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研究成果の概要（和文）：食道癌、胃癌の治療抵抗性・再発の原因と考えられる癌幹細胞性を制御し、その診
断・治療標的となる候補として、Kinesin family（KIFC1, KIF11, KIF23）、IQGAP3、DSG1を同定した。さら
に、5-FU耐性胃癌細胞株において変動する遺伝子としてBST2、MCOLN3を抽出し、薬剤感受性を制御することを確
認した。これらは、抗癌剤耐性癌幹細胞の診断とそれを標的とした治療への応用につながる。

研究成果の概要（英文）：As candidate diagnostic and therapeutic targets of esophageal and gastric 
cancers associated with spheroid-forming cancer stem cells, kinesin family (KIFC1, KIF11, KIF23), 
IQGAP3, DSG1 were identified. BST2 and MCOLN3, identified from 5-FU-resistant gastric cancer cells, 
were found to regulate chemosensitivity. These findings will contribute to the application to the 
diagnosis and treatment for therapy-resistant cancer stem cells.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 食道扁平上皮癌と胃癌は共に東アジアに

好発する癌であり、その制圧研究は、わが国

が担わなければならない。癌の不均一性の中

で最も重要な課題は癌幹細胞（cancer	
 stem	
 

cell）の存在である。癌幹細胞は、ABC トラ

ンスポーターに代表される薬剤耐性遺伝子

を発現していること、細胞障害ストレスに耐

性であること、自己複製能を持つことなどか

ら、抗癌剤抵抗性・放射線抵抗性および癌の

進展・転移に関与する。一方、膜蛋白あるい

は分泌蛋白は、それぞれ治療標的、血清診断

標的として有用である。網羅的遺伝子発現解

析の中で機能的に膜蛋白・分泌蛋白をコード

するもののみを同定できる方法が CAST	
 

(Escherichia	
 coli	
 ampicillin	
 secretion	
 

trap)法である。このような癌における CAST

法を用いた体系的膜蛋白・分泌蛋白コード遺

伝子発現解析とその診断・治療開発に向けた

研究は当研究室以外には国内外で全くなさ

れていない。東アジアで好発する食道癌・胃

癌について、治療抵抗性の根幹をなす癌幹細

胞に焦点を当て、CAST 法を駆使して体系的に

膜蛋白・分泌蛋白を探索するものであり、き

わめて独創性が高い。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 癌幹細胞は、治療抵抗性および癌の進展・

転移に関与することが指摘されており、癌幹

細胞を標的とした診断・治療戦略が必要であ

る。本研究は、膜蛋白・分泌蛋白コード遺伝

子を網羅的に解析できるCAST法を用いて、癌

幹細胞性を規定する分子を同定し、新しい治

療感受性・耐性診断系を確立することおよび

癌幹細胞を標的とした治療展開を目指すこと

を目的とする。個別化医療時代における分子

病理学の方向性を示すものとしての意義も大

きい。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

１）癌幹細胞マーカーによる細胞分画の採取

と癌幹細胞特性に関する検証：食道癌・胃癌

組織および食道癌細胞株（TE シリーズ）・胃

癌細胞株（TMK-1、MKN シリーズ、HSC シリー

ズ）を用いて、CD44,	
 ALDH1 等の発現に基づ

いて FACS によりソートし、spheroid	
 colony

アッセイにより球状コロニーの形成を検討

する。次に、癌幹細胞の特徴である抗癌剤に

対する耐性について検討する。抗癌剤は 5-FU

を用いる。	
 

２）CAST法による膜蛋白・分泌蛋白コード遺

伝子の同定と機能解析：上記1)で分取した癌

幹細胞分画および他分画癌細胞から、膜蛋白

・分泌蛋白コード遺伝子の包括的発現解析を

CAST法で行う。平行して、未分画の食道癌・

胃癌組織および正常粘膜組織についてもCAST

解析を行なう。正常組織と比較して癌に高発

現する遺伝子について、実際の14種類の正常

臓器と50例程度の食道癌・胃癌臨床検体を材

料に定量的RT-PCR法によって高発現を検証す

る。	
 

３）同定した遺伝子の機能解析：分子細胞生

物学的な機能解析を行ない癌細胞の特性と

の関連を検討する。遺伝子の強制発現系、RNA

干 渉系を用い、機能解析としては、

anchorage-independent	
 growth、細胞増殖、

MTT アッセイ、ボイデンチャンバーを用いた

invasion アッセイ、wound	
 healing による

migration アッセイ、薬剤抵抗性等に関して

検討する。	
 

４）胃癌細胞株抗癌剤耐性亜株と親株につい

ての CAST 法による発現遺伝子解析および機

能解析：胃癌細胞株（MKN-45,	
 MKN-74,	
 

KATOIII）の 5-FU 耐性亜株と親株について、

２）に示したと同様の CAST 法によって、膜

蛋白・分泌蛋白コード遺伝子の網羅的解析を

行なう。同定された遺伝子については、３）

に示したと同様に機能解析を行なう。	
 

５）食道癌、胃癌細胞株を用いた spheroid

特異的発現遺伝子の同定と機能解析：食道癌

細胞株(TE シリーズ)、胃癌細胞株（MKN-1,	
 

MKN-45,	
 MKN-74）を用い、spheroid コロニー

形成細胞と平面固着細胞を分取し、CAST 法お

よびマイクロアレイ法で網羅的遺伝子発現

解析を行う。その比較から、spheroid 特異的

発現遺伝子を同定する。同定された遺伝子に

ついては、３）に示したと同様に機能解析を

行なう。さらに、上記遺伝子がコードする蛋

白の発現を免疫染色で食道癌、胃癌について

解析し、既知の癌幹細胞マーカーとの局在を

比較検討する。	
 

６）同定された癌幹細胞関連膜蛋白・分泌蛋

白の組織切片上での発現と臨床病態・治療効

果との関連：同定された癌幹細胞特異的蛋白

に関しては、抗体を用いた免疫染色で食道癌

および胃癌組織における発現と局在を検討



し、既知の癌幹細胞マーカーとの局在を比較

検討する。さらに、抗癌剤治療（胃癌では 5-FU

系、食道癌では化学放射線療法）が行われ治

療成績の判明している臨床例について、同様

に免疫染色を行い、治療成績との相関を解析

する。	
 

	
 

４．研究成果	
 

１）Sphephoid 形成を指標とした癌幹細胞性

を規定する遺伝子の探索と発現・機能解析	
 

	
 癌幹細胞の特性である spheroid 形成を指

標として、胃癌細胞株（MKN-45、MKN-74）を

対象に網羅的遺伝子発現解析を行い、

spheroid 形成細胞塊に特徴的に高発現する

ものとして、KIFC1,	
 KIF11,	
 KIF2C,	
 KIF23 等

の kinesin 遺伝子群を同定した。その内、

KIFC1（Kinesin	
 family	
 member	
 C1）は、分

裂前中期の紡錘体の安定化に関与し、その消

失で多極分裂が惹起されることが知られて

いる。胃癌臨床検体において KIFC1 の発現は

37％（41/114）で認められ、癌の進行度に相

関し、予後不良の傾向にあった。さらに、癌

幹細胞マーカーの CD44 および ALDH1 と有意

な相関を認めた。KIC1 の siRNA ノックダウン

により、増殖ならびに spheroid 形成が抑制

された。一方、食道扁平上皮癌臨床検体では、

72％（95/132）で過剰発現し、癌幹細胞マー

カ ー ALDH1 と 有 意 な 相 関 を 認 め た 。

KIFC1-siRNA ノックダウンにより、spheroid

形成が抑制された。同じく分裂関連 kinesin

である KIF23 は、胃癌の 32％（38/117）で高

発現しており、Ki-67 でみた増殖活性、遠隔

転移、予後不良と相関していた。ノックダウ

ンにより増殖能、spheroid 形成能が抑制され

た。KIF11 は mitotic	
 kinesin のひとつであ

る。胃癌臨床検体における KIF11 の発現は

72％（119/165）で認められ、腸型形質と有

意に相関していた。KIF11-siRNA ノックダウ

ンにより、増殖ならびに spheroid 形成が抑

制された。食道扁平上皮癌においても同様の

知見が得られた。	
 

	
 Spheroid 形成細胞で高発現する膜蛋白で

ある IQGAP3 は、胃癌の 21％（34/165）に過

剰発現し、胃型粘液形質、癌の進展と相関し、

多変量解析により独立した予後不良因子で

あることが分かった。IQGAP3-siRNA ノックダ

ウンの解析から、AKT/ERK	
 pathway を介して

増殖ならびに spheroid 形成に関与している

ことが明らかとなった。	
 

	
 さらに、MKN-1 細胞株における解析から、

Sphephoid 形成関連遺伝子として、DSG1、TDO2、

IGFL4 などを同定した。DSG1 は、デスモソー

ムを構成する膜貫通蛋白 Desmoglein	
 1 をコ

ードする。胃癌の 42％（33/78）に過剰発現

し、組織学的分化度、脈管内侵襲と相関する

ことが分かった。DSG1-siRNA ノックダウンの

解析から、細胞増殖ならびに spheroid 形成

に関与していることが明らかとなった。	
 

２）抗癌剤耐性で発現変動する遺伝子の食道

癌・胃癌における発現・機能解析	
 

	
 胃癌細胞株 MKN-74 の親株で過剰発現し、

5-FU 耐性株では発現が低下する遺伝子とし

て BST2	
 (Bone	
 marrow	
 stem	
 cell	
 antigen	
 2)

を同定した。食道癌の 27％（36/132）で過剰

発現し、リンパ管内侵襲と相関することを見

いだした。多変量解析において、BST-2 陽性

は独立した予後予測因子であった。siRNA ノ

ックダウンによる細胞生物学的検討により、

BST2 は癌細胞の増殖に関与することを明ら

かにした。	
 

	
 同様に、胃癌細胞株 MKN-74 の親株と 5-FU

耐性株での遺伝子発現プロファイルを比較

し、MCOLN3	
 (mucolipin	
 3)を同定した。胃癌

の 37％（48/130）で過剰発現し、癌の進展と

相関することを見いだした。術後 S-1 化学療

法施行例において MCOLN3 陽性は予後不良で

あった。MCOLN3-siRNA ノックダウンにより、

5-FU および paclitaxel 耐性は回復した。	
 

３）胃癌で特異的に高発現する PCDHB9 の機

能と抗癌剤耐性との関連	
 

	
 胃癌で特異的に高発現する遺伝子として

PCDHB9 を同定した。種々のインテグリンの発

現制御を介して細胞外基質との接着を促進

し、マウスモデルで腹膜播種転移に関与する

ことを明らかにした。抗癌剤耐性との関連に

ついて解析を進めている。	
 

４）課題と今後の展開	
 

	
 Spheroid	
 biology を用いた解析では、

kinesin 遺伝子群に加え、膜蛋白、細胞接着

分子など癌幹細胞性に関連する遺伝子候補

を多く同定している。現在までに解析に至っ

ていない候補遺伝子も残されており、今後は

これらについて解析を行い、食道癌、胃癌の

癌幹細胞の本態に迫る方向である。	
 

	
 癌幹細胞の特性のひとつである抗癌剤耐

性に関しては、昨年度から続けている MCOLN3



の解析、その他の 5-FU 耐性関連候補遺伝子

の解析、PCDHB9 の抗癌剤耐性との関連解析を

行なっていく。そのために、実験系として幹

細胞に富むことが知られている癌由来オル

ガノイドを用いる計画である。	
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