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研究成果の概要（和文）： 

胃癌高転移細胞株から得られたスプライシングバリアントによる胃癌転移予測マーカーの
確立に関して検討した。94 例の胃癌患者から術前末梢血を採取、ARHGDIBsv1、
ALDOG4b、XAF1sv3 の発現量を測定し、臨床病理学的因子との関連について解析した。
ARHGDIBsv2は進行癌で髙発現し、XAF1sv3は未分化型癌で髙発現する傾向を認めたが、
転移との間には有意な関連は認められなかった。新規マーカーとして、胃癌高転移細胞株
で分泌型のプロテインアイソフォームである Quiescin Q6 sulfhydryl oxidase 1 の発現増
強を認めた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We evaluated the possibility to establish predictive markers for gastric cancer 
metastasis using splicing variant developed from highly metastatic gastric cancer cell 
lines. Peripheral blood was corrected from 94 patient with gastric cancer and 
expression of ARHGDIBsv1, ALDOG4b, XAF1sv3 were measured. Expression level of 
each variant was compared with clinicopathologic factors. ARHGDIBsv1 expression 
was up regulated in advanced cancer, and XAF1sv3 expression was up regulated in 
patients with undifferentiated type of cancer. However, there was no significant 
correlation between gene expression and tumor metastasis. With respect to newly 
marker development, we found the up regulation of secretary protein isoform Quiescin 
Q6 sulfhydryl oxidase 1 in highly metastatic gastric cancer cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 

 手術術式や周術期管理の工夫、術後補助化
学療法の開発などにより進行胃癌における
術後生存率の向上が得られているものの、未
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だ III 期の胃癌の 5 年生存率は 50％程度に過
ぎない。進行胃癌の治療成績を更に向上させ
るには、高感度で特異性の高い再発予測法の
開発が必須である。 

 近年、癌患者の血液中に存在する遊離癌細
胞（circulating tumor cells; CTCs）が多く
の癌種で検出されるようになり、予後や治療
効果と相関する事が報告されている。しかし、
CTCｓの生物学的意義に関しては未だ不明
な点が多く、CTCs の数（量）が重要なのか、
実際に転移をする形質が重要なのかは解明
されていない (Riethdorf S. et al, Int J 

Cancer. 2008, 123: 1991-2006, 

Alix-Panabières C.  et al.,Clin Cancer Res. 

2008, 14: 5013-21.) 

 一方、進行胃癌の再発形式として最も頻度
が高いのは腹膜播種再発である。腹膜播種の
予測法として、腹腔内の disseminated tumor 

cells (DTCs)を検出する手法として腹腔洗浄
液の細胞診が用いられているが、特異度は高
いものの感度は極めて低率であり、細胞診陰
性であっても多くの症例で腹膜再発が認め
られる。より高感度に DTCs を検出する方法
として、免疫細胞染色や標的遺伝子に対する
RT-PCR が用いられている。我々も以前から
この方法について検討してきたが、確かに感
度は上昇するものの、CTCs と同様に生物学
的意義や偽陽性の問題は回避できていない
（Oyama K.、Terashima M, et al, Br J Surg. 

2004, 91: 435-43）。 

 我々は、ヒト胃癌細胞株 MKN45 およびそ
の腹膜播種の亢進した MKN45ｐ８GA、
MKN45P14GA を用いて、DNA マイクロア
レイによる遺伝子発現プロファイルの比較
解析から、腹膜播種能亢進株において発現が
増加している特徴的な遺伝子型（スプライシ
ングバリアント）を 6 種同定した。これら 6

種の遺伝子(GCA sv2/3、GCB sv3、GCC sv2、
GCD sv3、GCE sv2、GCF sv4)（論文投稿
中のため遺伝子名は非公開）は、細胞接着・
免疫回避・恒常性維持・アポトーシス回避と
いう 4 つの機能カテゴリーに分類することが
でき、またスクリーニングされた経緯から癌
細胞の腹膜播種との関連が強く示唆される。
MKN45 以外の癌細胞株での検討も行ってお
り、特に免疫回避に関連すると考えられる
GCE 遺伝子の新規スプライシングバリアン
ト GCE sv2 が、胃癌・大腸癌・膵癌・乳癌
の 7割以上の株での広汎な発現を示している。 

 選択的スプライシングは、一つの遺伝子情
報からタンパク質へと至る多様性を拡大し
ており、異なるスプライシングパターンから
成る mRNA からは、異なる機能を持ったタ
ンパク質が翻訳される。特異なスプライシン
グパターンが、癌をはじめとした様々な疾患
に関連するという知見が蓄積されつつあり、
臨床的にも重要なメカニズムとなっている。

これまでの腫瘍マーカーと比較して、スプラ
イシングバリアントを腫瘍マーカーとする
利点は、腫瘍細胞に特異的に発現しているた
め特異度が高い事、遺伝子増幅技術である
PCR により微少なマーカーであっても特異
的に増幅することで検出可能となる点（高感
度化）が挙げられる。さらに増幅と検出がイ
コールであるため、迅速でかつ特異性が高い
診断系の構築が期待できる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、上述の新規再発予測マーカー候
補遺伝子の検出を CTCs（末梢血）、DTCs（腹
腔洗浄液）に対して行い、再発予測マーカー
としての有効性を評価する一方で、CTCs、
DTCs の臨床的意義を量（検出シグナル値）、
質（各腫瘍マーカーのプロファイル）という
二つの側面から検討し、今後の臨床応用の可
能性について検討する。また、新たな再発予
測マーカーの候補遺伝子に関しても臨床検
体を用いて探索的に検討する。 

 

３．研究の方法 

1.検体の採取 
胃癌切除症例 94例を対象とし、入院時に末
梢血を採取する。同様に、手術時に開腹直後
に腹腔洗浄液を採取する。 
2.末梢血・腹腔洗浄液からの CTCs、DTCsの
分離 
１）ポジティブセレクション 
CellSave® Preservative Tube に採血した末
梢血、腹腔洗浄液に対し、CD326(EpCAM) マ
イクロビーズを用いて、試料中 CTCs、DTCs
の磁気分離を行う。 
２）ネガティブセレクション 
CellSave® Preservative Tube に採取した末
梢血、腹腔洗浄液に対し、CD45 マイクロビー
ズを用いて、試料中の白血球の磁気分離を行
う。 
３）密度勾配遠心分離 
パクスジーンＲＮＡ採血管に採取した末梢
血、腹腔洗浄液を、PBS/EDTA 緩衝液にて 1.7
倍に希釈した後、遠心分離によって細胞成分
を分離する。 
3.マーカー候補の定量的検出 
上記条件で分離した細胞から total RNA を抽
出し、これを元に cDNA合成を行う。この cDNA
の一部、20ngをテンプレート DNAとし、新規
再発予測マーカー候補遺伝子の定量的検出
をリアルタイム PCR法に従って行う。 
4.データの解析 
上記検討で得られた各マーカー遺伝子の発
現状況と各症例の臨床病理学的因子との相
関解析を行い、マーカーとして臨床応用出来
そうな遺伝子を抽出する。 
5.新規マーカーの検索 
 更に新規転移予測マーカーの開発を目的



として、胃癌高転移細胞株の細胞培養上清か
らマイクロアレイ法、マススペクトロメトリ
ー法を用いて転移関連蛋白の分離同定を行
う。 
 
４．研究成果 
１）検体の採取 
 はじめに胃癌患者 10 例を対象として、検
体の採取可能性について検討した。末梢血検
体から CTCの分離を試みるも、いずれの方法
を用いても分離は不可能であったため、以下
の研究では全血から RNAを抽出して検討する
事とした。また、腹腔洗浄液からの DTC分離
も不可能で有り、RNA 抽出も困難であったた
め、腹腔洗浄液に関する検討は行わない方針
とした。 
２）胃癌患者末梢血におけるスプライシング
バリアントの発現 
 94例の胃癌症例の術前末梢血から、RNA抽
出の分離を行った。9 例では RNA の収量が少
なく、7 例では RNA の品質に問題があったた
め、これらの症例を検討から除外し、78例に
お い て 、 ARHGDIBsv1 、 ALDOG4b 、
XAF1sv3 の３種のスプライシングバリア
ントを測定し、臨床病理学的因子との関連に
ついて検討した。 
 78 例では全例スプライシングバリアント
の測定が可能であり、その対数値は概ね正規
分布を示していた(図１)。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          図１ 
 各遺伝子発現量と臨床病理学的因子との
関連に関する検討では、ARHGDIBsv1 の発
現が進行胃癌で高値をとる傾向を認め、
XAF1sv3 の発現が未分化型癌で高値をと
る傾向を認めた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
          図２ 
 スプライシングバリアントとその他の臨

床病理学的因子との間に有意な関連は認め
られなかった。 
 以上の結果から、今回検討したスプライシ
ングバリアントは胃癌患者末梢血において
検出する事が可能であったが、転移予測マー
カーとしての有用性は乏しいものと思われ
た。現在、更に他の 3種のスプライシングバ
リアントを用いて検討を進めている。 
３）新規マーカーの探索 
 胃癌培養細胞株 MKN45と同株より得られた
腹膜播種高転移細胞株 MKN45P のマイクアレ
イ解析から 13 の遺伝子のスプライシングバ
リアントが同定された。更に培養上清を用い
たプロテオミクス解析により、Quiescin Q6 
sulfhydryl oxidase 1 の isoform が検出さ
れた。この isoform は胃癌、膵癌の培養上
清のみに検出され、新たなマーカーとして
臨床に応用できる可能性が示唆された。現
在、胃癌患者の臨床検体を用いた解析を実
施中である。 
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