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研究成果の概要（和文）：癌細胞株の共培養と網羅的遺伝子解析を行い，Notch signaling関連遺伝子群が変化
している事を解明， Notch1の発現に注目，腫瘍におけるNotch1発現，さらに間質に接する腫瘍先進部での腫瘍
細胞の形態と核におけるNotch1発現パターンが大きく3つに分類，この分類の1つは強く腫瘍の臨床病理学的因子
ならびに生命予後と関連することを見出した．最終的にNotch1とNotch3が互いに作用することで腫瘍先進部が上
皮間葉転換を起こし癌幹細胞性を所有することを証明した．並行して，有力な細胞競合に関わるmicro RNAを抽
出．それぞれの発現確認，標的遺伝子の検索， mRNA抑制確認を行った．

研究成果の概要（英文）：According to cancer cell line competition culture and comprehensive 
expression gene analysis, we found the work with some genes associated with Notch 1 signaling. 
Therefore, we focus on Notch1 expression on cancer tissue. We anticipated morphological evaluation 
of Nuclear Notch1 expression in esophageal squamous cell carcinoma and categorized 3 expression 
patterns. One of these expression pattern significantly associated with clinicopathological factors 
and overall survival.ＭMoreover, we investigated that　interplay between Notch1 and Notch3 promotes 
EMT and tumor initiation in squamous cell carcinoma. Meanwhile, we also detected some micro RNAs in 
line with cancer cell competition from next generation sequence analysis.

研究分野：消化器外科

キーワード： 幹細胞マーカー
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１．研究開始当初の背景 
増殖能力や適応力が高い細胞と増殖が遅
く適応度の低い細胞が互いに非自律的に競
合して，最終的に一定の大きさと機能を持つ
器官が形成される現象である細胞競合が，癌
組織の形成においても関連が示唆されては
いるが，明確な機序解明には至っておらず，
この「癌細胞競合」に着目し，消化器癌のお
いての細胞競合に着目し「癌細胞競合が，癌
組織の heterogeneity（不均一性）につなが
り，に浸潤・転移を誘発するのではないか」
という仮説のもと本研究を遂行した． 
 
２．研究の目的 
【研究課題】幹細胞マーカーを用いた癌細胞
競合下における真の浸潤・転移癌細胞の同定
と機序解明： 
消化器癌において浸潤・転移を引き起こす
細胞を，「幹細胞」「癌細胞競合」という新た
な視点から同定し，その機能解析行うことに
よって，新規の浸潤・転移の予測バイオマー
カーの発見に繋げ，新しい機序の浸潤・転移
抑制薬の創薬，個々の患者に最もふさわしい
治療（テーラーメイド治療）の確立をめざす． 

 

３．研究の方法 
【平成 27 年度の計画】共培養系を用いた癌
細胞競合モデルからマーカーの選定 
用いる細胞株は癌幹細胞マーカー発現株
を中心とした同種の細胞で，具体的には膵臓
癌細胞株 Capan-1 の CD133 高・低発現株
（Hayashi T et al, Cancer Sci,2012），
Epidermoid 癌細胞株である KB cell に TP 高
発現させた KB/TP cell（Mori S, Human Cell, 
2001 ）， thymidine phosphorylase を
transfect した大腸癌細胞株，また FACS によ
りソートした食道癌幹細胞マーカーである
ALDH1A1, CD44高・低発現癌細胞株を用いる．
共培養の条件は，標準環境に加え低酸素環境
下，無血清下，単培養と共培養ばかりでなく，
各培養内での比較も行う．比較項目も細胞形
態＋細胞競合関連遺伝子の発現解析を行い，
変化があれば網羅的遺伝子解析を行い癌細
胞競合遺伝子候補を抽出する． 
 
【平成 28 年度の計画】臨床サンプルによる
検証 
抽出した癌細胞競合関連遺伝子が真の浸
潤・転移細胞のマーカーとなるか，食道癌を
中心に臨床サンプルを用いて検証，抽出した
遺伝子群を実際の手術切除標本を用いて，
RT-PCR，免疫染色，Westernblotting で確認，
さまざまな臨床因子や予後との相関を検討
する．臨床サンプルにおいては腫瘍先進部が
浸潤・転移を起こすと予想されるので，腫瘍
先進部の発現解析に特に注目した． 
 
【平成 29 年度の計画】遺伝子導入実験及び
動物実験による検証 
●In vitro実験：上記遺伝子をsiRNAやShRNA

を用いて発現抑制や，プラスミドベクターを
用いた過剰発現を誘導し，細胞増殖能力，浸
潤能力，細胞周期，アポトーシスでの違いを
検討する．大きな違いを認めるようであれば
リン酸化や活性まで検証し，細胞周期，アポ
トーシスで明確な差が生じる様であれば，抗
がん剤耐性実験も検討する． 
さらに，㎡ヌードマウスの皮下にそれぞれの
有力遺伝子を強制発現，ノックアウトした細
胞株を植え，皮下腫瘍モデルを作成する．ま
ずは腫瘍の生着が大前提であるため，数種類
の細胞株を用い，腫瘍形成に最適な移植細胞
数を決定し，マトリゲルを用いてヌードマウ
ス皮下に注入する．生着が悪い場合は，
NOD/SCID マウスの使用も検討する．検討する
項目としては，皮下腫瘍のサイズ，増殖速度
への影響や皮下腫瘍を病理学的に検討する．
次に尾静脈から腫瘍細胞を注射し遠隔転移
モデルを作成する．最終的に皮下腫瘍モデル
と遠隔転移モデルで，中和抗体を用いての転
移を含めた腫瘍の抑制が可能かどうかを確
認する． 
 
４．研究成果 
（１）幹細胞マーカー発現の膵臓癌細胞株
Capan-1 の CD133 高・低発現株と Epidermoid
癌細胞株である KB cell に TP 高発現させた
KB/TP cell で共培養を行い，マイクロアレイ
を用いた網羅的遺伝子解析を行い，Notch 
signaling を司る遺伝子群が著明に変化して
いることが判明した． 
（２）上記より，正常組織の分化に関与する
と同時に，様々な固形腫瘍でおいては血管新
生の制御および腫瘍増殖に関与していると
報告されている Notch1 の発現に注目し，食
道扁平上皮癌の手術切除標本を用いて解析
し，腫瘍における Notch1 発現が，腫瘍の臨
床病理学的因子ならびに生命予後と関連す
ることが明らかとなった．さらに腫瘍先進部
で間質に接する部分での腫瘍細胞の形態と
核における Notch1 発現パターンが大きく 3
つに分類でき，この分類の 1つはさらに強く
腫瘍の臨床病理学的因子ならびに生命予後
と関連することを見出した． 
（３）Notch1 と Notch3 が互いに作用するこ
とで腫瘍の浸潤・転移に最も密に関連すると
考えられる腫瘍先進部がEMTを起こし癌幹細
胞性を所有することを証明した． 
（４）並行して、Non-coding RNA である micro 
RNA に関するマイクロアレイと次世代シーク
エンサー解析も行い，有力な細胞競合に関わ
る micro RNA を抽出した（ miR 375 ，
pre-miR-150，miR-217，miR-216 cluster，
miR-148a）．おのおのの microRNA の臨床サン
プルでの発現確認，標的遺伝子の検索，ルシ
フェラーゼアッセイによる mRNA 抑制確認，
機能解析まで行った． 
（５）癌細胞においてオートファジーマーカ
ーであるLC3の発現を解析さらに癌細胞内で
活性酸素に対する抗酸化作用が高まってい



ることを報告ており，オートファジーは
TGF-Bが誘導するEMTを介してCD44高発現細
胞を増加させ、スーパーオキシド活性とミト
コンドリアの脱分極や活性酸素（ROS）抑制
が関連することを証明した． 
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