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研究成果の概要（和文）：細胞周期離脱癌(G0癌)/細胞周期再進入癌の誘導遺伝子の網羅的解析を行い、3つの遺
伝子を同定した。GLI2遺伝子はcyclinD1発現に関与していた。PTPN3はカルシウムチャネルCACNA1G発現を介して
チロシンキナーゼリン酸化に関与していた。C4orf47はG0/G1アレストに関与し細胞休眠に関与していた。

研究成果の概要（英文）：The comprehensive analysis of the cell cycle withdrawal/reentry cancer cell 
inducing gene was performed and 3 genes were identified. GLI2 was involved with cyclinD1 expression.
 PTPN3 contributed to the phosphorylation of tyrosine kinase by the upregulation of CACNA1G 
expression that is calcium ion channel. C4orf47 contributed to the cell dormancy through G0/G1 
arrest. 

研究分野：臨床腫瘍学
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TPN3　C4orf47
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研究成果の学術的意義や社会的意義
GLI2遺伝子がcyclinD1発現に関与すること、PTPN3がカルシウムチャネルCACNA1G発現を介してチロシンキナーゼ
リン酸化に関与すること、およびC4orf47がG0/G1アレストに関与し細胞休眠に関与することを新たに見出した。
この3遺伝子は細胞周期離脱癌(G0癌)/細胞周期再進入癌の誘導遺伝子と考えられ、癌再発制御への研究の足掛か
りになると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
根治切除術施行後、長い年月がたってから、癌が再発してくることも少なくない。癌が長期間た
ってから再発するメカニズムは、いまだ明確には解明されていないが、その候補の一つとして、
癌の細胞周期離脱：G0 期の関与が想定されている。すなわち、長期間 G0 期にある細胞が再び細
胞周期に進入して増殖を開始することが長期間たってからの癌再発に関与すると推測される。
抗癌剤の多くは DNA に作用するため分裂能が旺盛な細胞、すなわち細胞周期が進行している細
胞を標的にしやすいが、G0 期の細胞には抗腫瘍効果をほとんど発揮できない可能性がある。さ
らに、抗癌剤の作用は、癌細胞に細胞周期停止誘導後のアポトーシス誘導を期待した細胞周期停
止誘導に関するものが多い。根治切除術施行後、数年間は術後補助化学療法を行うことも多いが、
画像診断上再発が認められなければ、通常は補助化学療法を中止する。したがって、この時点で
生存している G0 癌細胞が細胞レベルで存在すれば、G0 癌細胞が再度細胞周期に進入し増殖を開
始して、転移や再発が起こってくる可能性が考えられる。一方で、G0 癌細胞が残存していると
しても、免疫細胞による免疫監視機構が構築されていれば、G0 癌細胞あるいは細胞周期に再進
入した癌細胞は排除できるはずである。しかし、長期間、完全寛解(CR)後に再発する症例が存在
するということは、G0 癌細胞や細胞周期再進入癌細胞の抗原性が低下し、免疫監視機構が不十
分である可能性があり、細胞周期を離脱した癌細胞および細胞周期に再進入した癌細胞に特異
的な免疫監視機構を構築する治療法開発の意義は十分あると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞周期離脱癌(G0 癌)/細胞周期再進入癌モデルを作成し、各々の細胞に特異的な
癌抗原を新たに同定し、細胞性免疫を惹起して、細胞周期離脱癌(G0 癌)/細胞周期再進入癌に対
する免疫監視機構の構築による「癌再発制御」の可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
Wild type 癌細胞株では細胞周期が進行しているため、G0 期の細胞は殆ど存在しない。そこで、
本研究では、G0 期が主を占める癌細胞株：G0 癌細胞株を作成する。方法としては、次の 2 通り
で行う。①先の研究で、膵癌細胞株 ASPC-1、SUIT-2、CFPAC-1 は Hedgehog(Hh) signal 阻害剤添
加により、細胞周期が G0/G1 期に集積することを確認しており（Onishi H et al, Cancer Sci 
103:1272-9, 2012）、本研究は膵癌細胞を用いて行うこととした。Hh signal 阻害剤を添加し長
期培養を行い、G0 膵癌細胞株を作成する。②細胞周期進行に働いている遺伝子を網羅的にノッ
クダウン（主として RNA 干渉法）する系により、G0/G1期で細胞周期が停止する細胞を作成する。
G0/G1 期停止の評価は、FACS 解析、DNA 合成（BrdU：蛍光免疫染色）により解析する。通常、G1
期に一定時間停止した細胞は、アポトーシスに陥るか細胞周期が再開するかのいずれかの転帰
をとる。従って、上記①あるいは②の方法により、G0/G1 期で停止した細胞を１-3 か月以上培養
し、細胞死を認めず、G0/G1 期に留まる細胞を G0 膵癌細胞株として実験に使用する。 
作成した G0 膵癌細胞株に細胞周期進行に働いている遺伝子を導入し、「In vitro 細胞周期再

進入癌細胞」を作成する。また、G0 膵癌細胞を免疫不全マウスに移植し、長期間飼育後、腫瘍形
成マウスを作成し、その腫瘍を「In vivo 細胞周期再進入癌細胞」として使用する。次に Wild 
type 癌細胞、G0 膵癌細胞および細胞周期再進入癌細胞を用い、DNA マイクロアレイ解析、プロ
テインチップ解析を行い、G0 膵癌細胞および細胞周期再進入癌細胞に特異的に発現する癌抗原
（DNA、RNA、遺伝子、蛋白、ペプチドなど）を網羅的に同定し、コンピュータアルゴリズムによ
って選別する。次に、樹状細胞(DC)を用いて、選別した癌抗原を認識させた活性化リンパ球
(alloCTL)を作成する。続いて、G0 膵癌細胞および細胞周期再進入癌細胞を移植した腫瘍形成マ
ウスに alloCTL を静脈投与する系により、細胞周期離脱癌(G0 癌)/細胞周期再進入癌の各々に対
する免疫監視機構構築による癌再発の制御の可能性を検証する。 
 
４．研究成果 
細胞周期離脱癌(G0 癌)を誘導するために、
網羅的解析を行い、関連遺伝子の検索を行
った。 
（１）GLI2 
Hedgehogシグナルの転写因子のひとつであ
る GLI2 が胆嚢癌において cyclinD1 発現に
関与しており、G0/G1アレストに関与してい
ることが示唆された。右図は GLI2 siRNA で
GLI2 を抑制した際に、cyclinD1 発現が低下
することを示す。次頁図は GLI2 を抑制した
際に、G0/G1 期が増加することを示してい
る。  
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（２）Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 3 (PTPN3) 
PTPN3 はチロシンキナーゼ脱リン酸化酵素であるが、小細胞肺癌では逆に、チロシンキナーゼリ
ン酸化を誘導して癌悪性化を誘導することが分かってきた。PTPN3 がチロシンキナーゼリン酸化
を誘導する機序としてマイクロアレイ解析により、CACNA1G というカルシウムチャネルに関連す
る遺伝子が関与することが示唆された。増殖能に重要なチロシンキナーゼと関連するこの
PTPN3-CACNA1G-チロシンキナーゼという経路が、G0/G1 アレストに関与するのではないか、と現
在検証中である。下図は、小細胞肺癌細胞株の PTPN3を siRNA で抑制すると、CACNA1G 発現が低
下し、チロシンキナーゼ(ZAP, Src)のリン酸化が抑制され、Akt リン酸化が抑制されることを示
している。 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）Chromosome 4 open reading frame 47 (C4orf47) 

膵癌細胞において、癌微小環境：低酸素環境で C4orf47 発現が亢進することが分かり、この分子

を標的として解析したところ、C4orf47 が膵癌において増殖低下、浸潤亢進に関与する遺伝子で

あることが分かった。即ち、C4orf47 は膵癌細胞において休眠状態（dormancy）に関与しており、

膵癌細胞は、生存にとって不利な低酸素環境では、C4orf47 発現亢進により、増殖を抑制し、他

組織へ移動するための浸潤能を亢進させ生き延びている可能性を見出した。C4orf47 は G0/G1 ア

レストにも関与しており、細胞周期離脱癌(G0 癌)誘導のための有望な遺伝子であると考えてい

る。右図は、dormancy の数値的にな指

標である p-ERK/p-p38比が C4orf47抑

制により亢進しており、C4orf47 抑制

により癌の dormancy が抑制されてい

ることを示している。今後、この 3 遺

伝子を用いることにより、細胞周期離

脱癌(G0 癌)/細胞周期再進入癌の誘導

が可能と考えられるので、免疫不全マ

ウスを用いて、癌再発制御法につき引

き続き検証を行っていく予定として

いる。 
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