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研究成果の概要： 

がん細胞の幹細胞マーカーCD133 の発現は、mTOR シグナル阻害により発現が誘導され、低酸素

および HIF-1A 誘導剤により発現が著明に抑制されることを見出した。本研究により CD133 発現

制御メカニズムは、HIF-1A を介して抑制的に制御されていることを初めて明らかにした。この

研究はがん幹細胞の発生初期のシグナル伝達およびがん幹細胞機能維持の原因解明につながる

手がかりになると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景１．研究開始当初の背景１．研究開始当初の背景１．研究開始当初の背景    
幹細胞マーカーCD133 は、造血器幹細胞・が
ん幹細胞・血管内皮前駆細胞などの未分化な
細胞系列にのみ厳密に発現が制御されてい
る分子である。その遺伝子発現の重要性にも
関わらず発現制御機構および生物学的機能
は明らかにされていない。我々は血管新生阻
害薬の薬剤感受性研究中に、CD133 を強発現
した胃癌細胞株が複数存在することを発見
し、消化器癌において CD133 の発現メカニズ
ムを明らかにするため本研究を計画した。 

２．研究の目的２．研究の目的２．研究の目的２．研究の目的    
(1) 消化器癌の CD133 発現と制御機構 
消化器癌を中心に CD133 の発現レベル・発現
頻度・細胞内分布を明らかにし、消化器がん
細胞における CD133 発現メカニズムを検討す
る。 
(2) CD133 の機能解析 
siRNA による発現抑制系実験により、細胞増
殖、薬剤感受性の変化、microarray を用いた
遺伝子発現変化などの癌に関連する細胞形
質変化を検出し CD133 の機能を解析する。 
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３．研究の方法３．研究の方法３．研究の方法３．研究の方法    
(1) 消化器癌の CD133 発現と制御機構 
消化器癌における CD133 の mRNA 発現は 28種
類のがん細胞株に対して realtime RT-PCR で
定量的に検出した。CD133 蛋白発現を 16 の消
化器癌細胞株に対してウエスタンブロット
法で検討した。CD133 の発現誘導実験は、主
に大腸癌細胞株 WiDr、胃癌細胞株 IM95 およ
び SNU-16 を用いて行った。 
mTOR 阻害薬(Rapamycin)の濃度･時間を変え
て検討した。Rapamycin の阻害薬として
Tacrolimus を使用した。HIF-1A を誘導する
目的で、低酸素下細胞培養、および HIF-1A
誘導剤である DFO を使用した。臨床検体の
CD133, HIF-1A、HIF-1B、HIF-2A の mRNA 発現
は、40 サンプルの胃癌臨床検体に対するマイ
クロアレイのデータを使用した。 
(2) CD133 の機能解析 
CD133 遺伝子発現抑制条件におけるマイクロ
アレイ遺伝子発現解析(Affymetrix GeneChip 
HG-U133 Plus2.0)は、CD133 に対する siRNA
を用いて胃癌細胞 KATO-III に対して行った。 
CD133 の遺伝子変異の同定は胃癌細胞株 6 株
に対して、full-length の cDNA にシークエン
スを行った。CD133 の細胞形質に与える影響
の検討は KATO-III に CD133-siRNA 暴露下に
細胞増殖能および抗癌剤の感受性を検討し
た。 
 
４．研究成果４．研究成果４．研究成果４．研究成果    
(1) 消化器癌の CD133 発現と制御機構 
 消化器癌における CD133の発現を検討する
ため、CD133 の mRNA 発現を 28 のがん細胞株
に対して、CD133 蛋白発現を 16 のがん細胞株
に対して検討した(図 1A-C)。約 20％のがん
細胞において CD133 の高発現を確認し、その
多くは胃癌および大腸癌であった。 
また胃癌臨床検体に対する CD133 の免疫染色
の検討では、市販の病理スライドを使用して
膜型の局在あるいは管腔内部に接する細胞
膜側に CD133 蛋白発現を確認した(図 1D)。 
 次に CD133 発現と薬剤感受性についての検
討実験中に、興味深いことに mTOR 阻害薬 
(Rapamycin)により CD133 の発現が誘導され
る現象を認めた。この作用は通常の抗癌剤で
ある 5FU,CPT-11,Gemcitabine 暴露において
は見られず、mTOR シグナル特異的であった。
mTORシグナル阻害によるがん細胞のCD133発
現誘導作用は、時間(12h, 24h, 48h)･用量
(0.01, 0.1, 1uM)依存的に増強することが確
認された。またその誘導作用は Rapamycin 拮
抗薬の Tacrolimus によってキャンセルされ
ることを示した。 
 最近低酸素状態が幹細胞の維持に関与す
ることが報告され、本研究でも mTOR シグナ
ルの下流分子である HIF-1A (hypoxia 
inducible factor 1, alpha) に注目し、同

分子の誘導と CD133 発現について検討した。
がん細胞において Rapamycin による mTOR シ
グナル阻害により HIF-1A の発現は抑制され
た。一方で CD133 発現は亢進し、HIF-1A と逆
相関の傾向を示した(図 2A-B)。 次に強力な
HIF-1A 誘導条件である低酸素下の細胞培養
において、HIF-1A の発現亢進と CD133 の著明
な発現抑制が観察された。これらの現象は
WiDr, IM95, SNU-16 の複数のがん細胞株で確
認された(図 2C-E)。 
 がん細胞における HIF-1A を介した CD133
発現抑制効果は、HIF-1A 誘導剤の DFO を用い
ても用量依存的(0,2,20,200 uM)に示された
(図 4A-B)。 最後に、HIF-1A を介した CD133
発現抑制効果が実際の臨床検体でも認めら
れるかどうかを胃癌臨床検体において検討
した。CD133 の mRNA 発現と、HIF-1A、HIF-1B、
HIF-2A との相関を解析したところ、CD133 発
現と HIF-1A 発現との間に強い逆相関
(R=-0.68)が認められた。(論文投稿準備中) 
 
(2) CD133 の機能解析 
  CD133 のがん細胞における生物学的機能を
探索する目的で、siRNA を用いた CD133 遺伝
子発現抑制によって生じるがん細胞の遺伝
子発現変化をマイクロアレイを用いて検出
した。 31 の遺伝子が 2倍以上の発現変化を
認めた(図 5A)。 発現亢進遺伝子には細胞分
化で増加する Keratin (keratin6, keratin17, 
keratin-associated protein)および L1CAM 
(L1 cell adhesion molecule)などが検出さ
れた。 一方脳神経幹細胞マーカーの一つで
ある MSI-2 の発現抑制が観察された。これら
の結果から CD133の機能は細胞を未分化にと
どめる機能を有する可能性が示唆された。 
 一方、KATO-III に対する CD133-siRNA によ
る遺伝子発現抑制は、がん細胞の細胞増殖効
果に影響を及ぼさず、抗癌剤(5FU、パクリタ
キセル)に対する薬剤感受性をも変化させな
かった。また、CD133 の遺伝子変異を検出す
る目的で胃癌細胞 6株の CD133 の塩基配列を
決定したところ、いずれもエクソン 3がスキ
ップされており、AC133-2 variant ががん細
胞で優位であることを示した。 
(論文投稿準備中) 
 
(3) 研究成果のまとめ 
①がん細胞の CD133 発現は mTOR シグナルに

制御されることを示した。 
②がん細胞の CD133 発現は転写因子 HIF-1A

に抑制されることを示した。 
③胃癌臨床検体においてCD133発現とHIF-1A

発現との間に強い逆相関を認めることを
示した。 

④がん細胞の CD133 発現はケラチンなどの分
化マーカーの発現を抑制していることが
示された。 



 

 

(4) 本研究の位置づけと今後の展望 
 がん細胞において CD133の発現制御機構は
現在までにメチル化に関する報告されてい
なかったが、本研究は、幹細胞マーカーCD133
遺伝子発現と mTOR シグナルの関連および転
写因子 HIF-1A が CD133 発現制御に深く関与
することを現時点で国内外を問わず初めて
明らかにした。この点はきわめて新しい知見
であり、今後の CD133 の発現制御機構に関す
る研究に大きく影響を与えると考えられる。 
 mTOR 阻害薬はすでにがん薬物療法として
臨床的に有用性を示しており、がん幹細胞を
標的とする治療の観点からも今後重要性を
増すと考えられる。 
今後の研究テーマとしては、CD133 の発現を
直接亢進する転写因子は本質的に「幹細胞」
の機能を制御する転写因子と考えられるた
め、引き続いて HIF-1A との関連を含めて
CD133 の発現制御機構について検討を行いた
いと考えている。 
  

[図 1] がん細胞の CD133 発現. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
A がん細胞株の CD133mRNA 発現. B 胃癌細 
胞株の CD133 蛋白発現. C 大腸癌細胞株の
CD133 蛋白発現. D 臨床検体の免疫染色.  

 
[図 2] mTOR シグナルの阻害は CD133 の 
発現を誘導する. 

A Rapamycin 暴露による HIF-1A の発現抑制と
CD133 誘導. B Rapamycin 暴露と拮抗薬
Tacrolimus による誘導効果のキャンセル. C 
低酸素条件下における CD133 の発現抑制. D 
低酸素下における Rapamycin 暴露と CD133 発
現. E 他癌細胞株における再現性. 
 

[図 3] HIF-1A による CD133 の発現抑制. 

A,B HIF-1A 誘導剤 DFO による CD133 の発現抑
制効果. C 胃癌臨床検体における HIF-1A と
CD133 の発現の相関. D まとめ図. 
 
 

[図 4] CD133 遺伝子発現抑制によって 
発現が変動する遺伝子群. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
A マイクロアレイを用いて CD133-siRNA によ
り遺伝子発現変化を受ける遺伝子群を特定
した. B realtime RT-PCR による結果の再現
性確認. 
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