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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞マーカーの発現を胃癌の臨床検体で検討し、特に腹膜転移と

の関連を調査した。これらのうち L1については、有意な予後因子であることを突き止めた。細

胞株レベルでは、L1は p-ERK の活性化を介して細胞の増殖や遊走に影響を及ぼしており、siRNA

法による knockout では L1とともに DYRK1A が低下していた。一方、各種幹細胞マーカー発現細

胞が特段に腹膜転移にかかわるとの知見は得られず、今後は抗癌剤の腹腔内への移行性など、

他の要因を検討する必要がある。 
 
研究成果の概要（英文）：Expression of various candidate stem cell markers was evaluated 
using clinical specimens from gastric cancer patients. Through this approach, role of 
stem cells in the formation of peritoneal metastasis was assessed. The expression of one 
of the markers, L1, was found to be a significant prognosticator. Furthermore, L1 was 
found to enhance cell proliferation and motility through activation of p-ERK, and several 
genes including DYRK1A were co-down-regulated by siRNA-mediated inhibition of the L1 
expression. On the other hand, analysis of stem cell markers in the clinical specimens 
did not support the notion that stem cells had a particular role in the formation of 
peritoneal metastasis, and intractability of peritoneal metastasis may be attributed to 
other factors. 
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１．研究開始当初の背景 
 

近年、癌幹細胞(cancer stem cell)の概念
が注目され、転移・再発、tumor dormancy、
抗癌剤耐性など、癌細胞のもつ特異な生物学
的特性のメカニズムのいくつかを説明する
論拠となるものと期待されている。現在、造

血器腫瘍や乳癌のみならず、大腸癌や膵癌な
どの消化器癌でも癌幹細胞の候補マーカー
が同定され、その存在が示されつつある。し
かし、固形癌においては、現段階で幹細胞と
みなされるために必要な全ての要素を満た
す純粋な細胞は単離されておらず、その存在
意義や役割についてもまだ不明な点も多い。
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殊に胃癌においては、本研究計画立案の段階
では癌幹細胞の候補マーカーは同定されて
いなかった。 

一方、胃癌でもっとも多い再発形式は腹膜
転移再発であり、腹腔内に存在する遊離癌細
胞がその原因とされる。腹腔内洗浄細胞診で
検出されるわずかな量の細胞が転移再発に
つながり、制癌剤の効果も低いことから、腹
膜転移には癌幹細胞が関与している可能性
が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 

胃癌において細胞株、腹腔内遊離癌細胞、
および外科切除標本で癌幹細胞の存在を確
認し、その腹膜転移における役割と、薬剤耐
性への関与についての知見を得ることを本
研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)胃癌臨床検体、腹腔洗浄液 sample におけ
る幹細胞マーカーの発現状況の検討 

胃癌において癌幹細胞が同定されたわけ
ではなく、そのマーカーの候補として絶対的
なものも報告されていない。したがって、他
の固形癌で幹細胞とされている CD133, 
L1-CAM(L1), OCT3/4, NANOG, SOX2, LIN28 な
どの発現状況を調査した。 
 
(2)胃癌切除標本からの細胞培養と、幹細胞
マーカーを有する side population の分離 
 外科切除標本から癌組織を採取し、細切、
洗浄し、培養を試みた。 
 
(3) 漿膜浸潤陽性胃癌切除標本における L1
発現と予後、腹膜転移との相関 

以後は、(1)の成果の中で予後に関連して
おり有用と思われた L1 (glioma の幹細胞マ
ーカーである)について、検討を加えた。免
疫染色で深達度 T3に限った胃癌原発巣と、
肝転移、腹膜転移組織におけるL1の発現局
在を調査した。 
 
(4)胃癌細胞株を用いたsiRNAによるL1の発
現抑制実験と網羅的遺伝子解析 

さまざまな胃癌細胞株で L1の mRNA、蛋白
レベルでの発現を定量し、L1が強発現してい
る細胞株で siRNA 法によりその発現を抑制
（L1抑制株）した。L1の発現と相関する他
の遺伝子を同定するために、L1抑制株と親株
の間でマイクロアレイ解析を行った。 

 
(5)L1 の細胞増殖、遊走に与える影響 

親株と L1抑制株で、親株と抑制株を 6ウ
ェルプレートに 5×10^5 ずつ蒔き、day1～4
に細胞を回収し、その数をカウントした。遊

走能の比較はmigration assay(プレートに細
胞を蒔き、200μlチップで線を引き、両端か
ら細胞が寄ってくる様子を経時的に観察し、
線を引いた時を 100%として、グラフ化する)
で行った。過去の報告によるとこれらの現象
はp-ERKを介して起こることが示されている。
このため、L1を抑制することによって p-ERK
の発現が低下するかを Western blotting 法
で確認した。 
 
(6)L1 発現と胃癌癌幹細胞マーカー(CD44)と
の関連 
L1発現による細胞の増殖はp-ERKを介して

起こること、p-ERK 発現下において L1を遺伝
子導入すると CD44 の発現が強まると報告さ
れており、L1と胃癌幹細胞マーカーの一つと
されつつあるCD44の関連が示唆されたので、
これについても検討した。親株と L1抑制株
で FACS 解析を行い、CD44 発現の発現を調査
した。 
 
４．研究成果  
 
(1) 胃癌臨床検体、腹腔洗浄液 sample にお
ける幹細胞マーカーの発現状況の検討 
 胃癌臨床検体 51 例から RNA を抽出し、
RT-PCR 法で L1 の発現を定量した。GAPDH と
の比で表現した L1 発現が一定のカットオフ
値をこえた 15 例の予後は他の症例より有意
に不良であり、多変量解析では腹腔内洗浄細
胞診陽性とともに独立した予後因子であっ
た。しかし、L1の発現と腹膜転移の間には有
意な相関を認めなかった。また、腹腔洗浄液
における L1 の発現は、予後に影響なく、腹
膜転移の予知因子にもならなかった。以上よ
り、原発巣内の L1 発現の予後因子としての
意義が示されたのは予想外の成果であった
が、その腹膜転移の過程における役割につい
ては明らかにならなかった。 
 その他、胃癌 18 検体の癌組織、および腹
腔内洗浄液由来細胞におけるCD133, OCT3/4, 
NANOG, SOX2, LIN2 の発現を RT-PCR 法で調査
した。洗浄細胞診陽性例の原発巣でNANOGが、
洗浄液で SOX2, CD133 が高い傾向があったが、
原発巣と洗浄液で共通して高値を示すマー
カーはなかった。 
 
(2)胃癌切除標本からの細胞培養と、幹細胞
マーカーを有する side population の分離 
胃癌 16検体、（追加して、培養がより容易と
考えられた大腸癌 15 検体）で外科切除癌組
織からの癌細胞の培養を試みたが、感染
(n=12), 増殖不良・繊維芽細胞の増殖(n=9)
などで、大部分の試みがうまくいかなかった。
現在までに、胃癌 2検体、大腸癌 3検体から
の細胞が一定の回数の継代が可能であった
が、カラムを用いての、その後in vivo の実



 

 

験に使用可能な side cell population の分
離には成功していない。 
 
(3)漿膜浸潤陽性胃癌切除標本におけるL1発
現と予後、腹膜転移との相関 

L1 と腹膜転移との相関をさらに追及する
ために、漿膜浸潤陽性(T4a)胃癌 78例の切除
標本を用い、免疫染色により L1 の発現強度
を調査した。そして、T4a 胃癌に限った検討
でも癌部の染色性が高い症例は予後不良で
あることを突き止めた（図１)。一方、大腸
癌では染色陽性の症例全例において腫瘍先
進部でも選択的に染色されていたが、胃癌で
は腫瘍先進部が染色される症例は尐なかっ
た(6 例)。しかし、こうした症例の予後は不
良であった。ただし、っこでも、腹膜転移・
再発、腹腔内遊離癌細胞の検出状況と L1 発
現の相関は認めず、腹膜転移巣ではほとんど
染色されなかった。 
 
      図 1 pT4a胃癌と予後との関係 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4)胃癌細胞株を用いた siRNA と網羅的遺伝
子解析 

さまざまな胃癌細胞株で L1の mRNA、蛋白
レベルでの発現を定量し、このうち、L1が強
発現している細胞株 KATOIIIで siRNA 法によ
りその発現を抑制した。L1抑制株は、RT-PCR、
Western blotting 法により mRNA、蛋白レベ
ルで L1発現が抑制されていることを確認し
た(図 2)。同時に siRNA 法による経時的な抑
制効果を検討したところ、siRNA 処理された
KATOIII は処理後 2,3 日目をピークに 4日目
まで抑制されていた。 
 
図 2  L1 の発現と RNAi による抑制の確認  
 
 
 
 
 
 

 
 

さらに、親株と L1抑制株の間のさまざま
な遺伝子発現の変化についてマイクロアレ
イにより網羅的に解析した。この結果、約
40000 遺伝子のうち 50遺伝子が L1抑制株で

4倍以上に強発現し、20遺伝子が 1 / 4 以下
に抑制されていた。このうちDYRK1A（the dual 
specificity tyrosine phosphorylation 
regulated kinase 1A）は L1抑制株でその発
現が 1 / 8 以下に抑制されていた。この発現
低下は、RT-PCR法でも確認した(図 3)。DYRK1A
は、DYRK family の 1つであり、細胞増殖、
細胞分裂、神経細胞への分化など、種々の過
程を制御する働きがあるとされ、また、p53
を介してアポトーシスを調節する働きがあ
るという報告がみられる。今後本研究とは別
にこの分子の機能を追求する予定である。 
 

図 3 DYRK1A の発現抑制 
 
 
 
 

 
 
(5)L1 の細胞増殖、遊走に与える影響 

親株とL1抑制株で増殖能(図4)、遊走能(図
5)を比較した。 
 
 

図 4 L1 発現と増殖能の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
L1 の発現を抑制することにより、細胞の増

殖は抑制された。 
 

図 5 L1 発現と遊走能の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、L1の発現を抑制することにより、遊

走能も抑制された。 
親株と L1抑制株で Western blotting を行

い、p-ERK の発現を確認したところ、L1を抑
制することによって、p-ERK が低下すること
が判明した。さらに、血清刺激を行い、p-ERK 
pathway を活性化させた状態でその発現の違
いを確認したところ、total ERK に変化は見
られなかったのに対して、p-ERK が明らかに



 

 

減弱していることがわかった(図 6)。 
 

図 6 血清刺激下での p-ERK 発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

また、細胞増殖を司る回路のひとつとして
Akt pathway があげられるが、KATOIII,AZ521
いずれの培養細胞株でも L1を抑制すること
による p-Akt の発現の変化は認めなかった。 
以上より、L1による細胞増殖や遊走機能の促
進は、過去に報告されている他癌種と同様に、
p-ERK を介して起こっていることがわかった。 
 
(6)L1 発現と胃癌癌幹細胞マーカー(CD44)と
の関連 

L1 抑制株においては、本研究を実施中に他
の研究グループから胃癌幹細胞マーカーの
有力候補と報告された CD44 の発現も抑えら
れていることを、flow cytometry で確認した
(図 7)。 

 
(7)考察 
micrometastasis の定義を満たさない程度の
尐数の細胞がリンパ節に遺残しても予後に
は影響がないとされるが、腹腔内の場合には
高率に腹膜転移再発につながる。このことか
ら、腹腔内に播種する細胞には幹細胞の性格
を持つものがある（そのような細胞が原発巣 
図 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
を離れ、腹腔内に播種する）との仮説をたて
て研究を実施したが、この仮説は今回は実証
されなかった。腹膜転移が起きやすいことは
microenvironment に帰する問題かもしれな
い（腹腔内がリンパ節よりも癌の生存・増殖
に適している）。抗癌剤治療が効きにくいの
は、癌の性質（幹細胞が多量に含まれる）よ

りも、薬剤の移行に問題があるのかもしれな
い。こう考えると、腹腔内投与等 drug 
delivery の工夫と免疫学的機徐をもつ薬剤
の使用で腹膜転移例の予後の改善が期待で
きる可能性がある。現在高度医療評価制度を
利用して実施している抗癌剤腹腔内投与の
研究において、追い風となる結果と受け止め
られる。 

一方、L1 という glioma の幹細胞マーカー
が胃癌に発現し、高発現例、腫瘍先進部にお
ける発現例の予後は不良であること、ERK の
リン酸化を介して細胞の運動能、増殖能にか
かわる他、他の stem cell marker の発現に
も影響を及ぼすことを見出した。この分子に
ついては、今後さらなる検討が必要で、他癌
種における報告を見る限り、胃癌の薬物療法
における分子標的として有望な可能性も示
唆された。 
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