
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 

 

平成２５年 ５月２２日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究では胃癌を材料に癌幹細胞マーカーの同定と胃型・腸型粘液形

質の変化を解析した。GeneChip 解析から癌幹細胞が存在する side-population 細胞では転写因

子 KLF-5 と Ets-2、細胞表面分子インテグリン a2 が発現していることが明らかとなった。

KLF-5 と Ets-2 を siRNA でノックダウンすると side-population 細胞が減少した。インテグリ

ン a2 は基底膜に垂直方向に分裂する細胞の一部に染色された。これらの分子は癌幹細胞のマ

ーカーになる可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed cancer stem cell marker and 
transition of gastric or intestinal phenotype in gastric cancer. GeneChip analysis revealed 
that KLF-2 and Ets-2, which are transcriptional factor, were over-expressed in 
side-population cells. We also found that integrin a2 is over-expressed in side-population 
cells. Fraction of side-population cell was reduced by knockdown of KLF-5 and Ets-2. 
Integrin a2 was expressed in cells showing perpendicular division. These molecules are 
potential marker for cancer stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 研究の学術的背景として、申請者は遺伝子
発現の異常を網羅的にとらえることを目的
とし、胃癌組織を材料に Serial Analysis of 
Gene Expression（SAGE）法で解析し、多
くの癌特異的遺伝子を同定してきた。さらに
これらの分子の血清腫瘍マーカー、免疫染色
のマーカーとしての有用性を報告した。分泌
分子 Reg IV は腸型の粘液形質を発現してい
る胃癌（腸型胃癌）で発現しており、ステー
ジ I の胃癌を検出できる血清腫瘍マーカーで
あ る こ と を 示 し た 。 ま た 、 分 泌 分 子
olfactomedin 4 は胃型の粘液形質を有する胃

癌（胃型胃癌）で高発現していた。ELISA 法
で血清濃度を測定した結果、olfactomedin 4
はステージ I の胃癌を検出できる血清腫瘍マ
ーカーであり、Reg IV と組み合せれば、50%
以上の胃癌を検出できる高感受性マーカー
であった。胃癌細胞株を材料に、CAST 法で
膜蛋白質を解析した結果、デスモソームの構
成分子である desmocollin 2 が胃癌で特に高
発現しており、腸型形質の胃癌で発現してい
た。このような研究を通じ、胃癌において特
徴的に高発現している分子の多くは、胃型・
腸型形質に関連しており、胃癌の病態解明、
診断・治療戦略を構築するためには、胃型・
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腸型に分けて解析することが重要であると
いう結論に至った。 
 一方、癌の発生、進展過程において、癌幹
細胞の重要性が指摘されている。癌幹細胞は
ABC トランスポーターに代表される薬剤耐
性遺伝子を発現していること、自己複製能を
持つこと等の特徴が明らかにされている。従
ってこの癌幹細胞は治療抵抗性であり、臨床
的には腫瘍が消失しても、癌幹細胞が生存し
ている限り再発してくると想定されている。
消化管癌を含むさまざまな癌についての解
析から、癌幹細胞のマーカーを発現している
症例は予後不良であることが明らかになり
つつあるが、癌の発生、進展過程における癌
幹細胞の関与については全く検討されてい
ない。胃癌は組織ヘテロジェナイティーが強
い癌であり、1 つの腫瘍組織中に高分化腺癌
と低分化腺癌、胃型形質と腸型形質の胃癌が
しばしば混在している。従って、胃癌におい
ては癌幹細胞から娘細胞に分裂してく過程
で、何らかの特徴的な異常が存在する可能性
が高く、癌幹細胞から胃型・腸型形質が発現
するメカニズムを明らかにすることは、胃癌
の病態解明に必要不可欠である。さらに胃
型・腸型胃癌の幹細胞の特徴が明らかになれ
ば、治療戦略の構築に貢献できる。 
 癌組織のヘテロジェナイティーのメカニ
ズムとして、癌幹細胞が娘細胞に分裂する際、
非対称性に分裂することが考えられている。
癌幹細胞由来のゲノム DNA は癌幹細胞に配
分され、新成されたゲノム DNA は娘細胞へ
と配分される。癌幹細胞マーカーも癌幹細胞
にのみ配分され、娘細胞には配分されない。
このような非対称性分裂により、癌幹細胞は
幹細胞として存在し続けることができ、様々
な娘細胞が発生し、ヘテロジェナイティーが
おこると想定されている。このような現象は
造血細胞や肺癌の細胞株のみで検討されて
おり、組織レベルでの解析、胃癌おける解析
の報告は、国内外を通じ見られない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、胃癌における癌幹細胞
の非対称性分裂時の胃型・腸型形質発現の変
化を明らかにすることを目的とした。これま
での研究では、癌幹細胞の特徴に関する解析
が主体であり、癌幹細胞がどのように分裂し
ていくのかはほとんど解析されていない。癌
幹細胞のマーカーは数種類報告されている
が、正常のマウス腸の幹細胞のマーカーとし
て、Lgr5 が注目されている。マウス Lgr5 陽
性細胞は小腸ではパネート細胞とパネート
細胞の間の細胞に発現している。ヒト小腸の
マイクロアレイ解析から、本細胞では
olfactomedin 4 が発現していることが報告さ
れており、唯一の正常のヒト腸の幹細胞のマ
ーカーとして注目されている。申請者は

SAGE データの解析から、胃癌に特異性の高
い遺伝子として olfactomedin 4 を同定して
おり、世界に先駆けて免疫染色可能なマウス
モノクローナル抗体を樹立している。 
 
３．研究の方法 
 胃癌細胞株 TMK-1、MKN-45、HSC-57 を材料
にセルソーターを用いて幹細胞が存在する
と考えられている side-population（SP）細
胞を分離し、GeneChip で網羅的に遺伝子発現
を解析する。SP 細胞と非 SP 細胞の遺伝子発
現プロファイルを比較し、SP 細胞で特徴的に
発現している遺伝子を同定する。同定したマ
ーカーを用いて、胃癌細胞株から癌幹細胞を
免疫染色で同定し、非対称性分裂の解析を行
う。尚、これまでの検討で胃癌細胞株である
TMK-1、MKN-45 は胃型の粘液形質、HSC-57 は
腸型の粘液形質を発現していることを確認
している。 
 非対称性分裂の解析方法としては、まず、
培養液に BrdU を添加し、2から 3週間培養す
る。その後、BrdU の免疫染色を行い、ほぼ全
ての細胞が BrdU に標識されることを確認す
る。確認できなかった場合は培養時間をさら
にのばし、ほぼ全ての細胞が BrdU に標識さ
れることを確認する。次に BrdU のない培養
液で細胞を培養し、細胞を固定後、BrdU と胃
型・腸型マーカーに対する抗体で蛍光二重免
疫染色を行う。anaphase を顕微鏡下で探し、
片方の細胞のみに BrdU で標識される細胞を
非対称性分裂とする。BrdU で標識されている
細胞を親細胞、標識されていない細胞を娘細
胞とし、親細胞、娘細胞における胃型・腸型
マーカーの陽性率を算出する。anaphase を顕
微鏡下で探し、両方の細胞で BrdU が標識さ
れる細胞を対称性分裂とする。対称性分裂も
合わせて検討し、胃型・腸型マーカーの陽性
率を算出後、非対称性分裂における胃型・腸
型マーカーの陽性率と比較する。癌幹細胞マ
ーカーについても同様に解析し、非対称性分
裂、対称性分裂における陽性率を比較する。 
 
４．研究成果 
 胃癌細胞株 TMK-1、MKN-45、HSC-57 を材料
にセルソーターを用いて SP 細胞、非 SP 細胞
に分離し、GeneChip 解析を行った。その結果、
胃型形質を有する細胞株である TMK-1、
MKN-45 では、SP 細胞においてヒストン蛋白
質等のクロマチン関連遺伝子の発現が変化
していた。腸型形質を有する細胞株である
HSC-57 では、KLF-5 と Ets-2 の発現が SP 細
胞で上昇していた。KLF-5 と Ets-2 はいずれ
も転写因子であり、幹細胞の分化に関わって
いる可能性が高い。これらの抗体を購入し、
胃癌細胞株を材料に Western blot を施行し
たところ、HSC-57 以外の細胞株においても発
現が認められた。HSC-57 において KLF-1 と



 

 

Ets-2 の発現を siRNA でノックダウンし、再
度 SP細胞と非 SP細胞にセルソーターを用い
て分離した結果、SP 細胞の割合が減少してお
り、KLF-1と Ets-2はいずれもSP細胞の維持、
あるいは分化を抑制するものと推定された。
尚、KLF-1 と Ets-2 については胃癌組織を材
料に免疫染色を試みているが、現時点で免疫
染色可能な抗体はない。 
 非対称性分裂の解析のため、外科的に切除
された組織を材料に tubulinの免疫染色を施
行し、anaphase の解析を行った。本研究は胃
癌組織を対象としているが、解析のしやすさ
からまずは食道扁平上皮癌を材料に免疫染
色を施行した。anaphase 中の細胞を解析し、
分裂する方向と基底膜との角度を検討した。
その結果、基底膜の近傍に位置する細胞では
基底膜に対し垂直に分裂する細胞と、水平方
向に分裂する細胞が見られたが、表層部分で
は基底膜に対し水平方向に分裂する細胞が
高頻度に認められた。食道扁平上皮癌では腫
瘍胞巣辺縁の細胞中に癌幹細胞が存在する
ことが想定されており、腫瘍胞巣辺縁に存在
し、垂直方向に分裂する細胞は癌幹細胞が非
対象性分裂したものと想定される。現在胃癌
組織を対象に同様の解析を進めているが、ほ
ぼ同様の結果を得ている。GeneChip 解析では
HSC-57 の SP 細胞において KLF-1 と Ets-2 が
高発現していたが、細胞表面分子であるイン
テグリン a2 の高発現も見出している。イン
テグリン a2 は基底膜に対する接着分子であ
り胃癌組織を材料に免疫染色を施行した結
果、基底膜に対して垂直方向に分裂する細胞
の一部にインテグリン a2 が染色された。こ
のインテグリン a2 陽性細胞が癌幹細胞であ
る可能性が高く、胃癌組織を材料にインテグ
リン a2 陽性細胞を分離する方法を開発中で
ある。 
 胃癌細胞を材料に培養液に BrdUを添加し、
非対象性分裂を解析している。研究は継続中
であるが、BrdU 添加により細胞が壊死する場
合が多く、適切な濃度の調節を解析中である。
BrdU の蛍光免疫染色を行い観察すると、頻度
は低いながらも非対称性分裂が観察された
ため、胃型・腸型形質のマーカーの免疫染色
を施行している。 
 総じて本研究では、胃型・腸型胃癌細胞に
おいて、SP 細胞で特徴的に発現している遺伝
子を同定した。これらの一部は転写因子、細
胞表面蛋白質であり、今後はこれらをマーカ
ーとして胃癌細胞を分離し解析を行う。特に
インテグリン a2 は基底膜に対する接着分子
であり、幹細胞のマーカーになる可能性が高
く、抗体を用いてインテグリン a2 陽性細胞
を分離するシステムを構築中である。 
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