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ABSTRACT
 The accumulating evidences that cancer stem cells (CSCs) involve in cancer invasion and metastasis gives us the 
concept of CSC targeted therapy. We have reported the involvement of epithelial–mesenchymal transition (EMT) and CSCs 
in invasion and metastasis model in vivo and in vitro with established adenoid cystic carcinoma (AdCC) cell lines. In this 
model, highly metastatic AdCC cell line shows not only the character of EMT, but also sphere forming ability and high 
expression of EMT related genes, stem cell markers and differentiation markers suggesting cancer stem cell (CSC) involved 
in EMT of AdCC. Surprisingly, silencing of T-box transcription factor Brachyury by shRNA results in down regulation of all 
EMT and stem cell markers. In addition, sphere forming ability, EMT character and tumorigenesis in vivo are simultaneously 
lost. We have also reported that Brachyury is a reliable prognostic factor for patients with oral carcinoma. We conclude that 
EMT directly link to CSC, and Brachyury is a one of the central regulator of EMT and CSC. These results suggest the 
possibility that Brachyury could be a possible diagnostic and therapeutic target for anti-CSC therapy for oral carcinoma in 
future. 
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Ⅰ．緒言
癌の動態は一様でなく，同一個体における癌組織を
とってもその中に多様な形質発現をした細胞集団が存
在することは，臨床的にも実験的にも証明されてい
る。さらに限界希釈法で単一の細胞由来から樹立した
モノクローナルな培養癌細胞株から，in vitroにおい
ても，in vivo，特に実験的動物転移モデルにおいても

高浸潤能を獲得し，転移をおこす細胞が分離されるこ
とがその実例である。つまり，癌組織が発生当初，遺
伝子異常をきたした少数の細胞集団から構成されてい
たとしても，その発育過程において様々な形質を有す
る細胞集団に成長すると考えられる。このことは組織
発生における“分化”のプロセスに近似している。癌
細胞の集団の中に特別な性質（造腫瘍性，高転移性な
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ど）を持つ細胞集団が存在するのではないかという考
え方は古くから提唱されており，正常組織幹細胞や造
血幹細胞の発見とともに，これらの特別な細胞集団を
「癌幹細胞」と考えるようになった1）。
しかし一方で，組織幹細胞が発見されていない組織
もあることから，未だに癌幹細胞の存在については異
論が存在する。本稿では癌幹細胞についてその性格や
定義を整理するとともに，われわれの最新の知見を概
説し，治療への展開の可能性について述べる。

Ⅱ．癌幹細胞の存在の証明
腫瘍組織の中に自己複製能をもつ細胞集団が存在す
ることは白血病幹細胞の存在の発見で証明されてい
る。ヒト白血病細胞の中には免疫不全マウスに AML
（急性骨髄性白血病）を発症させる白血病幹細胞が非
常にわずかな頻度で存在する。この非常に稀な細胞集
団は正常造血幹細胞と同様に CD34+CD38-の性質をも
ち，フローサイトメトリーで分取される。他の白血病
細胞は AMLを発症させる能力がなく，自己複製能力
がないと考えられる。すなわち，白血病幹細胞の，自
己複製能と共に多様な白血病細胞への分化メカニズム
が存在することを示唆している2）。これは造血幹細胞
における分化システムと同様である。同じような考え
方から細胞表面マーカーの発現を利用した固形腫瘍
（乳癌3, 4），大腸癌5, 6），頭頸部扁平上皮癌7）など）から
の癌幹細胞の存在の報告が相次いだ。しかし，この様
な細胞表面マーカーを利用した癌幹細胞の分取には考
慮すべき問題が存在する。細胞表面マーカーにより純
化した細胞集団はマウスに接種し，造腫瘍性が検討さ
れるが，この細胞集団が単にマウスにおいて生着しや
すいか否かを見ているだけではないかとの議論があ
る。
さらに，腫瘍内の細胞集団の多様性は，造血細胞の
ように多様性への分化機構によっても説明できるが，
従来から個々の細胞は様々な障害をうけており様々な
遺伝子異常が様々な程度に蓄積するために多様化する
という確率論的モデルが存在している。
2006年のAACR（American Association for Cancer 

Research）では，癌幹細胞の定義として「腫瘍内で自
己複製能と腫瘍を構成する様々な分化系統の癌細胞を
生み出す能力を持つ細胞」であり，「持続的に拡大す
る腫瘍の形成を繰り返す能力によって，実験的にのみ
定義され得る」と説明した8）。すなわちこのレポート
を解釈すると，癌幹細胞の具備すべき要件は，①造腫
瘍性を持つ　②自己複製能がある　③様々な性格を有

する癌細胞へ変化する。ということになろう。さらに
近年，分離した癌幹細胞様細胞が非対称性分裂をする
ことが視覚的に証明され，癌幹細胞の存在が証明され
たと言える9）。
我々は，腺様嚢胞癌細胞株を用いた動物自然転移モ
デルを作成することを目的に，腺様嚢胞癌細胞株
ACCSに GFPを発現させた ACCS-GFPを用い，ヌー
ドマウスの舌に様々な条件で腫瘍の接種を行った。そ
の結果，腺様嚢胞癌細胞株 ACCS-GFP は造腫瘍性を
持たないが，ある一定条件以上の細胞数をマトリゲル
に浮遊させて接種した場合にのみ，わずかに約17％で
腫瘍形成が認められることが明らかとなった。造腫瘍
性の高い細胞を得るため，ACCSに GFPを発現させ
た ACCS-GFPを用い，再度舌に同様の条件で接種し，
形成された腫瘍を再度培養皿上で培養することをくり
かえした（in vivo selection）。これにより100％の造腫
瘍性を持った ACCST-GFPが樹立された。興味深いこ
とに，ACCST－GFPは約30％に顎下リンパ節に転移
をきたし，これを GFPの発光で確認することができ
た。さらに原発巣からの in vivo selectionを繰り返し行
うと，100％の顎下リンパ節転移をきたす ACCSM-
GFPを樹立できた。これらのマウスには約60％に肺
転移が存在していた10）。
この実験結果は親株 ACCS-GFPの細胞集団の中に，
ごく一部の造腫瘍性を有する細胞集団が存在し，in 
vivo selectionによって純化されたことを示している。
さらに，造腫瘍性を持つ細胞集団の中に，リンパ節転
移をきたす細胞集団も存在しており，造腫瘍性を指標
としたセレクションを繰り返すだけで転移率が増加し
たことから，造腫瘍性を持つ限られた細胞集団の中に
もさらに階層化があることを示唆している。ACCSM-
GFPはスフェア形成実験で著明なスフェア形成能を
示したことから，前項の三つの条件をみたし，腺様嚢
胞癌幹細胞をリッチに含む細胞集団であると考えられ
た。さらに，幹細胞のマーカーについて Real-time 
PCRを用いて発現を検討した。胚性幹細胞のマーカー 
（Nodal, Lefty, Oct-4, Pax6, Rex1, Nanog）， 体性幹細胞
マーカー（未分化マーカー） （SOX2, Brachyury, AFP）　
は，いずれも ACCSM-GFPにおいて親株の２～９倍
の発現を示した11）。

Ⅲ．癌幹細胞の由来とは（癌幹細胞と癌細胞における
上皮間葉移行）
癌幹細胞は組織幹細胞が癌化したものだと考えられ
ている。すなわち，癌組織における癌細胞形質の不均
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一性は，癌幹細胞の各段階の分化程度の細胞が混在す
ることによって生じているという考え方である。とこ
ろが，正常上皮細胞においては最終分化状態にあるよ
うな細胞が上皮としての性格を失い，間葉系の組織に
形質転換し幹細胞様に変化する現象が，特に発生段階
において知られている。これが上皮間葉移行
（epithelial-mesenchymal transition: EMT）である。正常
組織における EMTは，リプログラミングと呼ばれる
機構により制御されている。近年，癌細胞においても
EMTの現象が認められること，EMTをおこした癌細
胞が幹細胞に極めて類似した遺伝子発現をしているこ
と12, 13），実験的に EMTを起こした癌細胞が幹細胞様
の性質を有すること14, 15）から，分化の進んだ細胞から
発生した癌細胞が，正常細胞におけるリプログラミン
グに類似した機転で EMTを起こし，高分化な癌細胞
からの癌幹細胞を発生させているのではないかと仮説
されている。EMTの重要な現象として，上皮系のマー
カーである E-cadherinの消失と間葉系マーカーである
vimentinの増加が特徴的である16, 17）。これにより，腫
瘍細胞の細胞間接着が阻害され，腫瘍細胞は原発巣か
らの逸脱が可能になる。そのため，EMTは非転移性
腫瘍が転移性腫瘍に転換するための，重要なステップ
と考えられている18）。このように，浸潤転移過程にお
ける EMTも癌幹細胞が中心となったイベントである
と考えると非常に説明しやすい。
我々の実験系でも ACCS-GFP（親株），ACCST-GFP

（造腫瘍性），ACCSM-GFP（造腫瘍性高転移）をウエ
スタンブロットにより，E-cadherinおよび vimentinの
発現比較をおこなうと，E-cadherinは ACCSM-GFP の
み発現が完全に消失しており，vimentinは ACCS-
GFP，ACCST に比べ，ACCSM-GFP において強い発
現が認められた。さらに E-cadherinの裏打ち蛋白であ
るβ-cateninは ACCSM-GFPでは細胞膜から細胞質に
シフトが認められた。EMT関連遺伝子 （snail, Twist1, 
Twist2, slug, ZEB1, ZEB2, GSK3β および TGF-β2）19-23）　
は，いずれも ACCSM-GFPにおいて親株の２～３倍
の発現を示した。
以上より，ACCSM-GFPは ACCS-GFP が EMTをお
こした状態であると考えられる。ACCSM-GFPが癌幹
細胞様形質を持つことから，他の研究者の主張と同様
に，癌幹細胞様細胞は EMTの現象と本質的に同一で，
本腫瘍の悪性形質に寄与していると考えられる。

Ⅳ．Brachyury・・・癌幹細胞を標的とした治療の可
能性
癌幹細胞は一般に，抗がん剤に対する薬剤耐性成立
しており，放射線感受性が低下していることがよく知
られている15, 24）。臨床上認められる，放射線化学療法
による完治症例における再発は，癌幹細胞が関与して
いると考えられている。すなわち，癌幹細胞から派生
した癌細胞は抗がん剤に反応するし，放射線によって
も反応して十分な治療効果を示すが，癌幹細胞に対し
てはこのいずれも効果が十分でない為，放射線化学療
法からエスケープして生存する。この細胞が再発腫瘍
を生じさせる。再発腫瘍は放射線化学療法に対する耐
性が成立しているため治療は極めて困難となる。さら
に外科的治療によって切除断端の検索で腫瘍細胞が検
出されなくても再発や転移を起こす症例にも癌幹細胞
が関与している可能性がある。癌幹細胞は EMT様形
質を示す為，原発巣から離脱し，間質中を遊走し，外
科的切除からエスケープする。さらに，このような癌
幹細胞は早期に脈管に侵入する。癌幹細胞は自己複製
能があるため着床せずとも脈管中で増殖しスフェアを
形成し，腫瘍塞栓をおこし転移巣を形成すると考えら
れる。これらの事実は癌幹細胞を治療の標的とする新
しい治療法の根拠となっている。
さて，癌幹細胞標的治療のアプローチとしては次の
ような方法が考えられる。
１．癌幹細胞に特異的な表面抗原を用いたモノクロー
ナル抗体による治療
２．癌幹細胞の自己複製能の維持に必要な細胞内シグ
ナルの阻害（分化誘導を含む）
３．癌幹細胞のもつ薬剤耐性や放射線耐性を克服した
上での化学療法
上記のアプローチに用いる分子標的は正常細胞では
発現しないことが望まれ，さらに癌病巣に選択的に輸
送するシステムも考慮されるべきであろう。
このような考え方から，我々は癌幹細胞様細胞を含
む ACCSM-GFPを用いて，癌幹細胞の幹細胞形質を
制御する因子の検索を試みた。その理由としては，前
述した癌幹細胞標的治療のストラテジーにおいて，癌
幹細胞形質を制御する因子が明らかとなれば，これを
用いて上記の２および３を同時に満足させる強力な治
療ツールと成り得ると考えたからである。
そこで我々は幹細胞マーカーとして，今回癌幹細胞
の検索に使用した遺伝子群に着目した。これらの遺伝
子群は全て高転移細胞株 ACCS-M GFPで高発現して
いた。この遺伝子群の多くは転写因子をコードし，幹
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細胞機能の根底に関与していることが予想される。こ
の中でも，Fernandoらは2010年に T-box転写因子であ
る Brachyuryが腫瘍細胞において EMTを誘導してい
ることを報告している25）。そこで腺様嚢胞癌幹細胞様
細胞である ACCS-M GFPに対して Brachyury shRNA
（short hair-pin RNA）を遺伝子導入することによって
Brachyuryをノックダウンし，EMTおよび癌幹細胞形
質が変化するか否か検討した。その結果，Brachyury
ノックダウンによって，１．全ての幹細胞マーカーの
減弱が認められた。２．EMTの現象が消失した。
３．スフェア形成能が著しく低下した。４．マウスに
おける造腫瘍性が消失した（図１）。一方で，SOX2な
どの iPS細胞作製に重要な遺伝子をノックダウンして
もこれらの効果は Brachyuryノックダウンほど強力で
なかった11）。
このことから，Brachyuryは癌幹細胞の重要な制御

因子であると推察される。
Brachyuryは脊椎動物の脊索の分化や後方中胚葉の

形成に重要な役割を担うものとして知られてい
る26, 27）。Fernandoの報告にもあるように，Brachyuryは，

ヒトの癌細胞において，E-cadherinのプロモーター領
域に結合することが知られている Slugの発現を高め，
Brachyury自身も E-cadherinのプロモーター領域に結
合することで，互いに協調して E-cadherinの発現を抑
制している25）。Slugは，E-cadherinの転写抑制とは別
に，EMTに特徴的で重要なステップである，デスモ
ゾームによる細胞間結合の破壊を制御していることが
示されている28, 29） 。つまり Slugは，EMTの最初のス
テップでは，デスモゾームによる細胞間結合に関与す
る蛋白質の制御を主に行っており，EMTの最終的な
ステップでは，Brachyuryと共に E-cadherinの制御を
行っていると思われる。脊椎動物での発生過程におい
て，Brachyury はさらに，Wnt/PCP シグナル経路，
NFκBや TGFβといったシグナル経路を構成する下流
遺伝子を制御している30） ことも考えると，Brachyury
が，上皮間葉移行と癌幹細胞に関わる複数のシグナル
に同時に関与して制御を行っていると推定される。さ
らに，Brachyuryは発生過程においては重要で高発現
を認めるものの，成熟正常組織では発現を認めなくな
る。このことは先に述べた癌の治療標的として

図1． Brachyury ノックダウンによる造腫瘍性 ・転移能の抑制

ACCS-M GFP （a, d, g），ACCS-M GFP に対する BrachyuryノックダウンM sh Br （b, e, h），ACCS-M GFP に対する SOX2
ノックダウン M sh SOX2 （c, f, i）　をヌードマウス舌に接種した。その後舌 （a-f），顎下リンパ節 （g-i） を摘出し，転移
の有無を470nmの励起光下で観察し，腫瘍形成と転移の有無を検出した。肺の微小転移巣を○印で示す。（Shimoda, M., 
Sugiura, T. et al. BMC cancer, 12, 377. 2012.より改変）
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Brachyuryが適切であることを意味している。
以上のことから，Brachyuryノックダウンによる癌

幹細胞標的治療を想定し，Brachyuryノックダウンが
薬剤耐性に与える影響，放射線感受性に与える影響を
検討した。その結果，癌幹細胞である ACCS-M GFP
は抗癌剤耐性および放射線耐性を示し，Brachyury
ノックダウンによりこれらの耐性は改善された31）。薬
剤耐性に関わる遺伝子には薬剤排泄に関わる ABC
ファミリー遺伝子，薬剤流入に関わる SLCファミリー
遺伝子がある。これらの遺伝子群の発現を検討する
と，ABC ファミリー遺伝子は癌幹細胞である
ACCS-M GFPでわずかに増加しているのみであった。
一方，薬剤耐性の確立に細胞内への薬剤流入に重要で
あるとされる SLC19A1の遺伝子発現が著明に低下し
ており，癌幹細胞では抗癌剤の細胞内流入が抑制され
ていることが確認された。この SLC19A1の低下は
Brachyuryノックダウンにより親株と同等レベルに回
復した。さらに Brachyuryによる薬剤耐性については

さらに，Brachyuryによる細胞周期調節機構も関与し
ている可能性がある。Huangらは Brachyuryが癌幹細
胞の細胞周期を静止期である G0 期に維持するために
重要であることを示した32）。化学療法も放射線治療も
細胞周期にある細胞に対し治療が細胞障害性を発揮す
ることによって効果をもつ。細胞周期上のチェックポ
イントが癌細胞では機能しておらず，細胞障害を受け
た細胞は M期になるとアポトーシスをおこす。
Brachyuryが細胞周期を制御する機能は，癌幹細胞の
化学放射線療法に対する耐性の根本的なメカニズムか
もしれない。
以上より Brachyuryを分子標的として癌幹細胞制御
を行うことにより，従来の放射線化学療法が癌幹細胞
に対する効果を発揮すると考えられる。

Ⅴ．診断治療への展開
Brachyuryのような強力な標的分子は診断や治療に
有効であると想像されるが，実際に口腔癌で発現して

図2.	SCC における Brachyury 発現， EMT と生存率との相関

Kaplan-Meier法にて Brachyury発現，EMTの有無と５年生存率の相関を調べた。染色結果をもとに陰性群，陽性群に分
類して検討したところ，EMTの有無，Brachyury発現およびEMTの有無と10年生存率，無病生存率に負の相関を認めた。 
（Imajyo, I., Sugiura, T. et al. International journal of oncology, 41, 1985-1995. 2012.より改変）
A: 生存率　B: 無病生存率
a: EMTの有無　b: Brachyuryの発現および EMTの有無
*: Chi-square statistic
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いるのであろうか。そこで口腔扁平上皮癌患者152名
の生検材料を用いて免疫染色法により Brachyuryもし
くは EMTを検出し，予後との相関を検討した33）。
Brachyury発現と関連を認めたものは，腫瘍の大きさ
（T分類），リンパ節転移，腫瘍の分化度，腫瘍の浸潤
様式（いずれも p < 0.05）であった。ロジスティック
解析を行うとこの中でもリンパ節転移と最も強く相関
し，オッズ比4.390 （p = 0.001）であった。さらに，５
年生存率において，Brachyury陽性群（80.6％）は
Brachyury陰性群（100％）より有意に生存率が低かっ
た（p = 0.002）。E-cadherin 陰性（-）群（75.0％）は
E-cadherin陽性（+）群（91.1％）および強陽性（++）
群（91.7％）に比較して有意に生存率が低かった（p 
= 0.032, p = 0.027）。Vimentin強陽性（++）群（54.5％）
は Vimentin陰性（-）群（90.3％）に比較して有意に
生 存 率 が 低 か っ た（p < 0.001）。 さ ら に EMT，
Brachyury発現および EMTと５年生存率，５年無病
生存率の相関を検討した（図２）。EMT陰性（-）群（５
年生存率90.0％，無病生存率72.1％）に比較して EMT
陽性（+）群（５年生存率41.7％，無病生存率25.0％）
で顕著な生存率の低下を認めた（ともに p < 0.001）。
また，Brachyury陽性（+）かつ EMT陽性（+）群（５
年生存率36.2％，無病生存率27.3％）は，Brachyury陰
性（-）かつ EMT陰性（-）群（５年生存率100％，無
病生存率88.4％）に比較して生存率が有意に低かった
（ともに p < 0.001）。このことから Brachyuryが実際の
生体においても機能し，予後因子となり得ること，さ
らに治療標的となり得ると考えられた。
しかし Brachyuryを治療標的とすることにはおおき
な障壁がある。何故なら現在分子標的薬の主流は抗体
製剤であり，全て細胞表面分子を標的としている。一
方 Brachyuryは細胞質内もしくは核に存在する為抗体
製剤は機能しない。すなわち Brachyuryを制御するた
めには遺伝子制御が必要である。In vitroレベルでは
先に述べたような遺伝子ノックダウンは遺伝子導入技
術を用いて可能であるが，生体における遺伝子ノック
ダウンは困難である。生体への遺伝子導入においては
導入遺伝子のサイズが小さく安定で，導入効率が大き
く，さらにその運搬役であるキャリア自体も有毒でな
く安定であることが求められる。現在，キャリアの選
定，遺伝子抑制のツールについて検討しており，鹿児
島大学発の新規治療薬の開発に向け，更なる戦略を推
進していく予定である。
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