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研究成果の概要（和文）：がんの根治を妨げる原因として、腫瘍中に低い割合で存在するがん幹細胞の存在が挙
げられる。それはがん幹細胞が自己複製可能で治療抵抗性があり、治療後の再発や転移の原因になると考えられ
ているからである。本研究課題は、がん幹細胞に特異的な因子を解明することを目的として行われた。その結
果、I型膜タンパク質Glycoprotein nmb（GPNMB）が、ある条件化で細胞表面に存在し、幹細胞性特性の誘導に関
与していることを明らかにした。またGPNMBによる腫瘍形成誘導には、Krigle-like domain（KLD）が重要である
ことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Cancer tissue is recognized as heterogeneous, and it contains a small 
proportion of cancer stem cells (CSCs), which is thought to be the root cause of cancer metastasis 
and relapse. Glycoprotein NMB (GPNMB) is a transmembrane protein, which highly expressed in many 
types of cancers including breast cancer, especially aggressive triple-negative type. Previously we 
showed that GPNMB contributes to breast cancer initiation and progression through induction of 
epithelial-mesenchymal transition (EMT). In this study, we found that GPNMB is exposed on the cell 
surface and induces CSC-like properties in breast cancer cells. Furthermore, we identified the 
important region in the extracellular domain, kringle-like domain (KLD), for its tumorigenic 
potential. Therefore, we believe that GPNMB and/or KLD of GPNMB should be promising target for 
cancer therapy. 

研究分野： 腫瘍生物学、実験病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題によりGPNMBが、がん幹細胞性特性の誘導に関与していることが示された。またGPNMBによる腫瘍形成
誘導には、細胞外領域に位置するKrigle-like domain（KLD）が重要であることが初めて明らかになった。
がん幹細胞は治療後の再発や転移の原因になると考えられている。そのため、がん幹細胞に特異的な因子が解明
できれば、それを標的としたがんの根本的な治療が可能になると期待される。そのため、本研究課題により得ら
れた新規知見をもとに、GPNMBを標的とした新規がん治療薬が開発に成功すれば、その意義は学術的にも社会的
にも大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）1997 年に白血病においてがん幹細胞が発見され、正常組織と同様に数％ほどのがん幹細
胞と幹細胞ではないその他の細胞で構成されていることが報告された。その後、乳がんや大腸
がんなどの固形がんでもがん幹細胞の存在が示唆されている。がん幹細胞は、それ自体は数が
少なく増殖頻度も低いが、抗がん剤や放射線などの治療に対して抵抗性が高く、治療後の再発
や転移の原因になると考えられている。したがって、がん幹細胞に特異的な因子が解明できれ
ば、それを標的としたがんの根本的な治療が可能になると期待される。 
（２）I 型膜タンパク質である Glycoprotein nmb（GPNMB）は乳がん、神経膠腫や悪性黒色
腫など様々ながん種での発現亢進が報告されている。我々は、乳がんの発生・進展に強く寄与
する MafK-GPNMB 経路を独自に見出し、GPNMB を恒常的に発現させることで非腫瘍性乳
腺上皮細胞が形質転換し、腫瘍形成能を持つようになることを明らかにした。そのメカニズム
の１つとして、上皮間葉転換（EMT）の誘導が重要であることを示した。EMT はがん細胞の
浸潤転移だけでなく、幹細胞性の獲得に寄与することが報告されており、がん幹細胞性の獲得
における GPNMB の役割について検討したいと考えた。 

 
２．研究の目的 
 がん幹細胞に特異的な因子の解明を目指して、膜たんぱく質である GPNMB に着目し以下３
項目を大きな柱として研究を行うこととした。 
（１）がん幹細胞様特性獲得における GPNMB の作用 
（２）腫瘍形成またはがん幹細胞様特性獲得に関与する GPNMB のドメイン解析 
（３）GPNMB 結合特殊環状ペプチドのスクリーニングと抗体作製 
 
３．研究の方法 
（１）細胞株および細胞培養 
American Type Culture Collection（ATCC）により購入したヒト乳がん細胞株（Hs-578T、
BT-474、MDA-MB-468）およびマウス乳がん細胞株（４T1）、GPNMB（WT 野生型）、GPNMB
（YF 変異体）、GPNMB（KLD 欠損変異体）を恒常的に発現させた NMuMG 細胞株を用いた。
通常２次元単層培養には、10％ウシ血清、1％ペニシリン・ストレプトマイシン（Wako 社）を
添加した DMEM 培地（Sigma 社）を用い、37℃、5％CO2 環境下で培養した。ただし、Hs578T
細胞は 5 μg/mL インスリン（Wako 社）、NMuMG‐GPNMB 恒常発現細胞は 1 μg/mL ピュ
ーロマイシン（Wako 社）をそれぞれ添加した培地を用いた。３次元スフェア培養は、DMEM
と F-12 混合培地に 2％B-27（Invitrogen 社）、2 ng/mL EGF（Sigma 社）および b-FGF（Wako
社）を添加した培地を用い、低接着培養皿（Corning 社）を用いて浮遊状態にて培養した。こ
の場合も Hs578T 細胞用には 5 μg/mL インスリンを加えた培地を用いた。 
 
（２）RNA 抽出および定量的 RT-PCR（qPCR） 
Total RNA は ISOGEN II（Nippongenge 社）、または少量の RNA は、NucleoSpin RNA XS
（TaKaRa 社）を用いて抽出した。High Capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied Biosystems
社）を用いて、total RNA 2 µg を逆転写して cDNA を合成後、GeneAce SYBR qPCR Mix α Low 
ROX 試薬（Nippongenge 社）を用い、定量的 RT-PCR 法により mRNA 発現量を調べ、β-actin
の発現量により補正した。 
 
（３）蛍光活性化細胞選別（FACS） 
３次元培養したスフェアは Accutase - Enzyme Cell Detachment Medium（Invitrogen 社）に
より、単細胞に分離した。また 4T1 腫瘍は、1 mg/mL collagenase（Wako 社）中で 37℃に加
温しながら 2 時間、続けて 0.25% trypsin（Sigma 社）5 分間、0.1 mg/mL DNase I（Roche
社）と 5 mg/mL Dispase（Gibco 社）の混合溶液中で 5 分間インキュベーションし、単細胞に
分離した。細胞は抗 GPNMB 抗体（R&D 社）および Alexa488 付加抗ヤギ IgG 抗体（Molecular 
Probe 社）で染色後、BD SORP（BD 社）にて細胞表面 GPNMB 陽性細胞と陰性細胞を分取
した。 
 
（４）動物実験 
Balb/c マウスまたは ICR ヌードマウス（6 週令、雌、CLEA 社）の皮下に細胞を移植し、移植
片の増殖を調べた。腫瘍の大きさは、長径×短径 2×0.5 により計算した。移植腫瘍の継時的な
観察を行い、体重の減少が認められる場合もしくは移植腫瘍サイズが体重の 10%に達する前に
安楽死させた。 
 
 
４．研究成果 
（１）がん幹細胞様細胞単離方の確立 
幹細胞を濃縮する方法としても知られる３次元スフェア培養を行い、２次元単層培養した場合
との遺伝子発現について比較検討した。乳がん細胞 Hs578T、BT-474、MDA-MB-468、4T1
をそれぞれの培養法で培養し、幹細胞マーカーとして知られる SOX2、NANOG、OCT4、CD44



の mRNA 発現レベルを調べた。すると、これらの遺伝子発現がスフェアで有意に亢進してい
ることが明らかになった。また CD44 陽性/CD24 陰性細胞が乳がんの幹細胞集団の指標として
使われているので、CD24 の mRNA 発現についても調べたところ、スフェアではその発現が
２次元培養細胞に比べて有意に低かった。また興味深いことに GPNMB の mRNA 発現量も３
次元スフェア培養により有意に亢進することが明らかになった。 
そこで GPNMB は膜たんぱく質であることから、GPNMB の発現の高い細胞群と低い細胞群
を FACS により分離できると考えた。FACS により分取後、各細胞群の遺伝子発現を調べたと
ころ、GPNMB 陽性細胞群では、幹細胞マーカーSOX2、NANOG よび EMT 関連遺伝子であ
る SNAIL、SLUG の mRNA 発現が高かった。また増殖の指標として、増殖マーカー遺伝子の
発現についても検討したところ、MKI67 および TPX2 は GPNMB 陽性細胞群で低く、増殖し
ていない休眠期にある細胞が多く含まれていることが示唆された。加えて、細胞表面 GPNMB
陽性/陰性細胞群の２次スフェアおよび２次腫瘍形成能について検討すると、細胞表面 GPNMB
陽性群で有意に２次スフェアおよび２次腫瘍形成能が高いことが示された。これらの結果より、
細胞表面 GPNMB 発現ががん幹細胞様細胞のマーカーになり得ると考えた（発表論文②、③）。 
 
（２）がん幹細胞様特性の誘導におけるチロシン残基の重要性 
GPNMB による EMT 誘導および腫瘍形成能誘導には、細胞内領域にあるチロシン残基が重要
であることを示している。GPNMB によるがん幹細胞様特性の誘導にもこのチロシン残基が重
要であるのかについて検討した。NMuMG-GPNMB(WT)細胞と NMuMG-GPNMB(YF)細胞を
それぞれ２次元単層培養法または３次元スフェア培養法にて培養し、遺伝子発現を比較した。
すると、チロシン残基をフェニルアラニン残基に置換した変異体 GPNMB(YF)発現細胞では、
幹細胞マーカーSox2 および Nanog の発現亢進が認められなかった。よって、腫瘍形成に重要
なチロシン残基は、幹細胞マーカー遺伝子の発現誘導など幹細胞様特性の誘導に関与すると考
えられた（発表論文②、③）。 
 
（３）GPNMB の腫瘍形成に重要な領域の検討 
GPNMB による腫瘍形成能誘導に関与する領域について、いくつかのドメイン欠損変異体を用
いて検討した。その結果、細胞外領域に存在する Kringle-like domain（KLD）が腫瘍形成能
誘導に重要であることが明らかになった。GPNMB の KLD 欠損変異体を恒常的に発現させた
NMuMG 細胞を樹立し、スフェア形成や腫瘍形成に与える影響について検討した。すると、
KLD 欠損変異体発現細胞では、スフェア形成および腫瘍形成が有意に抑制された（図１、発表
論文①）。今後、幹細胞様特性誘導に KLD が寄与しているのかについては検討を行う予定であ
る。 

 
 
（４）抗 GPNMB リン酸化抗体作製 
上記のように腫瘍形成および幹細胞様特性の誘導に重要であることが示されたチロシン残基の
リン酸化抗体の作製を試み、GPNMB のリン酸化チロシンを特異的に認識する抗体酸性ハイブ
リドーマを得た。今後この抗体の特異性、親和性、有用性などについて検討を重ねる予定であ
る。 
 



（５）GPNMB-KLD 領域結合ペプチドのスクリーニング 
GPNMB による腫瘍形成能に重要であることが分かった KLD 領域に結合するペプチドのスク
リーニングを行い、候補ペプチドをいくつか得ることができた。今後、その特異性、親和性に
ついて検討し、抗腫瘍効果などについても検討を行う予定である。 
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