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要旨 

 

近年のがん研究において，がん幹細胞（Cancer Stem Cells: CSCs）が注目さ

れている．腫瘍組織内にはがん幹細胞と非がん幹細胞が混在していると考えら

れ，がん幹細胞は「腫瘍内に存在し，自己複製能と腫瘍組織を構成するさまざ

まな系統の癌細胞を生み出す能力を併せもつ細胞」と定義されている．また，

がん幹細胞は放射線や抗癌剤に対する治療抵抗性を保有することから，腫瘍の

悪性度と関連し，再発や転移との相関を示すことが分かってきている．一方，

頭頸部扁平上皮癌においては CD44，aldehyde dehydrogenase，CD133 などが

がん幹細胞のマーカーであると考えられてきているが，ヒト口腔扁平上皮癌に

おけるがん幹細胞に対する効果的な治療法が確立されていない．そこで我々は，

ヒト口腔扁平上皮癌のがん幹細胞の特徴を解明し，がん幹細胞を標的とする効

果的な化学療法を探索した． 

頭頸部扁平上皮癌におけるがん幹細胞のマーカーである CD44 は全てのヒト

口腔扁平上皮癌細胞株で発現しており，その CD44 陽性画分の細胞は幹細胞マ

ーカーである Nanog，SOX-2 を強力に発現していた．また HSC-2 の母集団よ

り CD44 陽性細胞の方が移行能を有意に保持し，がん幹細胞の特徴を有するこ

とを確認した．さらに CD44 陽性細胞に対する様々な化学療法剤の感受性を検

討した結果，gefitinib，elrotinib，lapatinib，SN-38 の各々の単独投与よりも，

gefitinib と SN-38 との併用，elrotinib と SN-38 の併用，lapatinib と SN-38

の併用投与で，低濃度にてヒト口腔扁平上皮癌細胞の増殖抑制効果が認められ，

同時に CD44 発現を減弱させ，さらにはアポトーシスが誘導される効果が認め

られた． 

これらの結果から，これらの併用化学療法がヒト口腔扁平上皮癌におけるが
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ん幹細胞の自己増殖や未分化能を標的とする新たなストラテジーとなる可能性

が示唆された.  

 

 

引用用語：gefitinib，elrotinib，SN-38，CD44，Aldehyde dehydrogenase，

CD133，口腔扁平上皮癌細胞 
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Abstract 

 

In recent years, cancer stem cells (Cancer Stem Cells: CSCs) have been 

drawn attention in cancer research. Accumulating evidence has suggested 

that the CSCs model postulates a hierarchical organization of cells such that 

only a small subset is responsible for sustaining tumorigenesis and 

establishing the cellular heterogeneity inherent in the primary tumor. 

Although CSCs exhibit the stem cell properties of self-renewal and 

differentiation, they do not necessarily originate from transformation of 

normal tissue stem cells. And these cells seem to be the most probable 

candidates responsible for treatment resistance, invasion and metastasis, 

resulting in tumor recurrence.  

On the other hand, although it has been thought that such as CD44, 

aldehyde dehydrogenase, CD133 are the markers of cancer stem cells in 

head-and-neck squamous cell carcinoma, the effective therapeutic to the 

cancer stem cells in human oral squamous cell carcinoma is not established. 

Then, we have solved the properties of the cancer stem cells of human oral 

squamous cell carcinoma, and searched for the effective the cancer stem cells  

targeting chemotherapy.. CD44 has been known as a maker of the cancer 

stem cells in head-and-neck squamous cell carcinoma was expressed by all 

the human oral-squamous-cell-carcinoma cell lines, and the cell had 

expressed strongly Nanog and SOX-2 which are stem cell markers by the 

CD44 positive cell. Moreover, it found that the direction of CD44 positive cell 

retained significantly the migration ability than population of HSC-2, and 
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had the feature of cancer stem cells. Furthermore, As a result of examining 

the sensitivity of various chemotherapeutic drugs against CD44-positive 

cells, the effect in combination with administration of gefitinib and SN-38, or  

erlotinib and SN-38 or lapatinib and SN-38 was more etteitive rather than 

mono-therapy each gefitinib, erlotinib, and SN-38. These low dose 

chemotherapy induced reduction of CD44 expression and also lead to 

enhanced apoptosis. These results was suggested that these combination 

chemotherapies would serve as a new strategy which makes a target the self- 

proliferation and undifferentiated ability of cancer stem cells in human oral 

squamous cell carcinoma.  

 

 

Key word: gefitinib, elrotinib, SN-38, CD44, Aldehyde dehydrogenase，

CD133, oral squamous carcinoma cells 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

 

緒言 

 

全てのがんに対する口腔がんの割合は 1～3%であり，その 80％以上が扁平上皮

癌であると言われている 1,2)．現在の口腔扁平上皮癌における主な治療法は外科

的療法，放射線療法，化学療法である．しかしながら，口腔がんの再発や転移

をきたす難治性のがんも依然として存在する．さらに口腔領域は咀嚼，嚥下，

発声，呼吸など，生活機能に重要な役割を果たす臓器が多く含まれており，こ

れらが外科的療法や化学療法などの副作用により障害されると患者の QOL に

深刻な影響を及ぼす 3-5)．しかし現段階では劇的な生存率及び QOL の改善には

至っていない．その理由の１つとして放射線療法や化学療法への耐性の問題が

ある． 

近年，がん組織を構成している細胞群には階級が存在し，多くのがん細胞は

この階級の最上位に位置するごく少数のがん幹細胞から生じると考えられるよ

うになっている 6)．がん幹細胞は増殖能力が高く自己複製能を持ち，また放射線

療法や化学療法などの従来のがん治療に抵抗性を示すことが証明されている

7-11). そのため，治療によってがん細胞が死滅し，治癒したと思われる場合でも,

その多くの場合，ごく少数のがん幹細胞が残存していると考えられる．原発巣

において，この残存したがん幹細胞から再びがん細胞が生じると再発となり，

がん幹細胞が他の部位へ移動しがん細胞を生じると転移となると考えられてい

る 12-16)．しかしながら，未だヒト口腔扁平上皮癌におけるがん幹細胞に対する

効果的な治療法は確立されていない． 

SN-38 は抗腫瘍性アルカロイドである camptothecin から合成誘導されたイ

リノテカン塩酸塩が体内で変換され，DNA 合成を阻害して抗腫瘍効果を発現す

る．我々の先行研究において，epidermal growth factor receptor(EGFR）に対
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する分子標的薬である gefitinibとSN-38との併用療法が相乗的にヒト口腔扁平

上皮癌細胞株:HSC-2 のアポトーシスを誘導し，マウスモデルにおいて腫瘍再

発抑制効果が認められることを明らかにした．そのメカニズムを解析する中で，

頭頸部扁平上皮癌のがん幹細胞マーカーである CD44 の発現量はEGFR 発現量

と相関性があることが報告された 17)．また近年，家畜用抗菌剤であるサリノマ

イシンと既存の抗癌剤との併用効果も研究されつつあり，salinomycin は，乳癌

におけるがん幹細胞に対して，paclitaxel よりも 100 倍以上効果的に抑制するこ

とが明らかなっている 18).また，頭頸部扁平上皮癌のがん幹細胞において，

salinomycin が大幅に細胞生存率を阻害し，CD44 発現を抑制し，cisplatin や

paclitaxel と相乗的に働くとの報告もされている 10, 19)．このように,がん幹細胞

を標的とする治療法の開発が進めば，腫瘍の再発や転移が抑制することが可能

であると考えられる．そこで，今回我々は，ヒト口腔扁平上皮癌細胞株におけ

るがん幹細胞マーカーの 1 つである CD44 の発現を検討し，CD44 陽性口腔扁

平上皮癌株HSC-2における分子標的治療薬の細胞増殖抑制作用について検討し

た． 

頭頸部扁平上皮癌に対して使用されている cisplatin，５-fluorouracil，

paclitaxel，他の代表的な抗がん剤である doxorubicin，SN-38，また EGFR を

標的とした分子標的薬である gefitinib，lapatinib，elrotinib を口腔扁平上皮癌

細胞（HSC-2）に対して使用し，各々の単独投与と比較し，イリノテカンと他

の抗癌剤との併用療法における口腔扁平上皮癌のがん幹細胞を標的とする効果

的な化学療法を探索した．                                                              
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材料と方法 

 

試薬 

SN-38はTokyo Chemical Industry（東京）で，elrotinib，lapatinib，cisplatin，

5-fluorouracil，paclitaxel，doxorubicin は Selleck Chemicals (Paletta Court, 

Burlington, Canada)で，gefitinib は LC Laboratories (Woburn, MA, USA)か

ら購入した． 

 

培養細胞 

ヒト口腔扁平上皮癌細胞株 (HSC-2，HSC-3，SAS，Ca9-22) は独立行政法

人理科学研究所 バイオリソースセンター（つくば）から購入した．細胞株の

培養は，100 U/ml のペニシリン G（明治製菓，東京），100 μg/ml の硫酸ス

トレプトマイシン（明治製菓），非動化した 10 %ウシ胎仔血清 [fetal bovine 

serum (FBS), JRH Bioscience, Lenexa, KS, USA ] を添加した Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM; GIBCO BRL, Gland Island, NY, USA ) を

用いて，10 cm プラスチックシャーレ (Falcon Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ, USA) 中で，37 ℃ 5 % CO2インキュベーターで培養した．HSC-2

は，Mg2+，Ca2+を含まないリン酸緩衝液 [ PBS (-)] で洗浄後，0.25 % trypsin

を用いて細胞を剥離し，140×g , 5 分間遠心分離をかけて上清を除去し，1:4 の

split ratio で 4 日毎に継代培養した．  

 

MACS 磁気細胞分離法 

MACS® Separation Units (Magnet)(Miltenyi Biotec, Bergisch Glabach, 

Germany)を MACS® MultiStand に水平にセットし，MACS®カラムを     
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Magnet にセットする．Negative fraction 用チューブを置き，カラムを 2 ml

の MACS® Buffer を加えて洗浄した．10 cm プラスチックシャーレ (Falcon 

Becton Dickinson, franklin lakes, NJ, USA) 中に，0.5×10 4  cells/well の細

胞数で播種し，10 %FBS 含有 DMEM にて 37 ℃， 5 % CO2存在下で 48 時間

培養後，trypsin 処理して細胞を回収し，5℃で 300×g , 10 分間遠心洗浄し，

上清を除去した．再度，PBS(-) で細胞を 5℃で 300×g , 10 分間遠心洗浄し，

上清を除去し，サンプルを MACS® MicroBeads と anti-CD44 を４ ºC， 15 分

間，反応させた後，カラムに添加し， 5 ml の MACS® Buffer を加え，カラム

を Magnet から取り外し，Positive fraction 用チューブにのせ，非結合細胞を

除去した．5 ml の MACS® Buffer を加え，プランジャーをセットし，カラムに

保持されている細胞を溶出させ，分離した． 

 

Western Blot 法 

HSC-2 細胞と MACS 磁気細胞分離装置(ミルテニーバイオテク 東京)で溶出

した CD44 陽性細胞を 6 穴プレートに 1×10 6 cells/well の細胞数で播種し，

10 %FBS 含有 DMEM にて 37 ℃， 5 % CO2存在下で 24 時間培養した． 24

時間後，氷上で細胞をスクレイパーにて剥離し，遠心分離，1,073×g , 5 分間 

4 ℃にかけ細胞を回収した．回収した細胞に 1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride (PMSF)とプロテアーゼ阻害剤カクテル (Roche  

Diagnostics, Basel, Switerland )を加え，cell lysis buffer (10× cell lysis buffer ; 

Cell Signaling, Beverly, MA, USA)を調製して 15 μl ずつ加え，15 分間おきに

4 回撹拌した．その後，9,660×g ，15 分 4 ℃で遠心分離器にかけた後，上清

を回収した．回収したサンプルは albumin を基準にしてタンパク質定量を行っ

た．一定のタンパク質に調整するため 2×sample buffer [125 mM Tris-HCl 
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(PH6.8) , 4 % SDS, 10 % β-mercaptoethanol, 10 % sucrose, 1 % bromo 

phenol blue (BPB) ] を添加し，100 ℃で 5 分間，加熱処理後，8 % 

ployacrylamide gel 濃度の条件で 160 V, 60 分間 SDS-ployacrylamide gel に電

気泳動を行った．その後，polyvinylidene fluoride (PVDF) 膜 (Milipore, 

Bedford, MA, USA ) に 80 V，60 分間転写した．転写終了後， 5 % Difco skim 

milk（和光純薬工業，大阪）をブロッキング溶液として用い，室温にて 1 時間

ブロッキング処理を行った．一次抗体(Table-1)は，ブロッキング溶液で希釈し

て室温で 1 時間振盪させた． 

一次抗体反応後，PVDF 膜は 1×TBST : Tris Buffered Saline with Tween（10

×TBST ; 和光純薬工業，大阪）で 10 分間 3 回洗浄した後, 二次抗体として

horseradish peroxidase (HRP) を標識した goat anti-rabbit IgG もしくは goat 

anti-mouse IgG antibody（Santa Cruz）を 1/10,000 の濃度に希釈して室温で

反応させた後，1×TBST で再度 10 分間 3 回洗浄し, Western BLoT 

Chemiluminescence Luminol / Enhancer Solution, Western BLoT 

Chemiluminescence Peroxide Reagent（タカラバイオ，東京）を 1 ml 添加し，

1 分間振盪させ，X 線フィルム（富士フィルム，神奈川）に感光後，自動現像機

（コダック・テクノサービス，東京）で現像した． 

 

Flow cytemetory 

今回，HSC-2 と MACS 磁気細胞分離装置で溶出した CD44 陽性細胞を 6 well

プレートに 1×10 6 cells/well で播き，24 時間培養した．培養後，trypsin 処理

して細胞を回収し，5 ºC で 300 × g ，10 分間遠心洗浄し，上清を除去した．再

度，PBS(-)で細胞を 5 ºC で 300 × g ，10 分間遠心洗浄し，上清を除去した．サ

ンプルに 0.5％BSA＋PBS(-)を 100μl 加え，Fc receptor blocking (FcR 
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blocking)を 2μl，10 分間反応させた．CD44(fluorescein isothiocyanate:FITC)

および CD44(phycoerythrin:PE)またはそれぞれのアイソタイプコントロール

IgG 抗体と細胞で，5 ºC，15 分間，暗闇中で反応させ，フローサイトメーター

(EPICS ALTRA, Beckman Coulter)で分析した． 

  

Migration assay 

MACS非分離HSC-2 細胞とMACS磁気細胞分離装置で溶出したCD44陽性

HSC-2 細胞を血清を含まない DMEM(血清飢餓培地)に置き換え， 4 つの各 Top 

Chamber (Falcon Becton Dickinson) ８μｍのフィルターに 0.5×10 5 

cells/well の細胞数で各細胞を 2 well ずつ播種した．12 well plate (Falcon 

Becton Dickinson)の Bottom Chamber の 2 well に 10 %FBS 含有 DMEM を

入れ，残りの 2 well は血清飢餓培地の DMEM をいれた後，細胞を播種した

Top Chamber を各 well に挿入し，37 ℃，5 % CO2存在下で 24 時間培養した．

培養後，各 Top Chamber を PBS (-) で洗浄した後，6% glutaraldehyd で常温，

30 分固定し，crystalviolet(5 mg/ml)で染色した．その後 PBS (-) で洗浄し，余

分な水分を吸引し，乾燥させた後，光学顕微鏡にて細胞を数えた．  

 

MTT assay 

MTT[（3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, yellow 

tetrazole）]assay は，HSC-2 を 96 穴マイクロプレート (Falcon Becton 

Dickinson,) に 0.5×10 4 cells/well の細胞数で播種し，10 %FBS 含有 DMEM

にて 37 ℃， 5 % CO2 存在下で 24 時間培養した．培養後，コントロール（非

処理）ならびに，各種抗癌剤を単独処理 SN-38，gefitinib，elrotinib，lapatinib，

あるいは SN-38 との併用処理を行った．72 時間処理後， 10 μl の MTT 試薬

http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%A1%E3%83%81%E3%83%AB
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%A1%E3%83%81%E3%83%AB
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Cell Proliferation KitⅠMTT labeling reagent (Roche Diagnostics) を加えて 4

時間 37 ℃で培養した．そして，100μl ずつ Cell Proliferation KitⅠ

Solubilization buffer (Roche Diagnostics) を入れ 37 ℃で 24 時間培養した．そ

の後，プレートリーダー (Multiskan Bichromatic Labsystems, Helsinki, 

Finland) を用いて，595 nm の吸光度にて相対的生細胞数を測定した． 

 

Statistics analysis 

4 Steps エクセル統計 2010(第２版) 統計ソフト Statcel2(オーエムエス 埼玉)を

使用し，Migration assay による薬剤細胞抑制のデータは正規性を確認後，異な

る２群の平均間の対比較はスチューデント t 検定を実施した．MTT assay は多

重検定比較 Sceffe’s F test を実施した． 
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結果 

 

1．ヒト口腔扁平上皮癌細胞株 HSC-2 における CD44 陽性発現の検討 

 

ヒト口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-2, HSC-3, SAS, Ca9-22）を用いて，Western 

Blot 法により，CD44，EGFR，リン酸化EGFR の発現を確認したところ，がん

幹細胞のマーカーである CD44 は発現の強弱はあるものの全てのヒト口腔扁平

上皮癌細胞株で発現していた(Fig 1)．また，EGFR，リン酸化EGFR はHSC-2

で最も強く発現していた．HSC-2 とHSC-3 におけるCD44 の発現は HSC-3 の方

が強く発現していた．さらにHSC-2 のCD44 の発現をフローサイトメーターを用

いて検出をしたところ，HSC-2 では 29.2％，であった(Fig 2).  

 

2. HSC-2 におけるCD44 陽性細胞の性状の解析 

 

HSC-2 細胞に対し，MACS 磁気細胞分離法を用いてCD44 陽性細胞を分離し，

Western Blot 法により，非分離細胞と MACS 分離細胞のCD44 の発現を比較し

たところ，MACS 分離細胞でCD44 が強く発現していた(Fig3-A)．さらに，MACS

分離細胞において，幹細胞マーカーである Nanog，SOX-2 の発現が観察された

(Fig3-A)． 

また，Migration assay にてMACS 非分離細胞と MACS 分離 CD44 陽性HSC-2

細胞のFBS(-)遊走能の違いを比較したところ，非分離細胞より MACS 分離 CD44

陽性細胞の方が有意に高い遊走能を示した(Fig 3-B,C)． 
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3.CD44 陽性 HSC-2 細胞の薬剤抵抗性についての解析 

 

現在，ヒト口腔扁平上皮癌に対して使用されている paclitaxel，他の代表的な抗

がん剤である SN-38，また EGFR を標的とした分子標的薬である gefitinib，

lapatinib，elrotinib の HSC-2 MACS 分離細胞に対する 50％阻害濃度(half 

maximal inhibitory concentration; IC50)をMTT assayにて測定し相対的生細胞

数を調べ比較検討した．その結果, SN-38，paclitaxel の IC50値は HSC-2 MACS

非分離細胞と MACS 分離細胞において，ほとんど差はみられなかった．一方，

EGFR の分子標的薬である gefitinib，lapatinib，elrotinib，既存の抗癌剤であ

るdoxorubicinはHSC-2 MACS分離細胞に対し IC50値が数倍から数十倍上昇し

た(Table-2)． 

そこで，これらの IC50値をもとに HSC-2 MACS 非分離細胞に対して，従来の

化学療法薬と分子標的薬の併用投与について比較検討した．Gefitinib(1.0μM)

と SN-38 の併用効果の結果において，SN-38 が 0.5 (nM)または 1.0 (nM)で

gefitinib と併用しても, gefitinib 単独投与とほとんど細胞増殖抑制に変化はな

かった．しかしながら SN-38 が 2.0 (nM)から gefitinib との併用で顕著な細胞

増殖抑制が認められた(Fig4-A)．Elrotinib(1.0μM)と SN-38 の併用細胞増殖抑

制効果は，elrotinib 単独投与と比較し，SN-38 が 0.5 (nM)と elrotinib との併

用で明らかに細胞増殖抑制が認められた(Fig4-B)．Lapatinib(1.0μM)と SN-38

の併用細胞増殖抑制効果において，SN-38 が 0.5 (nM)で lapatinib と併用して

も,lapatinib 単独投与とほとんど細胞増殖抑制に変化はなかった.しかしながら, 

SN-38 が 1.0 (nM)以上の濃度から lapatinib との併用細胞増殖抑制効果の増加

を認めた (Fig4-C)．さらに，これらの結果をもとに Western Blot 法によりCD44

とアポトーシス誘導能をアポトーシスのマーカーである cleaved PARP により比
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較検討した結果, gefitinib と SN-38 を併用することで cleaved PARP の発現が強

く誘導されていることを確認した(Fig5)．またCD44の発現は gefitinibとSN-38

を併用することで，強く発現を減弱させた(Fig5)．  

これらの結果より,ヒト口腔扁平上皮癌細胞の増殖抑制において，EGFR 分子標的

薬である gefitinib，elrotinib は，各々の単独投与よりも，SN-38 との併用投与

することで細胞増殖抑制効果が認められることが明らかとなった． 
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考察 

 

がん幹細胞は自己複製能を持つ幹細胞と似た性質を備え，細胞周期が遅いこ

ともあり放射線療法や化学療法などの従来のがん治療に抵抗性を示すことが証

明されている 13). そこで近年,がん幹細胞における特異的なマーカーやその機

能を解析することが新たながんの診断や治療につながると考えられている．そ

の中で，乳癌細胞株や頭頸部扁平上皮癌における CD44 はがん幹細胞における

特異的なマーカーであると臨床的研究からも証明されている 12, 21, 22)． 

そこで，ヒト口腔扁平上皮癌における MACS 分離 CD44 陽性 HSC-2 細胞の

特徴について検証した． CD44は全てのヒト口腔扁平上皮癌細胞株で発現し(Fig 

1)，EGFR ，p-EGFR も発現していた．頭頸部扁平上皮癌において，CD44とEGFR

は同一細胞内に局在し，CD44 発現量はEGFR 発現量と相関性があるとの報告も

あり 17)，これはヒト口腔扁平上皮癌細胞株においても関連している可能性が示唆

された． 

幹細胞マーカーである Nanog，SOX-2 の発現について，Nanog, SOX-2 は胚

性幹細胞の多分化能や自己複製能を維持するために必要な転写調節因子で，ほ

とんどの正常組織で発現されていない．最近の研究ではヒトのがんにおいて過

剰発現していることが報告されている 16, 22)．そこで，ヒト口腔扁平上皮癌細胞

株 HSC-2 細胞の MACS 分離 CD44 陽性細胞における幹細胞マーカーを検証し

た結果，MACS 分離 CD44 陽性細胞でこれらのマーカーは強力に発現していた

(Fig 3-A)．また，がん幹細胞は上皮間葉転換(epithelial-mesenchymal transition: 

EMT）の特徴を有し，組織の線維化やがん細胞の浸潤・転移を促進すると考えら

れている 20, 23-25)．上皮間葉転換とは，炎症，低酸素，酸化ストレスなどによりシ

グナル伝達が活性化されると，細胞間結合と細胞極性を持つ上皮細胞の状態から，
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それらが消失，減少し，細胞の遊走性および浸潤性を示し，間葉系細胞の特徴を獲

得することであり，がんの浸潤・転移の過程に関与し，予後不良因子とされている．

そこで Migration assay にて上皮間葉転換の特徴の有無を確認したところ，MACS

分離 CD44 陽性細胞で遊走能が高いことが確認され，上皮間葉転換の特徴を有す

ることが示された(Fig 3-B,C)．これらの結果により， MACS 分離 CD44 陽性細

胞は，MACS 非分離細胞集団よりがん幹細胞の特徴を有する分画であることが

明らかとなった． 

次に，MACS 分離 CD44 陽性画分の細胞に対して，従来の化学療法薬と分子標

的薬の併用効果を検討した．臨床上，抗がん剤の単独投与治療において効果を得

ようとすると，大量投与が必要になる．この場合，副作用が強く現れ，正常細

胞にも悪影響を及ぼし，また，がん細胞が抗がん剤に対して耐性を獲得する可

能性が高くなる．そこで，抗がん剤の併用投与により,各々の薬剤濃度を低減さ

せ副作用や薬剤耐性発現を軽減し, さらにがん幹細胞に対し効果的な併用化学

療法を検討することとした．従来の化学療法薬とEGFR 分子標的薬における

MACS非分離細胞とMACS分離CD44陽性細胞に対する感受性の違いを検討し

た結果, MACS 分離 CD44 陽性細胞は gefitinib，elrotinib，lapatinib，

doxorubicin に対して感受性が低下していた．一方，SN-38,paclitaxel は MACS

分離 CD44 陽性細胞に対して効果を示す可能性が示唆された(Table-2).  

そこで，これらの IC50値をもとに MACS 非分離細胞に対して各分子標的薬と

SN-38 の併用投与にて比較検討した．細胞増殖抑制効果は，各々の薬剤単独投

与と比較し，gefitinib と SN-38 の併用投与，elrotinib と SN-38, lapatinib と

SN-38 の併用投与で細胞増殖抑制効果が認められた(Fig 4-A,B,C)．  

さらに，これらの結果をもとに Western Blot 法によりCD44 とアポトーシス

のマーカーである cleaved PARP を比較検討したところ，gefitinib と SN-38 を併
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用することで，CD44 の発現が減弱し，アポトーシスマーカーである cleaved 

PARP の発現は増強し，アポトーシスが誘導された(Fig 5)．そのメカニズムとし

て，gefitinib によって HSC-2 の CD44 の発現が抑制され，同時に SN-38 によ

りアポトーシスが誘導されたことで，さらに強力に CD44 発現が抑制された可

能性が考えられる．CD44 の発現量はEGFR の発現量と関連しているとの報告も

あることから 17)，gefitinib によって EGFR が抑制されたことで CD44 発現の抑

制とアポトーシスが誘導された可能性が示唆された． 

今回明らかにした HSC-2 に対する gefitinib と SN-38 の併用投与，elrotinib と

SN-38 の併用投与，または lapatinib と SN-38 の併用投与はがん幹細胞の画分

を抑制し，強力にアポトーシスを誘導することから，ヒト口腔扁平上皮癌細胞に

おけるがん幹細胞に有効であることが示唆され，自己増殖や未分化能を標的とす

る新たな薬剤の開発に役立つ可能性がある．今後は，未だ明らかにされていな

いがん幹細胞の特徴を解明し，治療抵抗性を有するがんやその再発に対して効果

的に抑制する治療法の探索が必要であると考える．  
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結論 

 

1．ヒト口腔扁平上皮癌細胞株は，がん幹細胞マーカーの１つである CD44 を発

現していた．  

 

2．ヒト口腔扁平上皮癌細胞HSC-2 においてMACS 分離 CD44 陽性細胞はがん

幹細胞の特徴を有する分画である可能性が示唆された． 

 

3．ヒト口腔扁平上皮癌細胞HSC-2 に対する gefitinib と SN-38 の併用投与，ま

たは elrotinibとSN-38の併用投与はヒト口腔扁平上皮癌細胞HSC-2のがん幹細

胞の特徴を有する分画に有効であることが示唆された．  
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Figure Legends 

 

Figure1. Expression of signaling molecules in human oral squamous cell 

carcinoma cell lines.  

 

Cell lysates from exponentially growing cells were analyzed by Western 

blot analysis using antibodies against the indicated proteins. The results 

shown are representative of 3 experiments with similar results . 

 

Figure2. Isolation of human oral squamous cell carcinoma cell culture. 

 

Non-isolated HSC-2 alls were assessed for CD44 expression by flow 

cytometry and showed 29.2% positive for CD44. A nonspecific IgG antiboby 

was used as a negative control.  

 

Figure3. Characteristics of CD44 positive cells in human oral squamous cell 

carcinoma cell lines.  

  

Westernblot assay shows expression level of CD44(+) cell compared to 

non-isolation cell (A). The results shown are representative of 3 experiments 

with similar result. Boyden chamber cell migration assay was performed in 

non-isolation cells (B). CD44 positive cells were pretreated with or without 

10%FBS after 24h. Photomicrographs of migrated cells stained by crystal 

violet in oral squamous cell carcinoma HSC-2 (B). Using a light microscope 
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enumerate the number of stained cells in decideed 5 fields 

(middle,top,under,light,left) within each transwell insert. Count and average 

the total number of cells in each of the decideed 5 fields within an insert. 

There was significant difference between non isolation cell and CD44(+) cell 

(C). Asterisks indicate statistical significance determined by unpaired 

two-tailed Student’s t test，p<0.05 (＊)．The results shown are representative 

of 3 experiments with similar results. 

 

Figure4. Effect of combination treatment with molecularly-targeted drugs 

and SN-38 in CD44 positive HSC-2. 

 

Effect of gefitinib + SN-38 (A), erlotinib + SN-38(B), lapatinib + SN-38 (C) 

of CD44 positive HSC-2 in percent of growth inhibition.  

MTT assay shows gefitinib + SN-38, erlotinib + SN-38, lapatinib + SN-38 

causes a selective decrease in proliferation compared to gefitinib alone.  

HSC-2 was treated with gefitinib, SN-38 alone and combination with 

gefitinib (0.1μM) and SN-38 (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 nM) (A) 

Combined treatment with gefitinib (0.1μM) and SN-38 (2.0－5.0 nM) was 

significantly inhibited the cell growth compared with gefitinib alone(p<0.05, 

Scheffe’s F test). 

  HSC-2 was treated with erlotinib, SN-38 alone and combination with 

erlotinib (0.1μM) and SN-38 (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 nM) (B) 

Combined treatment with gefitinib (0.1μM) and SN-38 (0.5－4.0 nM) was 

significantly inhibited the cell growth compared with gefitinib alone(p<0.05, 
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Scheffe’s F test). 

 

HSC-2 was treated with lapatinib, SN-38 alone and combination with 

lapatinib (0.1μM) and SN-38 (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 nM) (C) 

Combined treatment with gefitinib (0.1μM) and SN-38 (3.0－4.0 nM) was 

significantly inhibited the cell growth compared with gefitinib alone(p<0.05, 

Scheffe’s F test). 

 

Figure5. CD44 expression and cell apoptosis induction of each medicine 

against HSC-2.  

 

CD44 and PARP cleavage of an apoptosis marker were detected by 

immunoblotting . HSC-2 was treated with non-isolation , SN-38 (2nM), 

gefitinib (10μM), and combination with gefitinib and SN-38 . The expected 

value is value of the combined effect (%) was defined as: effects of SN-38 

alone×effects of gefitinib×100%. CD44 and Cleaved PARP were observed by 

immunoblotting in gefitinib alone and gefitinib and SN-38 .  

 

 



Table-１ Antidodies used in this study

Antibody dilution Vendor

rabbit anti-human cleaved PARP polyclonal 1/1000 Cell signaling

rabbit anti-human EGFR polyclonal 1/1000 Cell signaling

rabbit anti-human posphorylated-EGFR polyclonal 1/1000 Cell signaling

rabbit anti-human CD44 polyclonal 1/1000 Cell signaling

mouse anti-human β-Actin monoclonal 1/1000 Santa Cruz
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erlotinib

lapatinib

μM

μM

μM
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μM

０．００６±０．００１
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μM
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