
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４４０２

基盤研究(B)

2013～2010

スキルス胃癌の病態と治療抵抗性の克服－癌幹細胞を標的として－

Molecular mechanisms responsible for the development of scirrhous gastric cancer: an
alysis of cancer stem cells.

４０１８８６５２研究者番号：

平川　弘聖（Hirakawa, Kosei）

大阪市立大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２２３９０２６２

平成 年 月 日現在２６   ６   ３

円    14,000,000 、（間接経費） 円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：スキルス胃癌は、高頻度に腹膜転移をきたす。癌幹細胞は、転移と関連している。本研究は
、スキルス胃癌の病態を癌幹細胞の観点から解明し新規治療法を開発することを目的とした。スキルス胃癌幹細胞の転
移能の解析、抗癌剤耐性能の解析、およびスキルス胃癌幹細胞とニッチ線維芽細胞との相互作用を解析した。その結果
、スキルス胃癌には癌幹細胞が存在し、腹膜播種形成に重要で、CD44、integrinの関与が示唆された。胃癌幹細胞はUG
T1A1が亢進することで抗癌剤耐性に関与していた。c-Met阻害剤は胃癌治療に有効であることが示唆された。さらに、
ニッチ線維芽細胞はTGFβによってスキルス胃癌の幹細胞性を維持していた。

研究成果の概要（英文）：Scirrrhous gastric cancer frequently develops into peritoneal metastasis, resultin
g in a poor prognosis. Cancer stem cells (CSCs) are considered to be responsible for cancer metastasis. Th
e side population (SP), as evaluated by a flowcytometic analysis has been known as CSCs rich population. T
he aim of this study is to clarify the characterization of the SP cells in peritoneal metastasis of gastri
c carcinoma and to determine an effective signal inhibitor with effects on the proliferation of CSC. We us
ed three gastric cancer cell lines and three SP-enriched CSC cell lines. CSCs-like SP cells expressing int
egrin, and CD44 may play an important role for peritoneal metastasis in gastric carcinoma. CSCs have chemo
resistance to irinotecan. c-Met inhibitor may be a promising target molecule for irinotecan-based chemothe
rapy of gastric cancer. CAFs might regulate the stemness of CSCs in scirrhous gastric cancer by TGF-beta s
ignaling. 
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１．研究開始当初の背景 
 スキルス胃癌は急速広範に増殖浸潤し、診
断時にはすでに進行癌でかつ高頻度に腹膜転
移やリンパ節転移を伴うことがく、また抗癌
剤の有効性も低いため、他型の胃癌に比し極
めて予後不良である。スキルス胃癌の病態解
明と有効な治療法の開発は、胃癌診療の中で
も重要な課題である。最近、癌組織が幹細胞
能力と癌形成能力を併せもつ少数の幹細胞様
癌細胞（癌幹細胞）により形成・維持されて
いることが明らかにされ、癌幹細胞の性状解
析や新規治療法の開発が重要視されている。
幹細胞は正常組織における分化階層の頂点に
位置する細胞として知られているが、癌組織
にもまた階層性が存在し、その頂点に位置す
る癌幹細胞が通常の癌細胞を供給しながら癌
組織を構成していることが指摘されている。
この癌幹細胞は、癌細胞供給の中心的役割を
担うのみならず、抗癌剤や放射線に対する抵
抗性、癌の再発・転移にも重要な役割を果た
すと考えられる。すなわち抗癌剤や放射線療
法によって、通常の癌細胞は消退するが癌幹
細胞は残存し、これが再発や転移などの難治
性の原因となると考えられる。スキルス胃癌
は難治性で高頻度に転移することから、この
癌幹細胞がその病態に深く関与していること
が推察されるが、スキルス胃癌幹細胞の報告
は認められない。今回、胃癌のなかでも特に
スキルス胃癌を中心に、癌幹細胞様Side 
Population (SP)細胞の同定とその特性の解
析を行い、スキルス胃癌幹細胞の病態解明と
有効な治療法を開発する。 
 
２．研究の目的 
スキルス胃癌は、高頻度に腹膜転移をきたす
ため予後不良であり、その病態解明が重要課
題となっている。スキルス胃癌は腹膜播種性
の転移再発が高頻度で、極めて難治性の癌で
ある。最近、自己複製能と多分化能を合わせ
持つ癌幹細胞の存在が報告されている。悪性
腫瘍において癌幹細胞は、転移・再発と関連
していることで注目されている。そこで本研
究では、スキルス胃癌の病態を癌幹細胞の観
点から解明し新規治療法を開発することを目
的とした。この癌幹細胞は FACS にて同定され
る Side Population（SP）細胞分画に多く存
在するとされている。また、がん幹細胞は転
移・抗癌剤耐性などの癌難治性に関与すると
考えられており、新規癌治療法開発にはがん
幹細胞の特性解明が重要である。また、癌幹
細胞の周囲微小環境にはニッチ細胞が存在し、
癌幹細胞性の維持や転移・再発に関係すると
考えられている。そこで、スキルス胃癌微小
環境における癌幹細胞とニッチ線維芽細胞と

の相互作用を検討した。さらにスキルス胃癌
幹細胞の転移能や抗癌剤耐性能について検討
した。 
 
３．研究の方法 
（１）スキルス胃癌幹細胞の転移能の解析：
スキルス胃癌の癌幹細胞様 Side Population 
(SP)細胞の分離・同定・特性解析を行った。
癌幹細胞は Hoechst33342 染色によるフロー
サイトメトリー（FACS）で同定される SP 細胞
分画に多く含まれるとされている。親株スキ
ルス胃癌細胞株 OCUM-2M を用い、SP 細胞含有
率を FACS にて解析し、OCUM-2M の SP 細胞を
FACS でソーティングの後、癌幹細胞様 SP 細
胞 OCUM-2M/SP を収集した。これら２種類の細
胞を用い腹膜成分に対する接着能をadhesion 
assay にて比較した。また２種類の細胞をマ
ウス腹腔内投与し腹膜転移能を比較した。そ
れぞれの細胞より RNA を抽出し RTPCR にて接
着分子 CD44H、integrin の発現を比較検討し
た。 
（２）抗癌剤耐性能の解析：がん幹細胞は抗
癌剤耐性などの癌難治性に関与すると考えら
れることから、難治癌には幹細胞の特性に基
づいた新規開発が重要である。今回、胃癌幹
細胞の抗癌剤耐性機序を解析しその病態に基
づいた分子標的治療について検討した。FACS
にてそれぞれの SP 分画を分離培養し胃癌幹
細胞様 SP 細胞として用いた。抗癌剤は
irinotecan (SN38)、oxaliplatin (OXA)、taxol
（PTX）、を用いた。それぞれの抗癌剤 IC50 値
を算出し、さらに幹細胞シグナルに関与する
分子の阻害剤である c-Met 阻害剤、mTOR 阻害
剤、GSK3β阻害剤と抗癌剤との併用効果を検
討した。また、c-Met 阻害剤が癌幹細胞の抗
癌剤耐性遺伝子や細胞周期におよぼす影響を
mRNA や蛋白レベルで比較検討した。さらにマ
ウス腫瘍を用いてc-Met阻害剤のSN38併用効
果を in vivo で検討した。 
（３）スキルス胃癌微小環境における癌幹細
胞とニッチ線維芽細胞との相互作用の解析：
スキルス胃癌細胞株および胃線維芽細を用い
た。SP 細胞に CaF-37 培養上清を添加し SP 分
画率や幹細胞関連遺伝子発現、spheroid 形成
能におよぼす影響を検討した。さらに抗 TGF
β1 中和抗体、TGFβR 阻害剤、FGFR 阻害剤、
c-Met 阻害剤を添加し、SP 分画率におよぼす
影響を検討した。マウス皮下に OCUM-12/SP 単
独接種群と CaF-37 との混合接種群を作成し、
ニッチ線維芽細胞が癌幹細胞の腫瘍形成能に
およぼす影響を検討した。 
 
4．研究成果 
（１）スキルス胃癌幹細胞の転移能：SP 細胞



分画は OCUM-2M、1.4％、OCUM-2M/SP、6.4％
であった。腹膜成分への接着は OCUM-2M/SP
（20.0%、26.3%、19.3%）でありOCUM-2M（1.2%、
4.0%、11.7%）に比べ有意に接着能が亢進して
いた（p<0.01）。OCUM-2M/SP はマウス腹膜播
種を形成したが OCUM-2M は腹膜播種を形成し
なかった。接着分子 CD44H、integrin α3、
integrin α5 の mRNA は OCUM-2M/SP で高発現
していた。スキルス胃癌幹細胞は膜転成分に
対する接着能が有意に亢進していた。癌幹細
胞は接着分子 CD44H、α3β1-integrin、α5
β1-integrin が高発現し、マウス腹膜転移形
成能が有意に亢進していた。以上のことから、
スキルス胃癌には癌幹細胞が存在し、癌幹細
胞がスキルス胃癌腹膜播種形成に重要で、接
着分子 CD44H、integrin α3、integrin α5
の関与が示唆された。 
 
（２）抗癌剤耐性能：胃癌幹細胞 OCUM-2M/SP
の抗癌剤IC50値はOCUM-2Mに比べSN38で7.9
倍、OXA で 2.7 倍、PTX で 2 倍高値であった。
他の胃癌幹細胞様 SP 細胞 OCUM-2D/SP, 
OCUM-2MD3/SP においても SN38 の IC50 値はそ
れぞれ 7.3 倍、4.3 倍の亢進がみられた。胃
癌幹細胞は ABC トランスポーターおよび
UGT1A1 発現が増加していた。c-Met 阻害剤は
SN38 の IC50 値を有意に低下させ、併用によ
る相乗効果を認めた。一方、mTOR 阻害剤およ
び GSK3β阻害剤は併用効果を認めなかった。
c-Met 阻害剤は胃癌幹細胞の UGT1A1 および
ABC トランスポーター発現を抑制し、細胞周
期の S期を増加させた。SN38 と c-Met 阻害剤
の併用によりマウス皮下腫瘍が有意に抑制さ
れ、アポトーシスの有意な増加が認められた。
以上のことから、胃癌幹細胞は ABC トランス
ポーターおよび UGT1A1 発現が亢進すること
で抗癌剤耐性に関与していた。特に UGT1A1 亢
進による irinotecan 耐性に深く関与してお
り、c-Met 阻害剤は irinotecan 耐性胃癌治療
に有効であることが示唆された。 
 
（３）ニッチ線維芽細胞 CaF-37 はスキルス胃
癌細胞の SP 分画、spheroid 形成能、CD44、
ALDH1，OCT3/4、NANOG の幹細胞関連遺伝子発
現を増加させた。また TGFβR1、TGFβR2 及び
SMAD2 発現を亢進させた。非スキルス胃癌細
胞では SP 分画の増加は認められなかった。
CAF培養上清にて増加した spheroid 形成能と
幹細胞関連遺伝子は TGFβR阻害剤もしくは
TGFβ1中和抗体にて抑制された。CaF-37 によ
る SP 細胞増加促進作用は、TGFβ1中和抗体
および TGFβR阻害剤により抑制された。一方、
FGFR阻害剤および c-Met阻害剤は抑制しなか
った。CaF-37 と SP 細胞の混合接種により SP

細胞の腫瘍形成能が亢進した。形成された腫
瘍では、混合接種群において p-Smad2 発現の
亢進を認めた。以上のことから、ニッチ線維
芽細胞は TGFβによってスキルス胃癌幹細胞
の幹細胞性を維持していることが示唆された。 
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