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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　肺がん細胞を含む細胞集団の潜在的ながん悪性度を試験する方法であって、
（１）試験の対象とする、肺がん細胞を含む細胞集団を用意する工程、
（３）前記の細胞集団におけるＳＳＥＡ－１およびＳＳＥＡ－３からなる群から選択され
る１以上のマーカータンパク質の発現レベルを測定する工程、および
（４）前記の１以上のマーカータンパク質の発現のいずれかが陽性である場合、前記測定
工程に供された細胞集団には多能性を有する造腫瘍細胞が存在すると決定し、以って前記
の試験の対象とする細胞集団は潜在的ながんの悪性度が高いと決定する工程
を含む、方法。
【請求項２】
　前記測定工程の以前に、
（２）前記細胞集団を低酸素負荷に供する工程
を更に含み、前記測定工程において前記１以上のマーカータンパク質の発現レベルを測定
される細胞集団が、前記低酸素負荷工程後の細胞集団であり、前記工程（４）において、
前記の１以上のマーカータンパク質の発現のいずれかが陽性である場合、前記の試験の対
象とする細胞集団には多能性を有する造腫瘍細胞または低酸素状態に起因して多能性を有
する造腫瘍細胞にリプログラミングされる蓋然性が高い分化した造腫瘍細胞が存在すると
決定することを更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
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　前記低酸素負荷工程において、１０％未満の酸素レベルにおける１０時間以上の低酸素
負荷が少なくとも１回行われる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記の試験の対象とする細胞集団が、ＳＳＥＡ－１およびＳＳＥＡ－３の両方の発現が
陰性であることを指標にして選択されたものである、請求項２または３に記載の方法。
【請求項５】
　前記１以上のマーカータンパク質がＳＳＥＡ－１を含む、請求項１～４のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項６】
　前記測定工程において、更に、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８１からなる群か
ら選択される１以上のタンパク質の発現レベルも測定される、請求項１～５のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項７】
　前記測定工程において、更に、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０および
ＴＲＡ－１－８１以外の１以上の幼若化マーカー遺伝子のｍＲＮＡまたはタンパク質発現
レベルも測定される、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記幼若化マーカー遺伝子が、ＯＣＴ３／４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ｃ－ＭＹＣ、ＮＡ
ＮＯＧ、ＬＩＮ２８、ＲＥＸ１およびＥＲＡＳからなる群から選択される１以上の遺伝子
である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記の発現レベルの測定が、フローサイトメトリー法または免疫組織化学法を用いて行
われる、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　試験の対象とする細胞集団が肺がんの術後の患者から採取されたものである、請求項１
～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　がん悪性度が転移の可能性または生命予後不良の度合いである、請求項１～１０のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　低酸素負荷で誘導されるリプログラミングにより非造腫瘍性の肺がん細胞から生じた多
能性を有する造腫瘍細胞を調製する方法であって、
（１）非造腫瘍性の肺がん細胞を含む細胞集団を用意する工程、
（２）前記の用意された細胞集団から、ＳＳＥＡ－１およびＳＳＥＡ－３の両方の発現が
陰性であることを指標にして非造腫瘍細胞を選択する工程、
（３）前記の選択された細胞集団を低酸素負荷に供する工程、および
（４）低酸素負荷工程後の細胞集団から、ＳＳＥＡ－１およびＳＳＥＡ－３からなる群か
ら選択される１以上のマーカータンパク質の発現のいずれかが陽性であることを指標にし
て、多能性を有する造腫瘍細胞を選択する工程
を含む、方法。
【請求項１３】
　前記の非造腫瘍細胞を選択する工程および前記の多能性を有する造腫瘍細胞を選択する
工程において、前記１以上のマーカータンパク質がＳＳＥＡ－１を含む、請求項１２に記
載の方法。
【請求項１４】
　前記の非造腫瘍細胞を選択する工程において、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８
１からなる群から選択される１以上のタンパク質の発現が陰性であることも当該選択の指
標として用いられ、かつ／または、
　前記の多能性を有する造腫瘍細胞を選択する工程において、ＴＲＡ－１－６０およびＴ
ＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のタンパク質の発現が陽性であることも
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当該選択の指標として用いられる、
請求項１２または１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記の選択された多能性を有する造腫瘍細胞において、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、
ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８１以外の１以上の幼若化マーカー遺伝子のｍＲＮ
Ａまたはタンパク質の発現が陽性であることを確認することを更に含む、請求項１２～１
４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記幼若化マーカー遺伝子が、ＯＣＴ３／４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ｃ－ＭＹＣ、ＮＡ
ＮＯＧ、ＬＩＮ２８、ＲＥＸ１およびＥＲＡＳからなる群から選択される１以上の遺伝子
である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記低酸素負荷工程において、１０％未満の酸素レベルにおける１０時間以上の低酸素
負荷が少なくとも１回行われる、請求項１２～１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記の非造腫瘍細胞を選択する工程および前記の多能性を有する造腫瘍細胞を選択する
工程において、細胞の選択が、フローサイトメトリー法を用いて行われる、請求項１２～
１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　低酸素負荷で誘導されるリプログラミングにより非造腫瘍性の肺がん細胞から生じた、
ＳＳＥＡ－１およびＳＳＥＡ－３からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質
を発現する、多能性を有する造腫瘍細胞を６０％以上の細胞純度で含む、細胞調製物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞集団の潜在的ながん悪性度を試験する方法に関する。本発明はまた、低
酸素負荷で誘導されるリプログラミングにより非造腫瘍細胞から生じた多能性を有する造
腫瘍細胞、および該細胞を調製する方法等にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍内のがん細胞は同質ではなく実はきわめて多様で不均一である。この不均一性は現
在のところ、（互いに排他的なものではないが）２つのモデルにより説明されている。ク
ローン進化モデル（clonal evolution model；非特許文献１）においては、ほとんどのが
ん細胞が造腫瘍能を有しており、遺伝子の違い（遺伝子変異）およびエピジェネティック
な機構の違いを通じて不均一性が生じるとする。一方、がん幹細胞（cancer stem cell；
ＣＳＣ）仮説によれば、がん細胞は階層的に構成されており、ＣＳＣと呼ばれる小集団の
みが、自己複製し、腫瘍を発生させ、そしてエピジェネティックな変化を通じて多様な表
現型を持つ非造腫瘍細胞群を生じることができるとされる（非特許文献２～４）。ＣＳＣ
の概念は魅力的ではあるが、現在の一方向的な階層モデルには多くの疑問や矛盾があり、
特にＣＳＣの起源については未解明である（非特許文献３、５および６）。一つの仮説は
、ＣＳＣは、それが存在する組織の幹細胞ががん化したものと考える。あるいは、ＣＳＣ
は、非ＣＳＣが幹細胞様の特性を獲得することにより生じる可能性がある。上皮間葉移行
（Epithelial-to-Mesenchymal Transition；ＥＭＴ）は、そのようなプロセスが起こり得
る一つの機構であると報告されている（非特許文献７）。いずれの場合も、現時点では造
腫瘍細胞と非造腫瘍細胞とを識別できる特異的な細胞マーカーは確定していない（非特許
文献８および９）。
【０００３】
　抗腫瘍血管新生療法は、がんの有効な治療法となることが期待されていた。しかし、臨
床試験の結果は期待外れなものであり、がんは決して治らず、得られる生存利益はせいぜ
い数ヶ月であった。更に驚くべきことには、治療後に治療前よりもむしろ悪化している症
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例もあった（非特許文献１０～１２）。腫瘍内の低酸素環境が、原因の少なくとも一つと
考えられる（非特許文献１３）。腫瘍内の低酸素領域の存在は、未分化な表現型のがん細
胞の存在と、そして臨床的には予後不良とよく相関していることが知られている（非特許
文献１４および１５）。低酸素は、低酸素誘導因子（Hypoxia-Inducible Factors；ＨＩ
Ｆ）を活性化することにより、多くの遺伝子を活性化する（非特許文献１５および１６）
。膠芽細胞腫、結腸直腸がんおよび非小細胞肺がんにおいて、ＨＩＦ２αをターゲティン
グすることにより自己複製が阻害され、造腫瘍能が低下した（非特許文献１７および１８
）。
【０００４】
　分化した細胞が幹様細胞に復帰することは不可能であると考えられていたが、京都大学
の山中らにより、Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４およびｃ－Ｍｙｃの４因子を遺伝子
導入すれば、線維芽細胞において初期化が誘導され、多能性幹細胞（induced pluripoten
t SC；ｉＰＳＣ；人工多能性幹細胞）に転換できるという驚くべき発見がなされた（非特
許文献１９）。この事実により、分化した非造腫瘍性がん細胞が造腫瘍能を持つＣＳＣに
復帰する可能性があり得ることになる。実際に胚性幹（ＥＳ）細胞で発現している遺伝子
や上記４つの初期化誘導遺伝子が、より未分化な腫瘍細胞においてより高頻度に発現して
いることが見出されている（非特許文献２０）。加えて：（ａ）低酸素条件下では遺伝的
不安定性が促進される（非特許文献２１）；（ｂ）ＯＣＴ３／４はＨＩＦ－２αの直接の
標的である（非特許文献２２）；（ｃ）様々な幹細胞が低酸素微小環境内に存在する（非
特許文献２３）；および（ｄ）低酸素はｉＰＳＣの作製効率を向上させる（非特許文献２
４）。しかしながら、低酸素により、分化した非造腫瘍細胞において初期化が誘導され、
それにより多能性を有する造腫瘍細胞が生成されることを実証した報告は存在しない。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、当該技術分野における上述の現状を鑑み為されたものであり、造腫瘍能を有
するがん細胞（すなわち、がん幹細胞）が生じる機構を突き止め、以って細胞集団の潜在
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的ながん悪性度を試験し得る方法を提供することをその目的とする。本発明はまた、低酸
素負荷で誘導されるリプログラミングにより非造腫瘍細胞から生じた多能性を有する造腫
瘍細胞、および該細胞を調製するための方法等を提供することも目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者等は、上記の課題を解決すべく鋭意検討した。
　本発明者等は先ず、当該技術分野において得られている知見に基づいて、低酸素により
非がん幹細胞において初期化が誘導され、それにより多分化能（multipotencyまたはplur
ipotency）を有する造腫瘍細胞が生じるという仮説を立てた。係る仮説を実証すべく、本
発明者等は、いくつかのヒト肺がん細胞株を用いて、造腫瘍細胞と非造腫瘍細胞とを特異
的に識別し得る細胞表面マーカーを同定することを試み、ＥＳ細胞特異的な細胞表面マー
カーとして知られるＳＳＥＡ－１およびＳＳＥＡ－３がそのようなマーカーとして利用し
得ることを見出した。そして、上記の細胞株およびマーカーを用いて、更なる研究を行っ
たところ、低酸素負荷により、分化した非造腫瘍細胞において容易に初期化が誘導されて
がん幹細胞を生じること、そして生じたがん幹細胞は、不均一な表現型の非造腫瘍性の子
孫を生じ得るのみならず、３胚葉すべてに及ぶ広範な分化能力を示すことを初めて明確に
実証した。本発明者等は更に、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８１もＳＳＥＡ－１
およびＳＳＥＡ－３と同様に、多能性を有する造腫瘍細胞と非造腫瘍細胞とを特異的に識
別し得る細胞表面マーカーとして利用し得ることを見出した。そして、これらのマーカー
の発現が、被験者におけるがんの転移および生存率と有意に相関することを本発明者等は
見出した。本発明者等は、これらの知見に基づき更に研究を進め、本発明を完成するに至
った。
【０００８】
　本発明はすなわち、以下を提供する。
［１］細胞集団の潜在的ながん悪性度を試験する方法であって、
（１）試験の対象とする細胞集団を用意する工程、
（３）前記の細胞集団におけるＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０およびＴ
ＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現レベルを測
定する工程、および
（４）前記の１以上のマーカータンパク質の発現のいずれかが陽性である場合、前記の試
験の対象とする細胞集団は潜在的ながんの悪性度が高いと決定する工程
を含む、方法。
［２］前記測定工程の以前に、
（２）前記細胞集団を低酸素負荷に供する工程
を更に含み、前記測定工程において前記１以上のマーカータンパク質の発現レベルを測定
される細胞集団が、前記低酸素負荷工程後の細胞集団である、上記［１］に記載の方法。
［３］前記１以上のマーカータンパク質が、ＳＳＥＡ－１、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲ
Ａ－１－８１からなる群から選択される少なくとも１つを含む、上記［１］または［２］
に記載の方法。
［４］前記１以上のマーカータンパク質がＳＳＥＡ－１を含む、上記［１］～［３］のい
ずれか１つに記載の方法。
［５］前記測定工程において、更に、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０お
よびＴＲＡ－１－８１以外の１以上の幼若化マーカー遺伝子のｍＲＮＡまたはタンパク質
発現レベルも測定される、上記［１］～［４］のいずれか１つに記載の方法。
［６］前記幼若化マーカー遺伝子が、ＯＣＴ３／４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ｃ－ＭＹＣ、
ＮＡＮＯＧ、ＬＩＮ２８、ＲＥＸ１およびＥＲＡＳからなる群から選択される１以上の遺
伝子である、上記［５］に記載の方法。
［７］前記低酸素負荷工程において、１０％未満の酸素レベルにおける１０時間以上の低
酸素負荷が少なくとも１回行われる、上記［２］～［６］のいずれか１つに記載の方法。
［８］前記の発現レベルの測定が、フローサイトメトリー法または免疫組織化学法を用い
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て行われる、上記［１］～［７］のいずれか１つに記載の方法。
［９］被験者におけるがんの悪性度を試験するために、被験者においてがんの存在が疑わ
れる組織から採取された試料に対して行われる、上記［１］～［８］のいずれか１つに記
載の方法。
［１０］前記被験者が前記がんの術後の患者である、上記［９］に記載の方法。
［１１］前記の試験の対象とする細胞集団が、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１
－６０およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の
発現の全てが陰性であることを指標にして選択されたものである、上記［１］～［１０］
のいずれか１つに記載の方法。
［１２］前記がんが肺がん、消化器がん、乳がん、皮膚がんまたは脳腫瘍である、上記［
１］～［１１］のいずれか１つに記載の方法。
［１３］低酸素負荷で誘導されるリプログラミングにより非造腫瘍細胞から生じた多能性
を有する造腫瘍細胞を調製する方法であって、
（１）非造腫瘍細胞を含む細胞集団を用意する工程、
（２）前記の用意された細胞集団から、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０
およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現の
全てが陰性であることを指標にして非造腫瘍細胞を選択する工程、
（３）前記の選択された細胞集団を低酸素負荷に供する工程、および
（４）低酸素負荷工程後の細胞集団から、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６
０およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現
のいずれかが陽性であることを指標にして、多能性を有する造腫瘍細胞を選択する工程
を含む、方法。
［１４］前記の非造腫瘍細胞を選択する工程および前記の多能性を有する造腫瘍細胞を選
択する工程において、前記１以上のマーカータンパク質が、ＳＳＥＡ－１、ＴＲＡ－１－
６０およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される少なくとも１つを含む、上記［１
３］に記載の方法。
［１５］前記の非造腫瘍細胞を選択する工程および前記の多能性を有する造腫瘍細胞を選
択する工程において、前記１以上のマーカータンパク質がＳＳＥＡ－１を含む、上記［１
３］または［１４］に記載の方法。
［１６］前記の選択された多能性を有する造腫瘍細胞において、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ
－３、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８１以外の１以上の幼若化マーカー遺伝子の
ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が陽性であることを確認することを更に含む、上記［１
３］～［１５］のいずれか１つに記載の方法。
［１７］前記幼若化マーカー遺伝子が、ＯＣＴ３／４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ｃ－ＭＹＣ
、ＮＡＮＯＧ、ＬＩＮ２８、ＲＥＸ１およびＥＲＡＳからなる群から選択される１以上の
遺伝子である、上記［１６］に記載の方法。
［１８］前記低酸素負荷工程において、１０％未満の酸素レベルにおける１０時間以上の
低酸素負荷が少なくとも１回行われる、上記［１３］～［１７］のいずれか１つに記載の
方法。
［１９］前記の非造腫瘍細胞を選択する工程および前記の多能性を有する造腫瘍細胞を選
択する工程において、細胞の選択が、フローサイトメトリー法を用いて行われる、上記［
１３］～［１８］のいずれか１つに記載の方法。
［２０］低酸素負荷で誘導されるリプログラミングにより非造腫瘍細胞から生じた多能性
を有する造腫瘍細胞。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明の試験方法によれば、がん組織等の臨床標本においてマーカータンパク質の発現
を検出するだけで、簡便かつ高信頼度に多能性を有する造腫瘍細胞の存在を検出し、以っ
てがん悪性度を試験できる。あるいは、マーカータンパク質の発現の検出に先立ち、がん
組織等の試料中の細胞集団を低酸素負荷に供することにより、多能性を有する造腫瘍細胞
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への非造腫瘍細胞のリプログラミングを促進し、それにより試験の感度を更に向上させる
ことができる。本発明の試験方法を適用することにより、生体内に存在する造腫瘍細胞ま
たは低酸素状態に起因して造腫瘍細胞に転換される見込みが高い非造腫瘍細胞をがんが初
発または再発する前に検出して、悪性度を予測することが可能である。あるいは、がんの
発症を初期のステージで検出してがん患者の早期治療に導くことも可能である。また、が
ん患者に対する治療効果を造腫瘍細胞または低酸素状態に起因して造腫瘍細胞に転換され
る見込みが高い非造腫瘍細胞の存在を指標にして評価することも可能である。更に、本発
明により提供される試験方法、新規細胞および該細胞の調製方法は、例えば、非造腫瘍細
胞から多能性を有する造腫瘍細胞へのリプログラミングの機構に関する研究や、悪性がん
の有効な治療法の確立等のために有用であるばかりか、ｉＰＳ細胞作製においてがん化を
防ぐ作製方法の開発にも資する。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】図１は、がん細胞における幹細胞性マーカーの低酸素誘導による活性化を示す。
様々ながん細胞および線維芽細胞（TIG3）（A, B）またはN417細胞（A-H）をnormoxia（N
または白色カラムで示す）または5% O2（Hyまたは黒色カラムで示す）のいずれかの条件
下で12時間インキュベートした後、幹細胞性マーカーの遺伝子活性化およびタンパク質発
現のためのRT-PCR（A, C）、定量的リアルタイムPCR（qPCR）（B）、FACS解析（D）また
は免疫組織化学（E）に供した。hypoxia条件下での様々な時点におけるN417の遺伝子活性
化をRT-PCRにより調べた（C）。アルカリホスファターゼ活性（F）、スフィア形成（G）
、およびヘキスト33342（5μg/mL）を用いたサイドポピュレーション（SP）アッセイ（H
）も行なった。qPCR解析（B）では、normoxia条件下でのTIG3発現レベルを1.0（平均±標
準偏差、n=3）とし、それに対してmRNAレベルを正規化した。スフィアアッセイ（G）のた
めに、hypoxiaまたはnormoxiaに暴露した細胞を2週間インキュベートした後、スフィア（
直径>75μm）の個数を数えた（平均±標準偏差、n=3、＊ p < 0.01）。SP（H）はベラパ
ミル（50μM）の存在下（+Ver）または非存在下（-）で測定した。ベラパミル感受性の低
強度の画分をSPと定義した。
【図２】図２は、「分化した」非造腫瘍細胞が低酸素下においてがん幹細胞に復帰するこ
とを示す。（A）様々な選別されたN417細胞画分（注射あたり1.0 x 104細胞、各群につい
てn=4）をNOD-SCIDマウスに皮下注射し、腫瘍形成を観察した。（B）非選別細胞、SSEA-1
+細胞またはSSEA-3+細胞のいずれかにより形成された異種移植腫瘍から分離されたがん細
胞をFACSによりSSEA-1およびSSEA-3発現について解析した。各項目について左から、非選
別細胞、SSEA-1+細胞、SSEA-3+細胞の場合を示す。（C）N417細胞を5% O2下で12時間イン
キュベートした後、SSEA-1、SSEA-3、OCT3/4、SOX2およびNANOGの発現をFACSにより解析
した。SSEA陽性または陰性画分をそれぞれ青色または赤色で示している。（D）4つのES細
胞特異的表面抗原のいずれも発現しない細胞画分を選別した。選別していない細胞および
選別した細胞のプロファイルを示す（a, b）。normoxia条件下で12時間インキュベートし
た後、選別した細胞をhypoxia（5% O2）（d）またはnormoxia（c）のいずれかに12時間暴
露した後、ES細胞特異的抗原に対する解析を再度行った。SSEA-1、SSEA-3およびTRA1-81
陽性細胞の実際の数を示す（e）。様々な条件における解析した全細胞に対する生細胞の
割合を示す（f）。3回の独立した実験を行い、同様の結果を得た。
【図３】図３は、低酸素負荷により生じたがん幹細胞が多能性であることを示す。（A）
様々な解析を含む実験プロトコールを示す。（B）胚様体形成の間の様々な時点における
低酸素暴露した細胞および低酸素暴露していない細胞、ならびに何らかの処理をする前の
細胞（Cとして示す）を幹細胞性遺伝子および様々なマーカー遺伝子についてのRT-PCRに
供した。（C）低酸素暴露した細胞（Hy）および低酸素暴露していない細胞（N）をVEGF-A
 + PDGF-AAの存在下（それぞれ10ng/mL）または非存在下でEB形成後に2日間インキュベー
トした後、ヒトVEGFR2およびヒトCD31の発現についてのFACS解析に供した。血管新生増殖
因子についての1日目におけるRT-PCR解析も示している。（D）低酸素暴露した細胞（Hy）
および低酸素暴露していない細胞（N）を分化促進培地中でEB形成後に12日間インキュベ
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ートした後、βIIIチューブリン（a, d）、αFP（b, e）またはαSMA（c, f）の免疫染色
に供した。核の染色にはDAPIを用いた。スケールバーは100μmを示す。（E, F）SSEA-1+
、SSEA-3+または非選別のN417-GFP細胞をNOD-SCIDマウスの睾丸に注射した。腫瘍が形成
された。（E）そのような腫瘍のパラフィン切片に対して、βIIIチューブリン（a）、αF
P（b）およびαSMA（c）の発現解析を行った。（F）組織化された組織も腫瘍内に見られ
た。HE染色により、CK14（d）を発現する真皮（a）、ならびに腺組織（b）および筋肉（c
）が明らかにされた。そのような組織中の細胞は抗GFP抗体で染色され（e, f）、これら
の組織はがん細胞に由来することを示した。スケールバーは500μmを示す。
【図４】図４は、異種移植腫瘍が、機能的な内皮細胞および血管平滑筋細胞にその後分化
し、がん細胞の低酸素誘導性のリプログラミングを示すことを示す。（A, B）N417-GFPに
よる異種移植腫瘍を、個々の図に示されるように、CA9（番号なしおよび1）、SOX2（2）
、OCT3/4（3）、フォン・ヴィレブランド因子（vWF）（4）、hCD31（5）、HIF1α（6）、
HIF2α（7）、NANOG（8）、SSEA-1（9）またはKi67（10）に対する抗体を用いた免疫組織
化学に供した。CA9染色の状態に従い、腫瘍領域を4群に分類した。a：高度低酸素領域、b
：低酸素領域、c：中間領域、d：非低酸素領域。（C）hCD31、mCD31またはhαSMAに対す
る抗体を用いて、N417-GFP細胞、H358細胞、H460細胞またはH157細胞のいずれかにより形
成された異種移植腫瘍を解析した。いくつかの切片では、ヒトおよびマウス両方のαSMA
を認識する抗体（αSMAとして示す）を用いた。N417-GFP異種移植腫瘍からのいくつかの
切片は、GFPに対する抗体およびhCD31またはhαSMAのいずれかに対する抗体で二重染色さ
れた。この結果は、hCD31またはhαSMA発現細胞が実際にがん細胞に由来することを示す
。H460およびH157異種移植腫瘍では、mCD31+ ECおよびαSMA+細胞は組織化された構成で
はない。スケールバーは100μmを示す。
【図５】図５は、SSEA-1陽性細胞およびSSEA-3陽性細胞が、TRA-1-60およびTRA-1-81陽性
であることを示す。（A）N417細胞を5% O2下で12時間インキュベートした後、SSEA-1、SS
EA-3、SSEA-4、OCT3/4、SOX2、NANOG、TRA-1-60およびTRA-1-81の発現をFACSにより解析
した。SSEA陽性または陰性画分をそれぞれ青色または赤色で示している。（B）SSEA-1陽
性細胞を免疫不全マウスの皮下に移植し、12週間後に、成長した異種移植腫瘍（xenograf
t）を免疫染色法により解析した。（C）ヒト肺がん標本切片を免疫染色法により解析した
。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１２】
（定義）
　本発明において、がんは任意の種類のがんであってよく、固形がん［例えば、消化器が
ん（例えば、胃がん、食道がん、小腸がん、結腸がん、直腸がん、肛門がん、肝臓がん、
胆道がん、膵臓がん等）、泌尿器または生殖器のがん（例えば、腎がん、腎細胞がん、膀
胱がん、前立腺がん、腎盂および尿管がん、胆嚢がん、胆管がん、精巣がん、陰茎がん、
子宮がん、子宮内膜がん、子宮肉腫、子宮頚がん、膣がん、外陰がん、卵巣がん、卵管が
ん等）、脳・神経系のがん（例えば、脳腫瘍（グリオブラストーマ等）、脊髄腫瘍等）、
頭頸部がん（例えば、喉頭がん、口腔がん、唾液腺がん、副鼻腔がん、甲状腺がん等）、
呼吸器系のがん（例えば、肺がん（小細胞肺がん、非小細胞肺がん、転移性肺がんを含む
）、気管支がん等）、乳がん、皮膚がん（例えば、悪性黒色腫等）、骨のがん（例えば、
骨肉腫等）、筋肉のがん（例えば、横紋筋肉腫等）等］、血液がん［例えば、骨髄腫、白
血病、リンパ腫等］等を挙げることができるが、これらに限定されない。本発明が対象と
するがんとしては、低酸素状態の発生と関連するがんが特に好ましいものとして挙げられ
、従って任意の固形がんが特に好ましい。固形がんとして具体的には、肺がん、消化器が
ん、乳がん、皮膚がんおよび脳腫瘍が好ましく、肺がん、消化器がんおよび乳がんがより
好ましく、肺がんおよび消化器がんが更により好ましく、肺がんが特に好ましい。
【００１３】
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　本発明で用いられる細胞集団の由来または本発明の対象は、通常、哺乳動物である。哺
乳動物としては、例えば、マウス、ラット、ハムスター、モルモット等のげっ歯類やウサ
ギ等の実験動物、ブタ、ウシ、ヤギ、ウマ、ヒツジ、ミンク等の家畜、イヌ、ネコ等のペ
ット、ヒト、サル、アカゲザル、マーモセット、オランウータン、チンパンジーなどの霊
長類等を挙げることができるが、これらに限定されない。
【００１４】
　本発明において発現レベルの検出の対象とされるStage-Specific Embryonic Antigen（
ステージ特異的胎児抗原；ＳＳＥＡ）－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲ
Ａ－１－８１（以下、これらを総称して「本発明のマーカータンパク質」または単に「本
発明のマーカー」と呼称することもある）は、特定のモノクローナル抗体により特異的に
認識される表面糖鎖抗原として見出されたものであり、ＥＳ細胞等の多能性幹細胞におい
て発現することが知られている。本発明のマーカーは、具体的には例えば、Myung, J.S. 
et al., Cell Stem Cell 4, 440-452 (2009)（ＳＳＥＡ－１）、Muramatsu T. et al., T
rends Glycosci Glyc 21, 197-206 (2009)（ＳＳＥＡ－３）、William, M.S. et al., St
em Cells 25, 720-730（2007)（ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８１）等に記載さ
れている。
【００１５】
　本明細書において、「造腫瘍細胞」とは、良性または悪性の、進行性増殖を示す腫瘍の
形成を惹起できる細胞をいう。細胞集団の造腫瘍能を評価する方法として、例えば核型分
析、軟寒天コロニー形成試験、免疫不全動物における腫瘍形成能試験等が知られており、
当業者はこれらの試験のいずれかまたは組み合わせにより、所与の細胞集団が造腫瘍能を
有するのか否かを評価することができる。
　造腫瘍細胞は、一般にがん幹細胞として知られる細胞であり得る。がん幹細胞とは、継
続的に増殖可能な腫瘍の再構築に必要ながん細胞であって、自己複製能、およびがん細胞
集団内の多様な表現型を有するがん細胞のすべてを産生できる分化能を有する細胞と定義
される（例えば、上記非特許文献２を参照）。自己複製能とは、分裂した２つの娘細胞の
どちらか１つ、あるいは、両方の細胞が、細胞系譜上、親細胞と同等の能力および分化程
度を保持している細胞を産出できる能力をいう。
【００１６】
　本明細書において、「非造腫瘍細胞」とは上記の造腫瘍細胞ではない細胞をいう。非造
腫瘍細胞は造腫瘍能を有しないがん細胞であってもよいし、あるいはがん細胞でなくても
よい。
【００１７】
　本明細書において「多能性（pluripotency）」とは、分化多能性のことであって、内胚
葉、中胚葉および外胚葉の３つの胚葉のいずれの系列の細胞にも分化できる、細胞が有す
る能力のことをいう。細胞が多能性を有するか否かを評価する方法は当該技術分野で公知
であり、例えば、細胞を浮遊培養して胚様体を形成させ、更に胚様体を種々の分化培地中
で培養した後、組織特異的なマーカー発現の有無を検出することにより三胚葉全てに分化
できたかどうかを確認する方法、細胞を免疫不全マウスに移植することによりテラトーマ
が形成されることを確認する方法、等が挙げられる。
【００１８】
　本明細書において「リプログラミング」または「初期化」とは、分化した細胞が、エピ
ジェネティックな変化を受けて、上に定義した意味での多能性を有する細胞に変容される
ことをいう。
【００１９】
　本明細書において「幼若化マーカー遺伝子」とは、ＥＳ細胞やｉＰＳ細胞等の多能性幹
細胞において特異的な発現を示す遺伝子をいう（例えば、実験医学増刊Vol.26, No.5, p.
29-34を参照）。ここでいう「特異的な発現」とは、ＥＳ細胞やｉＰＳ細胞等の多能性幹
細胞においては高いｍＲＮＡおよび／またはタンパク質発現が見られるが、当該細胞が分
化すると急速に発現が低下することを意味する。本発明において用いることができる幼若
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化マーカー遺伝子としては、以下に限定されないが、例えば、ＯＣＴ３／４、ＳＯＸ２、
ＫＬＦ４、ｃ－ＭＹＣ、ＮＡＮＯＧ、ＬＩＮ２８、ＲＥＸ１、ＥＲＡＳ等が挙げられ、好
ましいものとしてはＯＣＴ３／４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ｃ－ＭＹＣおよびＮＡＮＯＧで
ある。
　本明細書において「幼若化マーカータンパク質」とは、上で定義される「幼若化マーカ
ー遺伝子」のタンパク質を意味する。
【００２０】
　本明細書において、マーカータンパク質の発現レベルの測定は、後述するように、通常
、当該マーカータンパク質に対する特異的抗体等を用いたフローサイトメトリー解析等に
より行われる。マーカーの発現が「陽性」であるとは、該マーカーが細胞表面上（または
細胞内）に発現しており、当該マーカーに対する抗体による特異的結合が検出できること
をいう。マーカーの発現が「陰性」であるとは、該マーカーが細胞表面上（または細胞内
）に実質的に発現しておらず、当該マーカーに対する抗体による特異的結合が検出できな
いことをいう。なお、当業者に明らかなように、発現レベルは定性的なものであってもよ
いし、定量的なものであってもよい。
【００２１】
（試験方法）
　本発明は、細胞集団の潜在的ながん悪性度を試験する方法（以下、本発明の試験方法と
もいう）を提供する。本発明の試験方法は、
（１）試験の対象とする細胞集団を用意する工程、
（３）前記の細胞集団におけるＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０およびＴ
ＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現レベルを測
定する工程、および
（４）前記の１以上のマーカータンパク質の発現のいずれかが陽性である場合、前記の試
験の対象とする細胞集団は潜在的ながんの悪性度が高いと決定する工程
を含む。
【００２２】
　本発明の試験方法において、細胞集団の潜在的ながん悪性度とは、当該細胞集団が生体
内（例えば、上記哺乳動物の生体内）の特定の部位（例えば、当該細胞集団が由来する組
織）に存在する時に生じることが見込まれるがんの悪性度をいう。ここで、がんの悪性度
は、当業者により、生体内における多能性を有する造腫瘍細胞またはがん幹細胞の存在の
有無と関連付けられ得る任意のがん悪性度を意味し、例えば、予後不良の度合い（例えば
、生存率、治療抵抗性、および悪化または再発の可能性、等）、ならびに／あるいは転移
、増殖および／または浸潤の可能性および／または早さと関連するものであり得る。
　本発明者等は、本発明のマーカータンパク質が、多能性を有する造腫瘍性細胞と非造腫
瘍性細胞とを特異的に識別できる細胞表面マーカー（またはがん幹細胞マーカー）として
使用できることを見出した。そのため、がん組織等の臨床標本において本発明のマーカー
タンパク質の発現を検出するだけで、簡便かつ高信頼度にがん悪性度を試験できる。
　本発明者等は更に、分化した非造腫瘍細胞（従って、本発明のマーカータンパク質を発
現しない）が、低酸素負荷によりリプログラミングされて、本発明のマーカータンパク質
を発現する、多能性を有する造腫瘍細胞になり得ることも見出した。従って、ある細胞集
団が、後述するようにして、低酸素負荷に供され、更に本発明のマーカータンパク質の発
現レベルを測定された場合に、本発明のマーカータンパク質を発現すれば、元々の細胞集
団内には、多能性を有する造腫瘍細胞が存在していたか、あるいは、低酸素状態に起因し
て多能性を有する造腫瘍細胞にリプログラミングされる蓋然性が高い分化した非造腫瘍細
胞が存在していたと理解される。このようにして、本発明の試験方法により細胞集団の潜
在的ながん悪性度を決定することができる。特に、がん組織中でのがん幹細胞の頻度が低
いために検出が容易でない場合であっても、細胞集団を低酸素負荷に供することにより、
多能性を有する造腫瘍細胞にリプログラミングされる蓋然性が高い非造腫瘍細胞は容易に
リプログラミングされて本発明のマーカータンパク質を発現するようになる。従って、本
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発明の試験方法において、細胞集団を低酸素負荷に供する工程を含めることにより、試験
の感度を更に高めることができる。
【００２３】
（１）試験の対象とする細胞集団を用意する工程
【００２４】
　本発明の試験の対象とする細胞集団は、本発明による潜在的ながん悪性度の試験を所望
される任意の細胞集団であってよい。該細胞集団は、被験者から採取された生体試料、あ
るいは当業者により研究、開発または医療等の目的のために用いられるあらゆる細胞集団
、等であり得る。該細胞集団は良性または悪性（すなわち、がん細胞）の腫瘍細胞を含む
ものであってもよいし、あるいは含まないものであってもよい。
【００２５】
　被験者から採取された生体試料を用いることにより、該被験者における潜在的ながん悪
性度を試験することができる。用いられる生体試料は、通常、被験者においてがんの存在
が疑われる組織から採取された試料である。がんの存在が疑われる組織としては、例えば
、上記したがん種の原発または転移が疑われる組織、腫瘍細胞またはがん細胞を含むこと
が既知である組織、治療（例えば、外科的治療、抗がん剤治療、放射線療法、免疫療法、
温熱療法等）されているがんの組織、等が挙げられる。また、がんの術後（外科的切除・
摘出後）の再発と、がん幹細胞の残存とが関連する可能性が示唆されており、従って、が
んの術後の患者から採取された術後組織の試料を用いることも好ましい。
　本発明の試験方法に供される生体試料は、被験者から採取可能なものであれば特に限定
されるものではなく、試験の目的、すなわち試験の対象とするがん種に応じて、血液、骨
髄液、リンパ液等の体液試料や、肺、各種消化器、乳房、皮膚、脳組織等の種々の臓器の
生検試料等を利用できる。体液試料または生検試料等からの、培養に供する細胞集団の調
製は、当業者に慣用されている手順に従えばよい。
【００２６】
　前記の研究、開発または医療等の目的のために用いられる細胞集団についても、本発明
による潜在的ながん悪性度の試験を所望される任意の細胞集団であってよい。
　例えば、非造腫瘍細胞から多能性を有する造腫瘍細胞へのリプログラミングの機構に関
する研究のために、所与の細胞集団を用いることができる。それに限定されるものではな
いが、特にこのような研究目的での本発明の試験方法の適用において、試験の対象とする
細胞集団として、予め非造腫瘍細胞のみを選別したものを用いることもまた好ましい。こ
の場合、例えば、１つ以上の本発明のマーカータンパク質に対する特異的抗体、好ましく
は全ての本発明のマーカータンパク質に対する特異的抗体を用いたフローサイトメトリー
法において、用いられた全ての特異的抗体に対する結合が陰性であることを指標として該
選別を行うことができる。
　また、種々のがんの有効な治療法の確立のために、インビトロにおいて特定の処置（例
えば、抗がん剤の候補物質の投与）を施されたがん細胞集団と、該処置を施されていない
同一の由来のがん細胞集団とを本発明の試験方法に供し、両細胞集団の潜在的ながん悪性
度を比較することにより、当該処置（例えば、候補物質）の有効性を評価することができ
る。これにより、特に、多能性を有する造腫瘍細胞（もしくはがん幹細胞）および／また
は該細胞にリプログラミングされる蓋然性が高い非造腫瘍細胞を標的化した有効な抗がん
療法の開発に資することができる。
　あるいは、医療目的での移植用細胞集団を本発明の試験方法に供することにより、該細
胞集団の安全性を評価することもできる。例えば、作製したｉＰＳ細胞を本発明の試験方
法に供することで該ｉＰＳ細胞のがん化の可能性を評価し得るため、がん化を防ぐｉＰＳ
細胞の作製方法の開発に資することができる。
【００２７】
（２）用意された細胞集団を低酸素負荷に供する工程
【００２８】
　上記工程（１）において用意された細胞集団が本工程において低酸素雰囲気下で培養さ
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れてもよい。即ち、本工程の実施は任意である。本明細書において低酸素雰囲気とは、細
胞を培養する際の雰囲気中の酸素濃度が、大気中のそれよりも有意に低いことを意味する
。具体的には、通常の細胞培養で一般的に使用される雰囲気中の酸素濃度よりも低い酸素
濃度の条件が挙げられ、例えば雰囲気中の酸素濃度が１８％未満の条件が該当する。好ま
しくは、雰囲気中の酸素濃度は１５％未満（例、１４％未満、１３％未満、１２％未満、
１１％未満等）、１０％未満（例、９％未満、８％未満、７％未満、６％未満等）、また
は５％未満（例、４％未満、３％未満、２％未満等）である。また、培養対象の細胞の生
存を維持するため、雰囲気は、最小限度の酸素を含む必要がある。この観点から、雰囲気
中の酸素濃度は、通常０．０１％以上であり、好ましくは、雰囲気中の酸素濃度は０．１
％以上（例、０．２％以上、０．３％以上、０．４％以上等）、０．５％以上（例、０．
６％以上、０．７％以上、０．８％以上、０．９％以上等）、または１．０％以上（例、
１．１％以上、１．２％以上、１．３％以上、１．４％以上等）である。
【００２９】
　酸素濃度以外の雰囲気条件は、通常の細胞培養で一般的に使用される条件を適用するこ
とができる。例えば、雰囲気中のＣＯ２濃度は、通常約１～１０％の範囲であり、好まし
くは約５％である。雰囲気中の湿度は、通常約７０～１００％の範囲であり、好ましくは
約９５～１００％である。
【００３０】
　細胞の環境において低酸素状態を創出する手法は特に制限されないが、酸素濃度の調節
可能なＣＯ２インキュベーター内で細胞を培養する方法が容易であり、好適な例として挙
げられる。酸素濃度の調節可能なＣＯ２インキュベーターは、種々の機器メーカーから販
売されている（例えば、Ｔｈｅｒｍｏ　ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社、池本理化学工業、十慈
フィールド、和研薬株式会社等のメーカー製の低酸素培養用ＣＯ２インキュベーターを用
いることができる）。あるいは、三菱ガス化学株式会社から市販されているアネロパック
等の嫌気培養用製品を用いることも好適な例として挙げられる。このような製品を用いる
ことにより、低酸素条件を迅速かつ簡単に実現できる。
【００３１】
　低酸素条件下で細胞を培養する期間は、本発明の試験方法を実現できる限り特に限定さ
れない。該培養期間は、多能性を有する造腫瘍細胞にリプログラミングされる蓋然性が高
い分化した非造腫瘍細胞において、低酸素負荷により当該リプログラミングを誘導し得る
期間であるべきである。このような観点から、該培養期間としては、例えば、１時間以上
、３時間以上、５時間以上、７時間以上、１０時間以上、１２時間以上、１５時間以上、
２０時間以上、１日以上または２日以上である。また、細胞生存にとっては不利な条件（
すなわち、低酸素雰囲気条件）下での培養であることから、培養期間が長すぎると細胞が
死滅してしまい、適切な試験ができない恐れがある。培養期間の上限は当業者であれば適
宜決定することができるが、例えば、５０日以下、４０日以下、３０日以下、２０日以下
、１０日以下、７日以下、５日以下、４日以下、３日以下または２日以下である。低酸素
条件下での好ましい培養期間は、試験の対象とする細胞集団、雰囲気中の酸素濃度等によ
っても変動し、当業者は用いる細胞集団、酸素濃度等に応じて適宜当該培養期間を調整す
ることができる。
　また、本工程において低酸素雰囲気下での培養は少なくとも１回行われるが、低酸素負
荷によりリプログラミングを誘導される非造腫瘍細胞を増加させるという観点から、上記
期間の培養を複数回（例、２回、３回、４回、５回またはそれより多く）行うこともまた
好ましい。
【００３２】
　また、特に非造腫瘍細胞のリプログラミングの機構に関する研究や治療法の開発等の目
的の場合、用意された試験の対象とする細胞集団を低酸素負荷に供する前、低酸素負荷と
同時に、各回の低酸素負荷の間に、または低酸素負荷後に、当該細胞集団を所定の処理（
例えば、任意の試薬への暴露等）に付すこともできる。
【００３３】
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　本発明の試験方法において用いられる培地の基礎培地としては、通常の細胞培養で一般
的に使用されるものを用いることができ、培養対象の細胞集団の種類に応じて適宜選択す
ることが可能である。基礎培地としては、例えばＤＭＥＭ、ＥＭＥＭ、ＲＰＭＩ－１６４
０、α－ＭＥＭ、Ｆ－１２、Ｆ－１０、Ｍ－１９９等が挙げられるが、これらに限定され
るものではない。また、上記基礎培地の混合物を用いてもよい。
【００３４】
　本発明の試験方法において用いられる培地は、自体公知の添加物を含むことができる。
添加物としては、特に限定されないが、例えば血清、成長因子（例えばインスリン等）、
鉄源（例えばトランスフェリン等）、ポリアミン類（例えばプトレシン等）、ミネラル（
例えばセレン酸ナトリウム等）、有機酸（例えばピルビン酸、乳酸等）、血清蛋白質（例
えばアルブミン等）、アミノ酸（例えばＬ－グルタミン等）、還元剤（例えば２－メルカ
プトエタノール等）、ビタミン類（例えばアスコルビン酸、ｄ－ビオチン等）、糖類（例
えばグルコース等）、ステロイド（例えばβ－エストラジオール、プロゲステロン等）、
抗生物質（例えばストレプトマイシン、ペニシリン、ゲンタマイシン等）、緩衝剤（例え
ばＨＥＰＥＳ等）等が挙げられる。当該添加物は、それぞれ自体公知の濃度範囲内で含ま
れることが好ましい。
【００３５】
　本発明の方法で用いられる培養温度は、培養対象の細胞集団の種類に応じて適宜設定す
ることができる。培養温度は、通常約３０～４０℃の範囲であり、好ましくは約３７℃で
ある。
【００３６】
（３）前記の細胞集団におけるＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０およびＴ
ＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現レベルを測
定する工程
【００３７】
　本工程では、上記工程（１）で用意された細胞集団、または上記工程（２）の処理後の
細胞集団における本発明のマーカータンパク質のうちの少なくとも１つの発現レベルが測
定される。試験の対象とする細胞集団に応じて、本発明のマーカータンパク質のうちのい
ずれが特に好ましいかは変動し得るが、多能性を有する造腫瘍細胞に対する高い特異性の
観点から、例えば、ＳＳＥＡ－１、ＴＲＡ－１－６０またはＴＲＡ－１－８１の少なくと
もいずれか１つの発現レベルが測定されることが好ましく、少なくともＳＳＥＡ－１の発
現レベルが測定されることがより好ましい。また、ＳＳＥＡ－１およびＴＲＡ－１－６０
またはＴＲＡ－１－８１の両方について発現を検出することにより、試験の精度を更に高
めることができる。あるいは、ＳＳＥＡ－１もしくはＳＳＥＡ－３のいずれか、またはそ
れらの両方の発現レベルが測定されてもよい。また、本発明のマーカータンパク質ととも
に、上述した幼若化マーカー遺伝子の１つ以上についてのｍＲＮＡまたはタンパク質発現
レベルも測定することもまた好ましい。後述するように、これらの遺伝子の発現レベルは
、本発明のマーカータンパク質の発現が陽性の細胞が実際に多能性を有する造腫瘍細胞で
あるかどうかの検証のために有用である。
【００３８】
　本発明のマーカータンパク質または幼若化マーカータンパク質の発現レベルの測定は、
特異的抗体を用いた免疫学的手法により行うことができる。免疫学的手法としては、フロ
ーサイトメトリー法、免疫組織化学法、放射性同位元素免疫測定法（ＲＩＡ法）、ＥＬＩ
ＳＡ法、ウェスタンブロッティング等の自体公知の手法が挙げられ、好ましくは、フロー
サイトメトリー法および免疫組織化学法である。感度や迅速性、特定のマーカーを発現す
る細胞を選択的に回収できる等といった優位性から、フローサイトメトリー法は特に好ま
しい。また、免疫組織化学法は、組織標本に対して簡便かつ迅速に実施できる等の利点を
有する。これらの手法のためのプロトコール、キットおよび機器は、当該技術分野におい
て周知されていて市販されている。
【００３９】
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　本発明のマーカータンパク質または幼若化マーカータンパク質を特異的に認識する抗体
は、Ｒ＆Ｄシステムズ社、ベクトン・ディッキンソン社、ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社等の
供給元から市販されている抗体を用いることができる（後述の実験例も参照されたい）。
【００４０】
　本明細書において、抗体には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体等の天然型抗
体、遺伝子組み換え技術を用いて製造され得るキメラ抗体、ヒト化抗体や一本鎖抗体、お
よびこれらの結合性断片が含まれるが、これらに限定されない。好ましくは、抗体はポリ
クローナル抗体、モノクローナル抗体またはこれらの結合性断片である。結合性断片とは
、特異的結合活性を有する前述の抗体の一部分の領域を意味し、具体的には例えばＦ（ａ
ｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆｖ、ｓＦｖ、ｄｓＦｖ、ｓｄＡｂ等が挙げられる（Exp.
 Opin. Ther. Patents， Vol. 6, No.5, p.441-456, 1996）。抗体のクラスは、特に限定
されず、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤあるいはＩｇＥ等のいずれのアイソタイプを有
する抗体をも包含する。好ましくは、ＩｇＧまたはＩｇＭであり、精製の容易性等を考慮
するとより好ましくはＩｇＧである。
【００４１】
　幼若化マーカーのｍＲＮＡ発現レベルを測定する場合、常法に従い、ＲＮＡを生体試料
から単離することができる。ＲＮＡを抽出するための一般的な方法が、当該技術分野にお
いて周知されており、Ausubel et al., Current Protocols of Molecular Biology, John
 Wiley and Sons(1997)等、分子生物学の標準的な教科書に開示されている。具体的には
、Ｑｉａｇｅｎなどの製造業者から入手した精製キット、緩衝液セット、およびプロテア
ーゼを用いて、製造業者の指示に従ってＲＮＡ単離を行うことができる。
【００４２】
　幼若化マーカーのｍＲＮＡ発現レベルの測定方法としては、特に限定されるものではな
いが、ノーザンブロッティングおよびインサイチュハイブリダイゼーション（Parker & B
arnes, Methods in Molecular Biology 106: 247-283 (1999))；ＲＮａｓｅプロテクショ
ン・アッセイ法（Hod, Biotechniques 13: 852-854 (1992))；逆転写ポリメラーゼ連鎖反
応法（ＲＴ－ＰＣＲ）(Weis et al., Trends in Genetics 8: 263-264 (1992))；リアル
タイム定量的ＲＴ－ＰＣＲ（Held et al., Genome Research 6: 986-994 (1996)）；なら
びにマイクロアレイ解析法等がある。マイクロアレイ解析法は、製造業者の指示に従って
、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧｅｎｅＣｈｉｐ技術、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓのマイクロアレイ技術またはＩｎｃｙｔｅのマイクロアレイ技術を用いる等して、
市販されている装置によって実施することができる。
【００４３】
（４）前記の１以上のマーカータンパク質の発現のいずれかが陽性である場合、前記の試
験の対象とする細胞集団は潜在的ながんの悪性度が高いと決定する工程
【００４４】
　本工程での上記決定（または区別）のために、工程（３）で得られた１以上の本発明の
マーカータンパク質の発現のいずれかが陽性であるか否かが評価される。当該評価におい
て、工程（３）の測定における抗体の非特異的反応による影響を判定することが好ましい
。そのために、例えば、工程（３）の測定において、本発明のマーカータンパク質を検出
するために用いた抗体と同一のアイソタイプの抗体（アイソタイプコントロール）を用い
て同様に発現レベルを測定し、特異的抗体での測定で得られた発現レベルと、アイソタイ
プコントロールでの測定で得られた発現レベルとを比較してもよい。このような手順は当
該技術分野において周知である。発現レベルの比較は、好ましくは、有意差の有無に基づ
いて行われ得る。
【００４５】
　本発明のマーカータンパク質の発現のいずれかが陽性であった細胞が実際に多能性を有
する造腫瘍細胞であることを他の手段により検証することは、試験の信頼性をより高める
ために好ましい。そのような手段としては、上述の１以上の幼若化マーカー遺伝子の発現
が陽性であることの確認（上述）、分化多能性の確認（上述し、実験例にも示している）
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、造腫瘍能の確認（上述し、実験例にも示している）、エピジェネティック制御酵素（例
えば、ヒストン脱アセチル化酵素、ＤＮＡメチル化酵素等が挙げられる）の発現パターン
のＥＳ細胞またはｉＰＳ細胞との類似性の確認、等が挙げられる。また、このような試験
を行うために、本発明のマーカータンパク質の発現のいずれかが陽性である細胞を選択的
に回収する必要がある場合、本発明のマーカータンパク質に対する特異的抗体を用いて、
セルソーターや、磁性ビーズ、細胞吸着用カラム等により、該抗体に特異的に結合する細
胞を単離すればよい。
【００４６】
（試験用の試薬等）
　本発明の試験方法と関連して、本発明はまた、細胞集団の潜在的ながん悪性度の試験用
試薬を提供する。該試薬は、本発明のマーカータンパク質を特異的に認識する抗体を含む
。該試薬は、上記の幼若化マーカータンパク質を特異的に認識する抗体を更に含んでもよ
い。これらの抗体としては、本発明の試験方法において上述したものを用いることができ
、好ましい実施形態としても上述の通りである。
【００４７】
　低酸素負荷工程を含む本発明の試験方法と関連して、本発明は更に、低酸素培養機器お
よび上記の試験用試薬を含む、細胞集団の潜在的ながん悪性度の試験用システム（キット
）を提供する。「低酸素培養機器」とは、低酸素雰囲気下での細胞培養を可能にする機器
を意味する。該機器としては、本発明の試験方法について上述したものを用いることがで
き、低酸素雰囲気下での細胞培養が可能なインキュベーター、嫌気培養用製品（例、上掲
のアネロパック）等を挙げることができる。「低酸素雰囲気」の定義は上述の通りである
。
【００４８】
（治療方法）
　本発明はまた、悪性度の高いがんを有する対象における前記がんの治療方法を提供する
。当該方法は、前記対象においてがんの存在が疑われる組織から採取された試料に対して
本発明の試験方法を適用する工程、および、前記試料には潜在的ながんの悪性度が高い細
胞が含まれると決定された場合に、がんに対する療法を前記対象に施す工程を含む。
　本発明の試験方法およびその好ましい実施形態については上述した通りである。また、
がんに対する療法としては、悪性度の高いがんに対して一般に行われている任意の療法が
挙げられ、例えば、外科的治療、抗がん剤治療、放射線療法、免疫療法、温熱療法等であ
る。
【００４９】
（スクリーニング方法）
　本発明はまた、がんの予防および／または治療剤のスクリーニング方法を提供する。当
該方法は、
（１）がん細胞を含む細胞集団を用意する工程であって、前記細胞集団は、ＳＳＥＡ－１
、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１
以上のマーカータンパク質を発現する細胞を含む前記工程、
（２）前記の用意された細胞集団から、がんの予防および／または治療剤の候補物質の暴
露に供した細胞集団と、前記候補物質の暴露に供しなかった対照細胞集団とを調製する工
程、
（３）前記暴露後の細胞集団および前記対照細胞集団におけるＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－
３、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカ
ータンパク質の発現レベルを測定する工程、および
（４）前記暴露後の細胞集団における前記の１以上のマーカータンパク質の発現の全てが
、前記対照細胞集団における対応するマーカータンパク質の発現と比べて有意に低いレベ
ルである場合、がんの予防および／または治療剤として前記候補物質を選択する工程
を含む。上記の工程（１）、（３）および（４）は、本発明の試験方法の記載に準じて行
うことができ、好ましい実施形態についても同様である。上記の工程（２）における候補
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物質は任意の物質（例、天然または合成の化合物）であってよく、また暴露の条件は、ス
クリーニング試験の目的に応じて適宜設定することができる。当該方法により、多能性を
有する造腫瘍細胞を標的とした抗がん剤のスクリーニングが可能となる。
　また、本発明の試験方法と同様にして、上記の工程（１）の後であってかつ工程（３）
の以前において、細胞集団を低酸素負荷に供してもよい。その場合の候補物質の暴露は、
低酸素負荷に供する前、低酸素負荷と同時に、各回の低酸素負荷の間に、または低酸素負
荷後に、行ってよい。当該工程を追加する場合、上記の工程（１）で用意される細胞集団
は、必ずしも前記の１以上のマーカーを発現する細胞を含まなくてもよい。当該工程を追
加することにより、多能性を有する造腫瘍細胞のみならず、多能性を有する造腫瘍細胞に
リプログラミングされる蓋然性が高い非造腫瘍細胞をも標的とする抗がん剤のスクリーニ
ングが可能となる。
【００５０】
　本発明は更に、非造腫瘍細胞から多能性を有する造腫瘍細胞へのリプログラミングを促
進する因子のスクリーニング方法を提供する。当該方法は、
（１）非造腫瘍細胞を含む細胞集団を用意する工程、
（２）前記の用意された細胞集団から、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０
およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現の
全てが陰性であることを指標にして非造腫瘍細胞を選択する工程、
（３）前記の選択された非造腫瘍細胞集団を、予め定められた因子の暴露に供する工程、
（４）前記暴露後の細胞集団におけるＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０お
よびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現レベ
ルを測定する工程、および
（５）前記の１以上のマーカータンパク質の発現のいずれかが陽性である場合、非造腫瘍
細胞から多能性を有する造腫瘍細胞へのリプログラミングを促進する因子として前記因子
を選択する工程
を含む。
　上記の工程（１）および（２）は、後述する本発明の調製方法に関して説明する通りに
行うことができ、好ましい実施形態についても同様である。上記の工程（３）における因
子は、スクリーニングを所望される任意の因子であってよく、例えば、物質（例、天然ま
たは合成の化合物）、環境条件（例、温度、周囲気体等）、放射線等であり得る。暴露の
条件は、スクリーニング試験の目的に応じて適宜設定することができる。上記の工程（４
）は、本発明の試験方法に関して説明した通りに行うことができ、好ましい実施形態につ
いても同様である。
　また、本発明の試験方法と同様にして、マーカータンパク質の発現を検出する以前に、
選択された非造腫瘍細胞を低酸素負荷に供してもよい。その場合の因子の暴露は、上述し
た通り、低酸素負荷に供する前、低酸素負荷と同時に、各回の低酸素負荷の間に、または
低酸素負荷後に、行ってよい。
【００５１】
（調製方法）
　本発明はまた、低酸素負荷で誘導されるリプログラミングにより非造腫瘍細胞から生じ
た多能性を有する造腫瘍細胞を調製する方法（以下、本発明の調製方法ともいう）を提供
する。本発明の調製方法は、
（１）非造腫瘍細胞を含む細胞集団を用意する工程、
（２）前記の用意された細胞集団から、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０
およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現の
全てが陰性であることを指標にして非造腫瘍細胞を選択する工程、
（３）前記の選択された細胞集団を低酸素負荷に供する工程、および
（４）低酸素負荷工程後の細胞集団から、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６
０およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現
のいずれかが陽性であることを指標にして、多能性を有する造腫瘍細胞を選択する工程
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を含む。
【００５２】
（１）非造腫瘍細胞を含む細胞集団を用意する工程
【００５３】
　非造腫瘍細胞を含む細胞集団としては、非造腫瘍細胞を含んでいる限り任意のものを使
用することができ、本発明の試験方法において試験の対象とする細胞集団として上述した
ものが挙げられ、典型的には、腫瘍細胞またはがん細胞を含む細胞集団である。本工程は
、本発明の試験方法の工程（１）と同様にして行うことができる。
【００５４】
（２）前記の用意された細胞集団から、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６０
およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現の
全てが陰性であることを指標にして非造腫瘍細胞を選択する工程
【００５５】
　本工程の選択は、例えば、工程（１）で用意された細胞集団に対して、１つ以上の本発
明のマーカータンパク質に対する特異的抗体、好ましくは全ての本発明のマーカータンパ
ク質に対する特異的抗体を用いて、セルソーターや、磁性ビーズ、細胞吸着用カラム等に
より、用いられたいずれの抗体にも特異的に結合しない細胞を単離することにより行うこ
とができる。
　細胞集団の由来等に応じて、本発明のマーカータンパク質のうちのいずれが特に好まし
いかは変動し得るが、多能性を有する造腫瘍細胞に対する高い特異性の観点から、例えば
、ＳＳＥＡ－１または、ＴＲＡ－１－６０またはＴＲＡ－１－８１の少なくともいずれか
１つの発現が選択のために利用されることが好ましく、少なくともＳＳＥＡ－１の発現が
利用されることがより好ましい。また、ＳＳＥＡ－１およびＴＲＡ－１－６０またはＴＲ
Ａ－１－８１の両方について発現を利用することにより、選択の精度を更に高めることが
できる。あるいは、ＳＳＥＡ－１もしくはＳＳＥＡ－３のいずれか、またはそれらの両方
の発現が利用されてもよい。特異的抗体としては、本発明の試験方法について説明したも
のを利用することができる。なお、単に多能性を有する造腫瘍細胞を濃縮するという目的
であれば、本工程における非造腫瘍細胞の回収が高い純度であることは要求されないが、
本発明の調製方法は、特に低酸素負荷で誘導されるリプログラミングにより非造腫瘍細胞
から生じた多能性を有する造腫瘍細胞を取得するものであるため、本工程において多能性
を有する造腫瘍細胞が実質的に存在しない程度（例えば、０．１％未満）まで除去される
ことが好ましい。
【００５６】
（３）前記の選択された細胞集団を低酸素負荷に供する工程
【００５７】
　工程（２）で取得した非造腫瘍細胞集団が本工程で低酸素負荷に供される。本工程につ
いても、本発明の試験方法の工程（２）について説明したのと同様にして行うことができ
る。本工程の低酸素負荷により、細胞集団中の非造腫瘍細胞の少なくとも一部が、リプロ
グラミングを誘導されて多能性を有する造腫瘍細胞に転換され得る。
【００５８】
（４）低酸素負荷工程後の細胞集団から、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、ＴＲＡ－１－６
０およびＴＲＡ－１－８１からなる群から選択される１以上のマーカータンパク質の発現
のいずれかが陽性であることを指標にして、多能性を有する造腫瘍細胞を選択する工程
【００５９】
　本工程では、工程（３）において生じ得た多能性を有する造腫瘍細胞が、本発明のマー
カータンパク質の発現のいずれかが陽性であることを指標にして選択的に回収される。本
工程の選択についても、例えば、工程（３）の後の細胞集団に対して、本発明のマーカー
タンパク質に対する特異的抗体を用いて、セルソーターや、磁性ビーズ、細胞吸着用カラ
ム等により、該抗体に特異的に結合する細胞を単離することにより行うことができる。
　細胞集団の由来等に応じて、本発明のマーカータンパク質のうちのいずれが特に好まし
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いかは変動し得るが、多能性を有する造腫瘍細胞に対する高い特異性の観点から、例えば
、ＳＳＥＡ－１または、ＴＲＡ－１－６０またはＴＲＡ－１－８１の少なくともいずれか
１つの発現が選択のために利用されることが好ましく、少なくともＳＳＥＡ－１の発現が
利用されることがより好ましい。また、ＳＳＥＡ－１およびＴＲＡ－１－６０またはＴＲ
Ａ－１－８１の両方について発現を利用することにより、選択の精度を更に高めることが
できる。あるいは、ＳＳＥＡ－１もしくはＳＳＥＡ－３のいずれか、またはそれらの両方
の発現が利用されてもよい。特異的抗体としては、本発明の試験方法について説明したも
のを利用することができる。
　得られた細胞集団が実際に多能性を有する造腫瘍細胞であることを他の手段により検証
することは好ましい。そのために、例えば、得られた細胞集団の一部に対して、上述の１
以上の幼若化マーカー遺伝子の発現が陽性であることの確認（上述）、分化多能性の確認
（上述し、実験例にも示している）、造腫瘍能の確認（上述し、実験例にも示している）
、エピジェネティック制御酵素（例えば、ヒストン脱アセチル化酵素、ＤＮＡメチル化酵
素等が挙げられる）の発現パターンのＥＳ細胞またはｉＰＳ細胞との類似性の確認、等を
行うことができる。
【００６０】
（多能性を有する造腫瘍細胞）
　本発明は更に、低酸素負荷で誘導されるリプログラミングにより非造腫瘍細胞から生じ
た多能性を有する造腫瘍細胞（以下、本発明の造腫瘍細胞ともいう）を提供する。本発明
の造腫瘍細胞の由来となる非造腫瘍細胞は、任意の非造腫瘍細胞であってよく、例えば、
上述した任意のがん種の非造腫瘍細胞である。本発明の造腫瘍細胞は、それに限定されな
いが、例えば、上述した本発明の調製方法により取得することができる。
【００６１】
　本発明の造腫瘍細胞は、好ましくは、単離されかつ精製されている。「単離および精製
」とは、本発明の造腫瘍細胞以外の細胞の混入を除去する処理がなされていることを意味
する。本発明の造腫瘍細胞の純度は、高ければ高いほど好ましい。該純度は、例えば６０
％以上、好ましくは７０％以上、より好ましくは８０％以上、更に好ましくは９５％以上
、特に好ましくは９９％以上（例えば実質的に１００％）である。
【００６２】
　例えば、本発明の造腫瘍細胞の遺伝子発現解析、タンパク質解析、代謝解析等を行うこ
とにより、がん研究が促進される。また、該細胞群を用いることにより、効率のよい腫瘍
モデルを構築することができる。このような腫瘍モデルは、腫瘍発生・形成過程、治療抵
抗性、転移過程等を研究する上で有用である。また、これらの研究を通じて、多能性を有
する造腫瘍細胞（またはがん幹細胞）およびがんの理解につながるとともに、これを標的
とした医薬品開発が可能となる。
【００６３】
　以下に実験例等を示して本発明をより具体的に説明するが、本発明の範囲は以下の実験
例等に限定されるものではない。
【実施例】
【００６４】
［実験方法］
細胞培養
　本研究で用いた全ての細胞は、単一細胞から再クローニングした（従って遺伝子背景は
同一である）。ヒトの肺がん細胞株H157、H358、A549（非小細胞）、H460（大細胞）、N4
17（小細胞）、および悪性黒色腫細胞株Num2Bを10%ウシ胎児血清を含有するRPMI1640培地
（Hyclone社）中で培養した。低酸素条件はアネロパックキット（三菱ガス化学株式会社
）を用いて達成した。異所性遺伝子またはマイクロRNAを発現する細胞の作製は、pCDNA6.
2、LipofectamineおよびBlasticidin（インビトロジェン社）を用いて行った。マイクロR
NAのためのオリゴヌクレオチドは、BLOCK-iTプログラム（インビトロジェン社）を用いて
設計した。分化アッセイ（図3）のために、胚様体（EB）形成後の細胞をSmGM-、FGM-2-ま
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たはHCM-BulletKit（ロンザ社，スイス国）中でインキュベートした。
 
RT-PCR解析
　RT-PCR解析およびSYBR-Greenを用いたリアルタイムRT-PCR解析は標準的な方法により行
った。GAPDH mRNAを用いて、RNAインプット量を正規化した。
 
FACS解析および免疫組織化学
　FACSおよび免疫染色のために用いた抗体を下記表１に示す。
【００６５】
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【００６６】
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【表１－２】

【００６７】
　単一細胞への分離のために、細胞または異種移植腫瘍（xenograft）をTrypLE Express
（インビトロジェン社）で5分間消化した。FACS解析、サイドポピュレーション（SP）解
析および細胞選別はFACSAria II（ベクトン・ディッキンソン社）を用いて行った。死細
胞の除去のために7AAD（1μg/mL）を用いた。図中、アイソタイプコントロール抗体を用
いて得られたFACSシグナルを灰色のシャドウで示している。アイソタイプ抗体で観察され
た最大の蛍光を上回る蛍光を示す細胞を陽性と考えた。そのような陽性細胞の割合を一部
の図において示している。異種移植腫瘍は4%パラホルムアルデヒド中で固定し、パラフィ
ン中に包埋した。切片（5μm）を一次抗体、次いでHRP標識二次抗体、次いでジアミノベ
ンジジンと共にインキュベートした。
　免疫染色およびフローサイトメトリーの詳細なプロトコールは以下の通りである。
（免疫染色）
　腫瘍は4%パラホルムアルデヒドで4℃にて固定後、20%スクロース／PBS溶液、4℃にて一
晩静置し、アルコールによる透徹後、パラフィンにて包埋処理を行なった。薄切は5μmと
して、スライドガラス上に固定し再度アルコールによる脱パラフィン処理を行なった。抗
原賦活化液（Antigen Retrieval Reagent, Basic; R&D systems）にて95℃, 20分加熱に
より賦活化処理を行なった。SSEA-1(1/500希釈)、TRA1-60（1/500希釈）、TRA1-81（1/50
0希釈）、OCT3/4（1/250希釈）、SOX2（1/250希釈）、NANOG（1/100希釈）抗体にて１次
抗体反応後、Polink-2 Plus HRP Mouse with DAB Kit (GBI Labs)による、HRP-標識ポリ
マー検出システムDAB染色法を用いた。発色方法はメーカープロトコールに従った。染色
後充分に水洗し、透徹処理の後にエンテラン（Merk）にて封入処理したものを検鏡した。
（フローサイトメトリー (Fluorescence Activated Cell Sorter)）
　回収したがん細胞はBSAを含むFACS Buffer（1% FCS, 2mM EDTAを含むPBS）を用いて非
特異的反応を阻害した後、FACS Bufferにて希釈したSSEA-1-FITC（BD Bioscience）にて
染色した。核内染色には膜透過性を昂進させるため、Foxp3 Staining Kit（eBioscience
）を用いた。メーカープロトコールに従って細胞を前処理後、OCT4-Alexa647、SOX2-Alex
a647（BD Bioscience）で染色した。死細胞の除去判定のために、染色後の細胞懸濁液へ1
μg/mlの7-AAD（BD Bioscience）を1/400容量添加し、FACS Cant II（アナライザー）/ A
ria II（セルソーター）（BD Bioscience）にて測定、FlowJo Software（Treestar,Inc.
）によって解析した。
 
腫瘍形成アッセイ
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　細胞をNOD-SCIDマウスまたはNOD/SCID IL2Rγnullマウスに皮下注射した。腫瘍成長を
毎週測定し、出現を注射から12週間後に評価した。マウスを用いた全ての手順は、日本国
政府による法律第105号および告示第6号の下で産業医科大学倫理委員会により認可された
ものである。
 
統計解析
　全てのデータは平均±標準偏差として示している。2群間の比較には、スチューデント
のt検定を用いた（p<0.05を有意とした）。
 
【００６８】
実験例1：低酸素によりがん細胞において幹細胞マーカーが活性化される
　低酸素（hypoxia）によりES細胞マーカー遺伝子が活性化されるかどうかを確かめるた
めに、5つのヒト肺がん細胞株および悪性黒色腫細胞株をスクリーニングした。細胞を5% 
O2で12時間インキュベートした後、RT-PCR解析または定量的リアルタイムPCR解析のいず
れかに供した。N417、H358、H460およびNum2B細胞において4つの初期化誘導遺伝子（OCT3
/4、SOX2、KLF4、c-MYC）の全てが活性化されたが（図1A、1B）、ヒト線維芽細胞（TIG3
）はこれらの遺伝子のいずれの活性化も示さなかった。N417およびNum2Bでは、「ナイー
ブ」マーカーであるREX1を含む試験した全ての胚性遺伝子が活性化されていた。以降の実
験では、N417を主に用いた。N417で得られた結果の殆どは、H358細胞においても確認され
た。
　hypoxiaのN417細胞では、TGF-βがすぐに下方調節され、その後幹細胞性（stemness）
遺伝子の活性化が見られた（図1C）。幹細胞性遺伝子およびES細胞特異的細胞表面抗原（
SSEA-1、SSEA-3、SSEA-4、TRA1-60、TRA1-81）の低酸素誘導性発現がFACSおよび免疫組織
化学により確認された（図1D、1E）。低酸素下において、N417はアルカリホスファターゼ
活性の亢進を示し（図1F）、非接着性の球形の細胞集塊を形成した（図1G）。Hoechst 33
342での染色後に観察されたベラパミル感受性のサイドポピュレーション（SP）は、正常
酸素（normoxia）での0.27%から、hypoxiaにおいて7.05%に増加していた（図1H）。上述
した低酸素誘導性の反応は、6つの異なるN417クローン（GFPを発現するN417（N417-GFP）
の3クローンを含む）で確認され、H358細胞の3クローンにおいても観察された。
　これらの結果から、いくつかのがんの非造腫瘍細胞は、低酸素下で初期化されて、造腫
瘍性の細胞のみならず、iPS細胞のような多分化能（multipotencyまたはpluripotency）
を有する幹細胞様細胞に復帰し得るという仮説を立てた。
【００６９】
実験例2：SSEA-1およびSSEA-3は、造腫瘍細胞と非造腫瘍細胞とを識別できるマーカーで
ある
　非がん幹細胞（non-CSC）のがん幹細胞（CSC）への復帰を証明するためには、これらの
2つの細胞集団を分離することが必要であった。CSCの同定のために、ES細胞特異的細胞表
面抗原（SSEA-1、SSEA-3、SSEA-4、Tra1-81）を用いた。SSEA-1およびSSEA-3の発現は、N
417細胞において互いに排他的であった。SSEA-1/SSEA-3陰性画分はTra1-81陽性細胞を含
まなかった。重要なことに、いずれも低酸素に暴露された細胞から選別された、SSEA-1/S
SEA-3陰性画分、および4つの抗原全てに陰性の画分は、異種移植腫瘍を形成しなかった。
SSEA-1/SSEA-3陰性画分は、より許容性（permissive）の高いNOD/SCIDインターロイキン2
受容体γ鎖欠損（NOD/SCID IL2Rγnull）マウスにおいても、注射から32週間後であって
も腫瘍を作らないことが確認された。対照的に、低酸素に暴露された細胞から選別された
SSEA-1+細胞またはSSEA-3+細胞は、連続的に移植可能な異種移植腫瘍を形成し、これは未
選別の親細胞よりも迅速かつ活発に増殖した（図2A）。SSEA-3+細胞またはSSEA-1+細胞の
いずれかにより形成された異種移植腫瘍は、未選別の細胞により形成された腫瘍と同様の
比率でSSEA-3+/-細胞およびSSEA-1+/-細胞を含んでおり、元々の腫瘍内の表現型の不均一
性を再現していた（図2B）。これらの結果は、SSEA-1/SSEA-3陰性細胞は「分化した」非
造腫瘍細胞であること、ならびに、SSEA-1+細胞画分およびSSEA-3+細胞画分の両方共、CS
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Cを含むことを示している。
　我々は次に、低酸素に暴露された細胞におけるSSEA遺伝子および初期化遺伝子の発現を
解析した（図2C）。SSEA-1+画分およびSSEA-3+画分の両方が、OCT3/4、SOX2およびNANOG
の発現の大幅な増加を示した。対照的に、異種移植腫瘍を形成し得なかった陰性画分は、
それらの発現を実質的に示さなかった。我々は更に、低酸素に暴露された細胞で観察され
た全ての幹細胞様属性（図1）はSSEA-1+細胞およびSSEA-3+細胞の特性であることを確認
した。
【００７０】
実験例3：分化した非造腫瘍細胞は、低酸素下において、驚くほどに短い期間で初期化を
達成し造腫瘍細胞になる
　4つの胚性抗原のいずれも発現しない細胞画分を選別した（図2D-a,-b）。選別した非造
腫瘍細胞をnormoxiaで12時間培養した後、12時間、hypoxiaに暴露するかまたはnormoxia
に維持し、上記4つの胚性抗原の発現を再び解析した。normoxiaにおいても染色陽性の細
胞のわずかな増加が観察されたが（図2D-c）、増加はhypoxia条件下でより顕著であり、S
SEA-1+細胞は72倍増加していた（図2D-d,e）。解析された細胞全体のうちの生細胞の割合
は、選別直後に96.8%、normoxiaでの培養後に92.7%、hypoxiaでの培養後に84.5%であった
（図2D-f）。解析の期間（24時間）およびhypoxia条件とnormoxia条件との間で細胞生存
率が同様であったことから、無視できる程度のSSEA-1+またはSSEA-3+細胞が残っていたか
、または陰性細胞画分にそれら陽性細胞が混入し、24時間以内に著しく増殖したかまたは
遥かに良く生存したという可能性は実質的に除外される。低酸素に暴露する前に陰性画分
を連続して2回選別した場合も、SSEA-1+細胞およびSSEA-3+細胞について得られた結果は
、上記と同様であった。以上の結果から、分化した非CSCは、驚くほど短い期間内に、低
酸素誘導性のリプログラミング（hypoxia-induced reprogramming；HIR）によりCSCに復
帰すると我々は結論した。
　最初の低酸素暴露の後、4つ全ての抗原に対して染色陰性の細胞を選別して再度低酸素
に暴露し、上記と同様に解析を行った。上記と同様、およそ10-15%または0.2-0.4%の細胞
がそれぞれSSEA-1+またはSSEA-3+となった。このような手順を3サイクル繰り返したとこ
ろ、同様の比率の細胞が各時点においてSSEA-1+またはSSEA-3+となることが確認された。
このことは、ある特別な細胞画分のみでなく、あらゆる非CSCがCSCに復帰できることを示
している。
【００７１】
実験例4：低酸素により生成されたCSCは多能性である
　我々は次に、低酸素に暴露されたN417細胞が幹細胞のような複数系列への分化能を有し
得るかどうかを調べた。低酸素暴露された細胞を24時間、ハンギングドロップ培養を行い
、胚様体（EB）を形成させた。次に、細胞を種々の分化促進培地で培養した。実験手順は
図3Aに示した。EBの形成を通じて、低酸素により活性化された初期化遺伝子は急速に（OC
T3/4）または徐々にのいずれかで下方調節され、一方、3つの胚葉の様々な分化マーカー
遺伝子が上方調節された（図3B）。低酸素に暴露しなかった場合、細胞は内胚葉系列およ
び中胚葉系列のマーカー遺伝子の活性化を示さなかった。興味深いことに、典型的なEMT
マーカー遺伝子であるビメンチンおよびフィブロネクチンは低酸素に暴露された細胞画分
においてのみ活性化され、TGF-β1およびその受容体は、細胞を正常酸素に維持した場合
も、低酸素に暴露した場合も、同様に活性化された。低酸素に暴露された細胞では、1日
目から血管新生増殖因子が活性化され、4日目には内皮細胞（EC）マーカーであるヒトCD3
1（hCD31）およびヒトVEGFR-2を発現した（図3C）。陽性細胞の数は、細胞をVEGFおよびP
DGFと共に培養した場合に更に増加した。分化促進培地中での2週間において、低酸素処理
した細胞のみが外胚葉（βIIIチューブリン）、内胚葉（αフェトプロテイン；αFP）お
よび中胚葉（α平滑筋アクチン；α-SMA）の分化マーカーを発現した（図3D）。このよう
な多様な分化能力は、低酸素に暴露したH358細胞においても観察された。
　次に、NOD-SCIDマウスの睾丸にSSEA-1+、SSEA-3+、または未選別の低酸素暴露したN417
-GFP細胞を注入した（注入あたり104細胞）。2ヶ月後、未選別細胞では3回のうち2回の注
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入で、SSEA-1+細胞またはSSEA-3+細胞では全6回の注入すべてで腫瘍が形成され、βIIIチ
ューブリン、αFPおよびα-SMAが腫瘍細胞内に検出された（図3E）。更に、腫瘍は、サイ
トケラチン14陽性の真皮、腺組織、筋肉等、3胚葉全てからの種々の分化により誘導され
た組織を含んでいた（図3F）。これらの組織化された組織がヒト細胞から構成されている
ことをGFP（図3F-e,f）、ヒトミトコンドリアおよびヒト核に対する抗体を用いた免疫組
織化学により確認した。
　これらの結果は、低酸素に暴露されたN417細胞は実際に多能性を有する細胞に初期化す
ることを実証している。
【００７２】
実験例5：異種移植腫瘍は、機能的な内皮細胞および血管平滑筋細胞にその後分化し、が
ん細胞の初期化を示している
　N417-GFP異種移植腫瘍を組織学的に分析した。炭酸脱水酵素9（CA9）染色による評価を
行なったところ、低酸素領域はまだら状またはパッチ状に散在しており、そのような低酸
素領域内にOCT3/4陽性細胞およびSOX2陽性細胞が検出された（図4A）。CA9染色の状態に
従い、腫瘍領域を4群に分類した：（a）殆どのがん細胞がCA9陽性である領域（高度低酸
素領域）、（b）CA9陽性細胞により囲まれた領域（低酸素領域）、（c）僅かにCA9染色さ
れた細胞により囲まれた領域（中間領域）、（d）CA9陽性細胞を実質的に欠いた領域（非
低酸素領域）（図4B）。高度低酸素領域および低酸素領域（a, b）内では、細胞はSOX2（
a2, b2）、OCT3/4（a3, b3）、HIF1α（a6）、HIF2α（a7）、NANOG（a8）またはSSEA-1
（a9）に対する染色が陽性であった。そのような低酸素領域においては、細胞は増殖マー
カーKi-67（a10）の発現をほぼ欠いていた。低酸素領域の外側部分では、恐らくはがん細
胞または宿主の炎症細胞のいずれかに由来する多くのアポトーシス細胞が観察された。中
間領域では、SOX2およびOCT3/4の検出はほんの僅かであるか、または殆ど検出されなかっ
た（c2、c3の矢印）。非低酸素領域では、SOX2（d2）およびOCT3/4（d3）は検出されず、
細胞は増殖活性を示していた（d10）。
　赤血球を含有する血管が各細胞島の中央領域に見られた。興味深いことに、hCD31陽性
細胞は、低酸素領域内に比較的散在して検出された（a5, b5）。しかしながら、hCD31陽
性細胞は、α-SMA陽性細胞（図4C）と共に集まって組織化され、非低酸素領域において血
管を形作っており（c5, d5）、血管は徐々に成熟してより機能的になるかのようであった
。この概念を支持する事実として、通常比較的大きな血管のECにおいて検出されるフォン
・ヴィルブランド因子は、非低酸素領域内の血管においてのみ染色された（d4の矢印）。
hCD31陽性細胞はヒトVEGFR-2も発現していた。
　ECおよび血管平滑筋細胞（VSMC）を検出するために、hCD31、マウスCD31（mCD31）およ
びヒトαSMA（hαSMA）特異的抗体を用いた。これらのいずれも、異種の抗原と反応しな
いことを確認した。N417-GFP異種移植腫瘍内の実質的に全ての血管細胞は、hCD31抗体お
よびhαSMA抗体でのみ検出された（図4C）。そのようなhCD31陽性細胞およびhαSMA陽性
細胞は抗GFP抗体で標識され、腫瘍内のECおよびVSMCが実際にがん細胞に由来することを
更に確認した。H358異種移植腫瘍内の血管はhCD31抗体およびhαSMA抗体で染色されたが
、mCD31抗体では染色されなかった。対照的に、H157異種移植腫瘍内およびH460異種移植
腫瘍内のほぼ全てのECはmCD31陽性であった（それぞれ、約100%および約95%）。またこれ
らの腫瘍ではヒトおよびマウス両方のαSMAを認識する抗体を用いて検出されたECおよび
αSMA陽性細胞は、血管様構造をとっていなかった。しかしながら、重要なことに、H460
異種移植腫瘍では限られた領域が低酸素状態であり、この低酸素領域内の細胞ではSOX2、
OCT3/4、SSEA-1およびhCD31が検出された。
　興味深いことに、N417細胞およびH358細胞はH157細胞およびA549細胞よりも細胞増殖活
性が遥かに低かったが、N417細胞またはH358細胞により形成された異種移植腫瘍は、H157
細胞またはA549細胞により形成された異種移植腫瘍よりも急速に成長した。
【００７３】
実験例6：TRA-1-60/-81もSSEA-1/-3と同様に悪性がんの診断マーカーとなる
　我々は更に、多能性を有する造腫瘍細胞と非造腫瘍細胞との識別を可能とする、SSEA-1
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またはSSEA-3以外のマーカーを探索した。
　その目的のために、種々の初期化遺伝子およびES細胞特異的細胞表面抗原について、SS
EA-1および／またはSSEA-3との発現の相関性を調べた。
　具体的には先ず、上記のヒト肺がん細胞を5% O2で12時間インキュベートした後、FACS
解析を行った。SSEA-1、SSEA-3およびSSEA-4の各々の陽性画分および陰性画分についての
OCT3/4、SOX2、NANOG、TRA-1-60およびTRA-1-81の発現を図5Aに示す。結果は、SSEA-1陰
性細胞およびSSEA-3陰性細胞はTRA-1-60/-81陰性であること、および、SSEA-1陽性細胞お
よびSSEA-3陽性細胞はTRA-1-60/-81陽性であることを示している。重要なこととして、一
部のSSEA-1/-3陽性細胞がTRA-1-60/-81陽性となるのではなく、ほぼ全てのSSEA-1/-3陽性
細胞がTRA-1-60/-81陽性であり、また同時に、ほぼ全てのSSEA-1/-3陰性細胞はTRA-1-60/
-81陰性であった。これは、特にSSEA-1について顕著であった。一方、SSEA-4陽性細胞はT
RA-1-60/-81陰性であった。
　この結果は、培養ヒト肺がん細胞による異種移植腫瘍（xenograft）のみならず、ヒト
肺がん標本においても確認された（図5BおよびC）。図5Bは、FACS選別したSSEA-1陽性細
胞103個をマトリゲルに封入して免疫不全マウスの皮下に移植し、12週間後に、成長した
腫瘍（xenograft）を免疫染色法により解析したものである。一方、図5Cは、インフォー
ムドコンセントを得て採取したヒト肺がん標本切片を免疫染色法で解析したものである（
無作為に選んだ98症例で解析）。いずれの結果も、SSEA-1陽性細胞は同時にTRA-1-60/-81
陽性であることを示している。
　以上より、TRA-1-60/-81もSSEA-1/-3と同様に、多能性を有する造腫瘍細胞と非造腫瘍
細胞とを識別するマーカーとして利用できることが実証された。
【００７４】
実験例7：SSEA-1、SSEA-3、TRA-1-60またはTRA-1-81の発現は肺がんの転移および生存率
と有意に相関する
　我々は次に、ヒト肺がん標本において、SSEA-1、NANOG、OCT3/4およびSOX2の4因子の発
現（免疫染色法による）と、各種臨床病理所見（性別、がん腫の大きさ、組織分類、およ
び転移）との相関を調べた。結果を表2に示す。結果は、SSEA-1のみが、その発現と、診
断時点での転移の有無との有意な相関を示した。
【００７５】
【表２】

【００７６】
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　我々は更に、ヒト肺がん標本において、その生存率と各種因子との多変量解析を行った
。結果を表3に示す。結果は、転移およびSSEA-1の発現が生存率と有意に相関することを
示した。SSEA-1が最も強力な予後判定因子になる可能性も示された。
【００７７】
【表３】

【産業上の利用可能性】
【００７８】
　本発明の試験方法によれば、がん組織等の臨床標本においてマーカータンパク質の発現
を検出するだけで、多能性を有する造腫瘍細胞の存在を検出し、以って簡便かつ高信頼度
にがん悪性度を試験できる。あるいは、マーカータンパク質の発現の検出に先立ち、がん
組織等の試料中の細胞集団を低酸素負荷に供することにより、多能性を有する造腫瘍細胞
への非造腫瘍細胞のリプログラミングを促進し、それにより試験の感度を更に向上させる
ことができる。本発明の試験方法を適用することにより、生体内に存在する造腫瘍細胞ま
たは低酸素状態に起因して造腫瘍細胞に転換される見込みが高い非造腫瘍細胞をがんが初
発または再発する前に検出して、悪性度を予測することが可能である。あるいは、がんの
発症を初期のステージで検出してがん患者の早期治療に導くことも可能である。また、が
ん患者に対する治療効果を造腫瘍細胞または低酸素状態に起因して造腫瘍細胞に転換され
る見込みが高い非造腫瘍細胞の存在を指標にして評価することも可能である。更に、本発
明により提供される試験方法、新規細胞および該細胞の調製方法は、例えば、非造腫瘍細
胞から多能性を有する造腫瘍細胞へのリプログラミングの機構に関する研究や、悪性がん
の有効な治療法の確立等のために有用であるばかりか、ｉＰＳ細胞作製においてがん化を
防ぐ作製方法の開発にも資する。
【００７９】
　本出願は日本で出願された特願２０１２－０５２３４８（出願日：２０１２年３月８日
）を基礎としており、その内容は本明細書に全て包含されるものである。
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