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研究成果の概要（和文）：我々は以前に胃癌の高頻度ゲノム増幅領域として、染色体20q13領域を同定した。さらに、
この領域においてゲノム増幅に伴い発現亢進する遺伝子として、DDX27を同定した。本研究では胃癌細胞におけるDDX27
発現亢進の意義を明らかにする。免疫組織染色を行ったところ、DDX27は高頻度に発現亢進することを発見した。臨床
病理学因子との比較ではDDX27発現亢進は静脈侵襲および肝転移の頻度と相関し、患者の予後不良と相関した。また、D
DX27を発現抑制すると細胞周期抑制を介したコロニー形成能の抑制が認められた。以上の結果、胃癌の新しい治療標的
としてDDX27を同定した。

研究成果の概要（英文）：Previously, we have reported that gain at chromosome 20q13 is the most common 
genomic copy number aberration in gastric cancer (GC) (29/30 cases), and that among the genes located in 
this region, we have identified DDX27 as a candidate target for GC. Here, we analyzed the significance of 
DDX27 upregulation in GC cells. We found that DDX27 was frequently upregulated in GC tissues, and 
significantly associated with venous invasion and liver metastasis. Furthermore, high expression of DDX27 
was independently associated with poorer prognosis. Knockdown of DDX27 reduced the ability of GC cells to 
form colonies, but had little effect on their invasiveness. We also found that knockdown of DDX27 reduced 
the viability of GC cells through inhibition of cell cycle progression independently of apoptosis. Thus, 
our results suggest that expression of DDX27 contributes to colony formation by GC cells through cell 
cycle control and may be a potential therapeutic target for GC patients.

研究分野：分子病理学
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１．研究開始当初の背景 

 胃癌は日本における癌死亡率の第二位を
占める。診断技術の進歩により、初期に発見
される早期胃癌の治療成績は向上したが、悪
性度が高まった進行胃癌の治療成績は良好
ではない。この原因として、進行胃癌に対し
て外科治療以外に効果的な補助療法が確立
されていないことが挙げられる。近年、癌発
症のメカニズム解明が大きく進み、癌は遺伝
子異常の蓄積によって引き起こされること
が明らかとなってきた。そしてその異常を標
的とする分子標的治療が急速に進歩してい
る。これまで多くの研究グループが胃癌の網
羅的遺伝子異常解析を実施し、多数の標的候
補分子を同定してきた。しかし、未だに胃癌
の効果的な分子標的治療は確立されていな
い。この原因として、多数の標的候補の中か
ら実際に胃癌の悪性化を促進させる遺伝子
異常を選び出すのが困難であることが考え
られる。早期胃癌は悪性度が低く、切除術が
効果的であるのに対し、進行胃癌は転移・再
発の頻度が高く、外科手術だけでなく補助的
な治療も必要である。従って、胃癌において
分子標的治療を確立させるためには、「複雑
な遺伝子異常の中から、悪性化に直接関与す
る遺伝子異常を同定することが重要であ
る。」と考えた。 

 このような視点で我々は、早期胃癌 20症
例と進行胃癌30症例についてアレイCGHに
よりゲノムコピー数を網羅的に解析したさ
らに進行胃癌 30症例については、ゲノム異
常に伴い異常発現する遺伝子を網羅的に解
析している。これらの解析により、我々は
20q13領域のゲノム増幅は進行胃癌で有意に
高頻度であることを発見した。この結果から、
我々は「20q13領域のゲノム増幅は胃癌の
悪性化に関与する」と仮説を立てた。 
20q13ゲノム増幅領域の最小共通領域
（46-49Mb）には 43の遺伝子がコードさ
れている。遺伝子発現解析より、43遺伝子
のうち 8遺伝子（CSE1L, DDX27, ZNFX1, 
B4GALT5, ZNF313, Kua, UBE2V1, 
CEBPB）がゲノムコピー数の増加に伴い 2
倍以上発現亢進していた。我々はこれら 8
遺伝子を胃癌悪性化関連候補遺伝子（以下、
候補遺伝子）として選別した。予備実験で
はあるが、既に候補遺伝子の機能解析を開
始している。20q13領域のゲノム増幅を持
つ胃癌細胞株 (MKN74)へそれぞれの遺伝
子に対する siRNAを導入し、発現を抑制
した後、細胞増殖能を解析したところ、い
ずれの遺伝子も細胞増殖へは影響しなかっ
た。一方で、浸潤能を解析したところ、8
遺伝子のうち 3遺伝子（DDX27, ZNFX1, 
CEBPB）の発現抑制で浸潤能が低下する
ことを発見した。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではこれまでの研究成果をさらに
発展させ、8つの候補遺伝子について、 

(1)発現亢進と臨床病理学的意義との関連性、 
(2)癌化能（細胞増殖能、抗アポトーシス能、
浸潤能、足場非依存性増殖能）、 

(3)癌化能に関わるシグナル伝達経路、 

を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)候補遺伝子の胃癌症例における発現を明
らかにするため、胃癌 140症例を用いて免疫
組織染色を行った。 

(2)候補遺伝子の胃癌細胞における機能を明
らかにするため、胃癌細胞 11株を用いて発
現量を確認した。 

(3)候補遺伝子の高発現細胞株において候補
遺伝子の発現抑制を行い、マトリゲルトラン
スウェルアッセイにより胃癌細胞株の浸潤
能に対する影響を解析した。 

(4)候補遺伝子のコロニー形成能を解析する
ため、候補遺伝子の発現抑制を行った後に通
常プレート上、もしくはソフトアガー上での
コロニーフォーメーションアッセイを行っ
た。 

(5)候補遺伝子の発現抑制によるアポトーシ
スへの影響はロッシュ社のアポトーシス測
定キットを用いた。 

(6)候補遺伝子の発現抑制による細胞周期へ
の影響は Propidium Iodide を取り込ませた
後に FACS解析を行い、明らかにした。 

(7)候補遺伝子の細胞内局在は二重蛍光免疫
染色法により明らかにした。 

(8)候補遺伝子の安定発現細胞株はライフテ
クノロジー社のウィルス作製キットを用い
て、ウィルス感染させ、抗生剤で選択培養す
ることにより樹立した。 

(9)候補遺伝子の発現抑制により影響を受け
るシグナル伝達経路は、発現抑制した細胞の
遺伝子発現アレイ解析を行った後に、パスウ
ェイ解析ソフト（Ingenuity Pathway 

Analysis）により明らかにした。 

(10)候補遺伝子の安定発現抑制細胞株は、サ
ーモフィッシャー社のレンチウィルスによ
る発現抑制キットを用いた。 

(11)候補遺伝子を安定的に発現抑制した細胞
株を免疫不全マウスへ移植し、個体における
腫瘍形成能への影響を明らかにした。 

 

 

４．研究成果 

 我々は、これまでのスクリーニングで得ら
れた 8遺伝子について、まずもっとも癌との
関連が高いと考えられる DDX27遺伝子につ
いて解析を行った。これを選択した理由は、
第一に、我々のスクリーニングの中で最も癌
部における発現量が亢進しており、発現量の
亢進とゲノムコピー数の増加が最も相関し
ていたからである。また、DDX27と胃癌と
の関連は全く報告が無いため、DDX27と胃
癌との関連を明らかにすることで、それが新
しい発見となり、さらに、どのように胃癌に
影響するか明らかにすることで、胃発癌・進



行の新しいメカニズム解明だけでなく、胃癌
に対する新規の治療法開発につながると考
えたからである。 

 

(1)胃癌における DDX27発現。 

 まず、DDX27が実際の胃癌症例で発現亢
進しているか解析した。DDX27は解析した
140症例のうち 98症例で発現亢進していた。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

臨床病理学因子との相関解析では、DDX27

発現は年齢、性別、深達度、ステージ、リン
パ節転移の有無とは相関が見られないが、静
脈侵襲および肝転移の発生頻度と強く相関
していた。さらに、DDX27の高発現は患者
の予後不良と相関しており、深達度とともに
胃癌の独立予後因子であることがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)胃癌細胞の浸潤能、コロニー形成能におけ
る DDX27の役割。 

 DDX27 が解析した胃癌細胞 11 株の中で、
AGS, 44As3, MKN74 において特に発現量が
高かったので、これらの細胞株を用いて
DDX27の機能解析を行った。DDX27が胃癌
組織において、脈管侵襲と肝転移の頻度と相
関していたことから、DDX27は胃癌細胞株
の浸潤能、コロニー形成能、生存に関与する
と考え、これらの癌化能に対する DDX27発
現抑制の影響を解析した。まず、44As3で
DDX27を発現抑制し、浸潤能を解析したと
ころ、ほとんど影響が見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この結果は、DDX27が胃癌細胞の浸潤能に
ほとんど影響しないことを示唆する。次に、
AGS, 44As3, MKN74で DDX27を発現抑制
し、コロニー形成能を解析した。その結果、
いずれの細胞株においても強い抑制効果が
認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、ソフトアガー上のコロニー形成能も
DDX27発現抑制により強く抑制されること
を発見した。これらの結果から、DDX27は
胃癌細胞のコロニー形成能において重要な
役割を果たすことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)DDX27はアポトーシス誘導では無く、細
胞周期の抑制により胃癌細胞のコロニー形
成能を抑制する。 

 次に、DDX27がどのようなメカニズムで
胃癌細胞のコロニー形成能を制御するか明
らかにするため、まず DDX27発現抑制によ
るアポトーシスへの影響を解析した。AGSと
44As3において解析したところ、いずれも影
響が見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



一方で、細胞周期のイベントのうち、DNA

合成 (下図 DNA synthesis) と細胞分裂 (下
図 pHH3) の頻度を解析したところ、AGSと
44As3の両方でどちらのイベントも抑制さ
れていることがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から、DDX27はアポトーシス
誘導では無く、細胞周期の抑制を介して胃癌
細胞のコロニー形成能を抑制していること
が明らかとなった。 

 

(4)DDX27発現抑制はAGSにおいては TP53

の誘導により細胞周期を抑制し、44As3にお
いては別のメカニズムで細胞周期を抑制す
る。 

 次に、DDX27がどのようなシグナル伝達
を介して胃癌細胞株の細胞周期を制御する
か明らかにするため、DDX27発現抑制後に
網羅的遺伝子発現解析を行い、関連するシグ
ナル伝達経路を IPAソフトウェアにより解
析した。その結果、44As3では顕著なシグナ
ル伝達経路が見つからなかったが、AGSにお
いては TP53の活性化が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

実際、44As3では TP53が欠失しており、ウ
ェスタンブロットにおいても発現が確認さ
れなかったが、AGSでは TP53発現が確認さ
れ、DDX27発現抑制によりさらに誘導され、
その下流の遺伝子である CDKN1A の発現量
も促進することがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上の結果から、DDX27 は TP53を制御し
ており、発現抑制することで TP53の蓄積が
起こり、それにより細胞周期の抑制が起こる
ことが示唆された。TP53 が欠失した場合に
も細胞周期の抑制が誘導されているが、この
メカニズムについては今後の解析が必要で
ある。 

 

(5)まとめ 

以上の結果から、本研究において胃癌の進行
に関連する 20q13領域から新たな癌関連遺
伝子、DDX27、の単離に成功した。この成果
は現在論文投稿中で平成 27年度中に一般公
開される予定である。我々は胃癌の進行に関
わりのある遺伝子に着目して研究を進めて
きたが、今回解析した DDX27は実際に、発
現亢進が患者の予後不良と強く相関してお
り、我々が目指した遺伝子の同定に成功した
と言える。我々が着目している 20q13領域は
ほぼ全ての胃癌でゲノム増幅していること
から、多くの胃癌で DDX27が発現亢進して
いることが予想されたが、実際に、70%の胃
癌症例で発現亢進していた。さらに、DDX27

発現亢進と胃癌との関連はまだ全く明らか
にされていないため、この関連性を明らかに
することで、胃癌進行のメカニズム解明だけ
でなく、新しい胃癌治療法の開発につながる
と確信する。本研究からは DDX27が癌抑制
遺伝子である TP53を制御することで癌細胞
にとってコロニー形成能に有利な影響を与
えることが示唆された。今後、DDX27がど
のようなタンパク質と結合し、どのようなシ
グナル伝達を介して胃癌の進行を促進させ
るか明らかにすることが必須である。 
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