胞は非 SP 細胞に比して少ない細胞数で

も舌に腫瘍を形成し、頸部リンパ節転移を起

こした。しかし非 SP 細胞集団でも細胞数を

増やすことで舌での腫瘍形成、頸部リンパ節

転移を起こすことが判明した。この事から SP

細胞集団にだけ癌幹細胞性があるのではな

く非 SP 集団の中にもある程度の癌幹細胞の

性質を持つ細胞集団が含まれていることが

示唆された。 

2) スフェロイド培地で２週間生育した

OSC19 の方が少ない細胞数で舌に腫瘍を形成

することが可能であり頸部リンパ節転移率

も格段に上昇した。しかしながら通常培地で

生育した OSC19でも細胞数を増加させれば腫

瘍形成、頸部リンパ節転移が起こった。 



3) 舌癌 43症例の原発巣および頸部転移巣の

パラフィン包埋切片を用いて、免疫染色法を

用いて舌癌の癌幹細胞マーカーとして報告

されている CD44, CD133, ABCG2, CD117 など

の発現の有無につき検討を行った。初診時よ

り頸部転移を持つ例とそうでない例、初診時

に頸部転移がなかった例で後に頸部転移が

起こった症例に分けて検討を行った。 

 CD44 の発現は原発巣で強く病期によって

発現に差異がはなかった。また頸部転移リン

パ節内にも CD44 の発現が認められ、CD44 を

発現している癌細胞が直接頸部リンパ節へ

移動していることが示唆された。また後発頸

部リンパ節にも強く CD44 が発現しており頸

部リンパ節転移において重要な働きをして

いることが示唆された。 

 薬剤トランスポーターの ABCG2は同様に舌

癌癌幹細胞のマーカーの候補として報告さ

れている。ABCG2 は原発巣および頸部リンパ

節に発現を認め病期および T分類が進むにつ

れ有意に発現が上昇する傾向を認めた。 

 グリオーマなどの癌幹細胞のマーカーと

して報告されている CD133についても検討を

行った。舌癌においては諸家の報告と異なり

原発巣においても頸部リンパ節転移巣にお

いても CD133の有意な発現は認めることはな

かった。しかし、上記いずれのマーカーも予

後に影響を及ぼさなかった。 

4)以上の結果から、ヌードマウス内に OSC19

の移植によって移植された SP 細胞および非

SP 細胞によって形成された頸部リンパ節お

よび原発巣を摘出し RNA を抽出した。RNA 抽

出後、上記の癌幹細胞マーカーをリアルタイ

ム定量 PCR 法にて検討したところ、SP 細胞の

移植によって形成された原発巣および頸部

リンパ節では非 SP 細胞から形成された原発

巣および頸部転移巣よりも ABCG2, CD44 が強

い発現を認めることが判明した。以上の結果

から CD44 および ABCG2 が舌癌の癌幹細胞の

マーカーの一つとして考えられこれらを制

御することで癌幹細胞性を介した頸部転移

のコントロールを目的とした新規治療の開

発につながると考えられた。 
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