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研究成果の概要（和文）： 
実験動物胃粘膜のEphBとephrin-B の発現と機能を解析した。①粘膜部位で発現パターンが異な
るがEphBとephrin-Bを発現すること，②胃小窩の細胞はephrin-Bを，胃腺の細胞はEphBを発現
し，Gastric Unitには峡を境に発現境界が存在すること，③再生胃粘膜ではEphB2発現が上昇す
ること，④胃癌細胞はEphBとephrin-Bを共発現すること，⑤EphB/ephrin-Bシグナルは細胞間反
発シグナルとして働くこと，⑥EphBシグナルはRhoAの活性化を介することを明らかにした。
これらの結果から，EphBとephrin-Bは胃粘膜上皮の細胞構築制御分子であること，胃癌は
EphB/ephrin-B分子機構が乱れた状態を示すことが強く示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Several EphB receptors and ephrin-Bs were detected in the gastric mucosa of the adult rodent stomach 
by RT-PCR amplification. Immunostaining showed complementary expression patterns, with EphB 
receptors preferentially expressed in the deeper regions and ephrin-Bs in the superficial regions of the 
gastric units. In a mouse ulcer model EphB2 expression was upregulated in the regenerating epithelium. 
EphB signaling in primary gastric epithelial cells promoted cell retraction and repulsion at least in part 
through RhoA activation. Based on these findings the author propose that the EphB-positive progeny of 
gastric stem cells migrates from the isthmus towards the bottom of the gastric glands due to repulsive 
signals arising from contact with ephrin-Bs, which are preferentially expressed in the more superficial 
regions of the isthmus and gastric pits. In a rat gastric cancer model EphB2 and ephrin-B were 
co-localized in Ki67-positive proliferative cells forming aberrant gastric units and gastric cancer cells 
were simultaneously expressed EphB receptors and ephrin-B ligands. These findings suggest that 
simultaneous expressions of both EphB receptors and ephrin-B indicates an characteristic of gastric 
cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 本研究の対象分子 Ephと ephrinは，アク
チン線維の動態制御を介して細胞の接着・
遊走の制御に働く膜蛋白である。Cleversら
は，①腸絨毛の細胞は ephrin-B，腸陰窩の
細胞は EphB を発現し，発現境界が存在す
ること，②境界領域で発生するシグナルは，
細胞の移動方向を決定づけることを報告し
た（van de Wetering et al., Cell, 2002; Batlｌe 
et al., Cell, 2002）。しかしながら，胃粘膜
上皮における上皮の細胞構築制御機構は研
究開始当初は全く不明であった。 
 
２．研究の目的 
 代表研究者は，仮説「EphB/ephrin-Bは胃
粘膜上皮において構成細胞の配置を決定す

る分子システムである」を提唱した。本研

究は仮説の検証と展開で， ３つのサブテー
マで構成された研究目的を持つ。 
(1)実験動物の正常な胃粘膜上皮を材料に
EphBと ephrin-Bの働きを検討する。  
(2)再生胃粘膜における EphBと ephrin-Bの
発現動態を調べ，上記仮説を検証する。 
(3)胃癌モデルと胃癌細胞株を材料に EphB
と ephrin-Bの発現状態を解析する。 
結果を総合分析し，EphB/ephrin-Bが胃癌診
断・治療のシーズになるか評価する。 
 
３．研究の方法 
(1)実験動物 
 Balb/c・ICRマウス，F344・Wistarラット
の胃を使用した。動物実験は大阪府立大学実
験動物委員会の承認を受けて行った。 
(2)RT-PCRを用いた発現解析 
 胃体部・幽門部・無腺部の胃粘膜，潰瘍誘
発 7~10日後の胃粘膜，初代培養胃粘膜細胞，
胃癌細胞株（AZ521，KATO III，MNK-7，
SH-10-TC）を材料に RT-PCRで EphB
（B1~B4, B6）と ephrin-B（B1~B3）の発
現を検討した。 
(3)免疫沈降と免疫ブロット 
 胃粘膜と細胞を材料とした。免疫沈降とウ
エスタンブロットで EphB蛋白の発現とチロ
シンリン酸化（活性化状態）を検討した。 
(4)組織化学染色（免疫染色・レクチン染色） 
 胃の凍結切片を作製し免疫染色を行った。
H,K-ATPaseを壁細胞，Ki67を増殖細胞，GS-II
を副細胞と幽門腺，UEA-Iを表在部粘液細胞
の指標として使用した。 
①ABC法による免疫 HRP染色 
 ABC-DAB法で免疫染色を行った。  

②免疫・レクチン蛍光 2重染色 
 EphB1，EphB2，EphB3，EphB4，ephrinB1，
の発現を蛍光 2重染色で検討した。 
(5)胃潰瘍モデルと胃癌モデル 
 Okabeらの酢酸塗布法（Okabe et al., 1971）
と Robertらのエタノール胃粘膜損傷法
（Robert et al., 1979）で，胃潰瘍モデルを作製
した。Hiroseらの MNNG経口投与法（Hirose 
et al., 1989）で胃癌モデルの作製を試みた。 
(6)初代培養胃粘膜上皮細胞 
 Dibonaらの方法（Dibona et al., 1979）を改
変して胃粘膜上皮細胞の初代培養を行った。 
(7)接着アッセイ 
①Time-Lapse観察 
 Ephrin-B1-Fc/EphB2-Fc添加後の胃腺細胞
の形状変化を Time-Lapse観察した。添加後の
膜退縮細胞の割合を計測した。RhoAキナー
ゼの阻害剤 Y27632を使用して検討した。 
②接着アッセイ 
 Ephrin-B1-Fc，EphB2-Fcを固着させた薄膜
上に胃腺細胞塊を播種し，基質への接着状態
を解析した。 
(8)焦点接着・アクチン線維形成と活性化 
 Ephrin-B1-Fc/EphB2-Fc添加後の胃腺細胞
に vinculin抗体の免疫染色で焦点接着を，蛍
光標識 phalloidinでアクチン線維束の形状を
顕微鏡観察した。 
(9)RhoA・Rac1活性化アッセイ 
 プルダウンとウエスタンブロットで活性
化 RhoA・Rac1を検出した。 
 
４．研究成果 
(1)EphB/ephrin-Bの発現 
①mRNA発現 RT-PCR 
正常胃粘膜 
 RT-PCR により，マウスおよびラットにお
いて，胃体部の胃粘膜，幽門部の胃粘膜，無
腺部の胃粘膜に，ほとんど全ての EphB サブ
クラスと ephrin-Bサブクラスが発現している
ことが明らかになった（図 1）。一般に EphB1
と ephrin-B3の発現は微弱であった。 
再生胃粘膜（胃潰瘍） 
 半定量的 RT-PCRで比較検討した結果，潰
瘍形成処置後 10 日後の再生胃粘膜で EphB2
発現の有意な上昇が認められた。 
株化胃癌細胞 
 4種のヒトの胃癌細胞株（AZ521, KATOIII, 
MNK7, SH-10-TC）はパターンは異なるが
EphBと ephrin-B共発現していた。 
②タンパク発現 
 胃体部粘膜では EphB2と EphB3，幽門部で
は EphB2-B4 がチロシンリン酸化し粘膜内で，



EphB 発現細胞と ephrin-B 発現細胞が接触す
る状態にあることが明らかになった。 

 (2)発現細胞の局在 
①胃体部の Gatric Unit 
 EphB1は副細胞 mucous neck cellに，EphB2

は胃腺底部 baseに位置する細胞には強く，頚
部 neck の細胞には弱く，EphB3 は壁細胞
parietal cell と主細胞 chief cell に，ephrin-B1
は胃小窩 pitと峡 isthmusの細胞に局在するこ
とが判明した（図 3）。 

 
②幽門部の Gastric Unit 
 発現パターンは胃体部と類似し，ephrin-B1
は Gastric Unit上部（胃小窩，峡）の細胞に，
EphB2 と EphB3 は幽門腺 pyloric gland に， 
EphB4は峡と幽門腺に局在することが判明し
た（図 4）。胃体部・幽門部 Gastric Unitにお
けるパターンから，EphB発現細胞と ephrin-B
発現細胞の境界が峡に存在し，峡で
EphB/ephrin-B シグナルが発生することが想
定され，EphBリン酸化（図 2）を支持する結
果が得られた。 

 
③噴門部と無腺部境界領域 
 EphBと ephin-Bの免疫染色を行ったところ，
境界領域に明確な局在が認められたのは
EphB2 と ephrin-B1 であった。EphB2 は，噴
門部 Gastric Unit全体に発現し，発現強度は噴
門腺が強く胃小窩に向かって減弱すること，
噴門部に隣接する狭い領域の無腺部粘膜上
皮にも発現することが判明した。Ephrin-B1

マウス胃体部粘膜

マウス胃幽門部粘膜

ラット胃体部粘膜

図1 RT-PCRによる粘膜の遺伝子発現

マウス無腺部粘膜

ラット無腺部粘膜
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は噴門部の胃小窩と峡，無腺部重層扁平上皮
の基底細胞に発現し，噴門部に近い無腺部領
域では，ephrin-B1発現が減弱していた（図 5）。 
 以上の結果から，噴門部 Gastric Unitの発現
パターンは，胃体部・幽門部と同様であるこ
とが判明した。 

 
④再生胃粘膜（胃潰瘍） 
 胃潰瘍モデル動物の再生過程はマウスと
ラットで類似していた。潰瘍誘発処置 5日後
には表面は表面粘液細胞で覆われ，発達した
増殖帯（峡）が出現し，7~10 日後には胃腺
も出現するが，胃腺は副細胞（未分化な主細
胞）のみで構成されていた。 

 
 潰瘍誘発処置 7~10日後の再生胃粘膜では，
EphB2の発現はアップレギュレートし，再生
中の胃腺（副細胞で構成），峡（Ki67 陽性細
胞が局在）ならびに胃小窩に発現し，発現強
度は胃腺から峡・胃小窩に向かって減弱する
ことが判明した。EphB3発現もアップレギュ
レートし，峡と再生中の胃腺に発現すること
が判明した。Ephrin-A1 の発現は正常の胃粘

膜上皮と同様で，胃小窩と峡に局在していた。
以上の結果から，再生中の Gastric Unit では
EphB 発現がアップレギュレートし，峡にお
ける EphB/ephrin-B シグナルは増強すること
が強く示唆された（図 6）。 
⑤異常増殖胃粘膜（胃癌） 
 肉眼で明瞭な胃癌を作製することはでき
なかったが，峡以外に Ki67 陽性細胞塊が認
められ，組織学的に判定可能な微細な異常増
殖部の誘発には成功した。この部位の細胞は
EphB と ephrin-B を共発現し，胃癌細胞の特
徴であることを明らかにした。 
(3) EphB/ephrin-Bシグナル 
①初代培養 
 代表研究者は，コラゲナーゼで胃粘膜を管
状腺の状態まで分離して培養する初代培養
法を確立した。 
②Time-Lapse観察 
 EphB または ephrin-B シグナルが胃粘膜上
皮細胞の反発シグナルとして働くかどうか
Time-Lapseで解析した結果，可溶性リガンド
ephrin-B1-Fc添加 15分後には細胞の膜退縮が
誘導されることが判明した。 
③接着アッセイ 
 Ephrin-B1-Fc または EphB2-Fc を固着させ
た薄いニトロセルロース Film 上に細胞を播
種して細胞の接着状態を解析した結果，
ephrin-B1-Fcの Film上で細胞は丸くなり十分
に接着できないことが判明した（図 7）。従っ
て，EphB シグナルは細胞間の反発シグナル
として働くことが強く示唆された。 

 
(4) EphB/ephrin-Bと RhoA・Rac1 
①焦点接着・アクチン線維形成 
 Vinculin 免疫染色と phalloidin 染色で EphB
の活性化後の胃粘膜上皮細胞の細胞接着と
アクチン線維の形成状態を検討した結果， 
EphB 活性化で，焦点接着の面積の拡大と密
度の増大，アクチン線維束密度の著しい上昇
が誘導された。この結果から EphB シグナル
の下流に Rho ファミリーGTPase が介在する
ことが示唆された。 

図5 噴門-無腺部境界領域の発現パターン
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②EphBシグナルと RhoA・Rac1の活性化 
 RhoA 阻害剤である Y27632 を使用して
EphB シグナルとの関係を検討した。Y27632
をあらかじめ添加した培養液に ephrin-B1-Fc
を加えて EphB を活性化しても，膜退縮は誘
導されず，逆に ephrin-B1-Fc添加して膜退縮
を誘導した後に Y27632 を加えると，膜退縮
はそれ以上進まず反転し膜が伸張すること
が明らかになり，EphBシグナルに RhoAが介
在することが強く示唆された。Rac1の不活化
で類似した現象が起こるため，EphB 活性化
がRhoAとRac1の活性化を誘導するかどうか
検討した。その結果，ephrin-B1-Fc を添加し
て胃体部粘膜上皮細胞の EphB を活性化させ
ると，添加 5 分後には RhoAの強い活性化が
起こることが判明した（図 8）。Rac1 の活性
化は起こらなかった。以上より，EphB シグ
ナルは RhoA の活性化を介して，胃体部粘膜
上皮細胞の膜退縮を誘導し，細胞間反発シグ
ナルとして働くことが強く示唆された。 

 
(5)研究成果のまとめ 
 本研究から，仮説「EphB/ephrin-Bは胃粘膜
上皮において構成細胞の配置を決定する分

子システムである」を証明することができた。

Gastric Unit において峡に存在する胃粘膜上
皮の幹細胞はEphBと ephrin-Bを発現するが，
分裂・増殖し胃腺細胞や表在部粘膜細胞へと

分化するに従って，EphB あるいは ephrin-B
のどちらか一方を発現するようになる。

EphB/ephrin-B シグナルは反発シグナルとし
て作動するために，EphB 発現細胞（胃腺細
胞）は ephrin-B発現領域（胃小窩・粘膜表面）
には侵入することができず，発現強度が強く

なるに従って下部に移動し胃腺を構成する

（図 9）。このような機構で，Gastric Unitな
らびにその細胞構築が維持されていると考

えられた。 
 無腺部胃粘膜上皮と噴門部粘膜上皮間に

も EphB/ephrinB の発現境界が明らかになっ
た（投稿準備中）。このシグナルがどのよう

に作動するか現在検討を進めている。 

 
 胃癌は上皮細胞の異形成を伴う異常増殖

であるため，EphB/ephrin-Bシステム機構の破
綻が起きていると想定される。また，胃潰瘍

モデル（胃粘膜再生モデル）と胃癌モデルお

よび正常胃粘膜の比較から，再生中の胃粘膜

上皮では，細胞の Gastric Unit内での分配をよ
り正確に行うように，峡における一時的な

EphB/ephrin-B シグナルの増強が誘導される
と考えられた。胃癌細胞は EphB と ephrin-B
の両者を一時的ではなく常時発現する細胞

であると定義でき，そのため，増殖が亢進し

ている胃癌細胞は Gastric Unit の破綻を誘発
することが想定された（論文投稿準備中）。 
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