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研究成果の概要（和文）：我々は、悪性黒色腫の Side Population(SP)分画に癌幹細胞様の性質
を持つ集団が濃縮されていることを示してきた。本研究では、この癌幹細胞様集団が低酸素環境

下において示す遺伝子変化を解析するとともに、癌幹細胞様集団に特異的に発現する癌精巣抗原

に対する抗体が患者血清中に存在することを示した。さらに、この癌精巣抗原に由来する

HLA-A*2402 拘束性ペプチドの同定に成功した。以上の結果は、悪性黒色腫患者に対する癌幹
細胞を標的とした新規免疫治療法の開発の重要な基礎データになると考えられる。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We have previously isolated melanoma-stem cell like population in 
Side Population (SP). In this study, we analyzed genes expressed by hypoxia in those SP 
cells. We also found antibodies against novel cancer testis antigen specifically expressed by 
melanoma SP cells in melanoma patients. In addition, we have identified 
HLA-A*2402-restricted peptide in this cancer testis antigen. These results will be useful for 
development novel immunotherapy targeting cancer stem cells in melanoma patients. 
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１．研究開始当初の背景 
各種癌において、高い腫瘍形成能、自己複製

能、化学療法抵抗性などを持つ癌幹細胞

（cancer stem cell）が報告され、この癌幹細
胞を標的とした治療法を開発することが癌の

根治に不可欠であると考えられている。さら

に、癌幹細胞と免疫細胞との相互作用や免疫

療法への反応性については検討されていない。

我々は、悪性黒色腫の癌幹細胞様集団と免疫

細胞との相互作用を明らかにするため、これ

までに悪性黒色腫細胞株を用いて、Side 
Population（SP）に癌幹細胞様性質を持つ集
団が濃縮される可能性について検討した。SP
はHoechst色素排出能の高い集団であり、造
血幹細胞や各種癌幹細胞様集団を濃縮する方

法として広く用いられている。悪性黒色腫細

胞株から分離した SPと non-SP（NSP）分画
の性質を比較したところ、SPからは SP、NSP
の両方が増殖するが、NSP からは NSP のみ
が増殖する非対称性増殖を示し、また、SPは
NSP に比べ様々な抗がん剤に対して高い体
制を示した。さらに、 NOD/Shi-scid、
IL-2Rnull(NOG)マウスでの in vivo 腫瘍形成
能も、NSPに比べて SPで高かった。さらに、
間葉系細胞への多分化能も SP に高く、これ
らのことから SP に癌幹細胞様分画が濃縮さ
れていると考えられた。 
 GeneChip による SP、NSP の遺伝子発現
比較から、NSPに比べて SPで発現が高い遺
伝子の中に、精巣以外の正常組織に発現しな

いものを探した結果、3 種類の新規癌精巣抗
原を同定した。いずれの遺伝子も悪性黒色腫

細胞株に高頻度に発現しているが、機能は不

明である。これらの抗原には、日本人に多い

HLA-A*2402に提示されるペプチド候補配列
が複数存在する。 
 一方、我々が分離した SP には癌幹細胞の
マーカーとされてきた CD133 の発現は認め
られない。これまでに、膵癌細胞株を低酸素

環境におくと CD133 が発現誘導されるとい
う報告があり、生体内の癌微小環境での性質

が in vitroと異なることが示唆されている。
従って、SPを低酸素環境やマウス生体内で生
着させた状態で発現する遺伝子から、生体内

での癌幹細胞様集団を単離するために有効な

マーカーや治療標的分子が新たに明らかにな

る可能性がある。 
 また、癌組織には間葉系幹細胞や筋線維芽

細胞などが集積して間質を形成し、癌の悪性

化に関わっている。SPは NSPにくらべて生
着後に間質を多く含む傾向を持ち、間質細胞

は免疫抑制分子の放出などにより免疫抑制に

働く。SPが間質細胞の集積を助ける分子や免
疫抑制責任分子を解明すれば、その発現抑制

により抗腫瘍免疫を増強できる可能性がある。 
 以上のように、癌幹細胞、免疫細胞、間質

細胞の三者の相互作用を解明することは、よ

り効果的な癌免疫治療法を開発する上で重要

であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
我々は、悪性黒色腫 SPに癌幹細胞様集
団が濃縮されること、この集団は免疫抵
抗性をもつことを示し、SPに高発現す
る新規癌精巣抗原を同定してきた。本研
究では、生体内での真の癌幹細胞様集団
を単離するマーカーおよび抗体や T細
胞によって攻撃する効果的な治療標的
を探索するとともに、癌幹細胞、免疫細
胞、間質細胞の３者の相互作用の解析か
ら癌微小環境を抗腫瘍免疫に適した環
境に改善する手段を開発することによ
って、より効果的な癌免疫治療法を開発
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

 マウス悪性黒色腫細胞株とマウス NK細胞
を用いてSP,NSPのNK感受性をin vivo, in 
vitroで比較する。また、ヒト癌細胞のSP,NSP

（１）生体内での癌幹細胞様集団のマーカー

と治療標的分子の探索 

 SPとNSPを低酸素濃度で培養した場合、また

はHIF-1-αの活性型を過剰発現させた場合の

遺伝子発現をDNA chip解析で明らかにする。

さらに、PKH26またはPKH67で標識したSP、NS

Pをマウス生体内で生着させた後、遺伝子発現

を解析することにより、生体内での癌幹細胞

様集団を単利するマーカーや治療標的となる

発現分子を明らかにする。 

(2)癌幹細胞様集団の治療標的分子の抗原性

評価、特異的CTL誘導および機能解析  

癌幹細胞様性質をもつSPに高発現する新規

癌精巣抗原についてリコンビナント蛋白質を

作成し、悪性黒色腫患者血清中にそれらを認

識する抗体が存在するかwestern blotにより

検討する。また、HLA-A*0201およびHLA-A*24

拘束性に提示されるエピトープ候補ペプチド

を合成し、ヒト末梢血単核球からSPを効率よ

く障害できる細胞障害性T細胞（CTL）の誘導

を試みる。さらに、NOGマウスに移植したSP

が生着後、ex vivoで誘導した特異的CTLを移
入し、SPから派生した癌細胞をCTLがどのよう

に攻撃するかを明らかにする。 

(3)癌幹細胞、間質細胞、免疫細胞の相互作用

の解明 



細胞をSCIDマウスに移植した後、脾臓のマウ
スNK細胞をDX5抗体で単離してYAC-1に対す
る細胞障害活性を測定し、液性因子などによ
るマウスNK活性への影響を評価する。さらに、
ヒト悪性黒色腫細胞株において NK感受性規
定分子の発現を調節している転写因子の発現
量を shRNAで減少させ、NOGマウス内におい
て、ヒト癌細胞SPに対する移入ヒトNK細胞
による細胞障害を増強できるか検討する。 
 
４．研究成果 
（１）癌微小環境と癌幹細胞の相互作用に関

する解析においては、低酸素で働く転写因子

HIF-1a及びHIF-2aの活性化型を作成し、２種

類の悪性黒色腫細胞株に遺伝子導入した恒常

発現株を作成した。これらはいずれもside 

population(SP)の顕著な増加、CD133のわずか

な増加を示した。また、oct4 promoter領域を

悪性黒色腫細胞株からクローニングし、oct4 

promoter駆動性にGFP発光するレンチウイル

スベクターを作成し、悪性黒色腫細胞株８株

に導入した。これらのうち２株は低酸素下で

の培養によりGFPの発光が認められた。 

これらの、in vitroでの低酸素培養によりGFP

の発光が認められた悪性黒色腫細胞株につい

て、side population (SP)を免疫不全マウス

に移植し、形成された腫瘍からGFP陽性細胞を

ソーティングによる回収を試みたが、GFP陽性

細胞を検出できなかった。そこで、oct4 

promoterとGFP遺伝子の接続部分に変更を加

えるとともにレンチウイルスのMOIを増加さ

せたところ低酸素培養時のGFP発光効率を顕

著に向上させることができた。また、悪性黒

色腫のがん幹細胞集団をモニターできる可能

性のある他のレポーターとしてJARID1Bと

Lgr5のpromoter駆動性にそれぞれGFPと異な

る波長で発光するレンチウイルスベクターを

作成し、oct4レポーターとともに感染させた

悪性黒色腫細胞株を作成することに成功した

。今後、これを免疫不全マウスに移植し、in 

vivoでの挙動を解析する予定である。 

 

（２）癌幹細胞様集団の治療標的分子の抗原

性評価、特異的CTL誘導および機能解析 

SPに発現が高い新規の癌精巣抗原３種類のう

ち１種類のリコンビナント蛋白質を大腸菌で

作成し、悪性黒色腫患者と健常人の血清中に

抗体が存在するかどうかを検討した。この遺

伝子には長さの異なる２種類の産物が存在し

たが、短い産物は患者と健常人両方に弱い抗

体反応が見られ、長い産物は健常人で抗体反

応が認められなかったのに対し、患者の１割

程度に抗体が存在し、同抗原が癌患者体内で

免疫系に認識されていることが示唆された。 

また、悪性黒色腫細胞株のSP分画に高発現す
る癌精巣抗原3種類のうちKU-MEL9抗原につ
いて、日本人に多く見られるHLA-A*2402拘束
性に提示されるエピトープ候補ペプチドを合
成し、健常人ヒト末梢血単核球より、ペプチ
ドをパルスした樹状細胞を用いて SPを効率
よく障害できる細胞障害性T細胞（CTL）の誘
導を試みた。Ｔ細胞を１週ごとに計 3回刺激
後に、抗原特異性について ELISpot法および
細胞傷害試験により検討したところ、1種類
の９merのペプチドを用いた系において、抗
原特異的 CTLを誘導することに成功した。こ
の CTLは、癌抗原を内因性に発現する
HLA-A*2402陽性メラノーマ患者由来癌細胞を
特異的に認識することが細胞傷害試験におい
て証明された。以上の結果は、同ペプチドを
用いた癌幹細胞特異的免疫療法を開発する際
の重要な基礎的データとなると考えられる。 
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