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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞は化学療法や放射線などの治療へ抵抗性を示すために残存しやすく、がん幹細胞
を標的とした治療法を確立することで再発、転移のリスクが少ない新しいがん治療が構築できるものと期待されている
。私達は、癌が部分的に低酸素や化学刺激に暴露されている状況で、一部の細胞が幹細胞化するとともに遺伝子の不安
定性を生じやすくなっており、これが治療抵抗性を生じさせている原因の一つと考えている。細胞株を用いた検討で、
酸化ストレスで染色体不安定性が生じる原因を検討するとともに、臨床検体を用いて、実際の癌で治療後に幹細胞化や
遺伝子不安定性が生じているのかを検討した。

研究成果の概要（英文）：The cancer stem cell remains to be resistant to the treatment such as chemotherapy
 or the radiation. We can propose a new treatment to reduce recurrence and metastasis by targetting the ca
ncer stem cell. Because a cancer is exposed to hypoxia and chemical irritation partially, some cells becom
e a stem like cell and become to generate genetic instability.
 In our experiment,oxidative stress (OS) causes DNA damage and chromosome instability that may lead to car
cinogenesis. OS is also suggested to contribute to an increase in aneuploid cells. However, it is not clea
r how OS is involved in the regulation of SAC and contributes to carcinogenesis associated with aneuploidy
. Here we show that an oxidant (KBrO3) activated the p53 signaling pathway and suppressed the expression o
f SAC factors, BubR1, and Mad2, in human diploid fibroblast MRC5 cells. This suppression was dependent on 
functional p53 and reactive oxygen species.
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞は部位に依存しない無制限増殖能、
浸潤能、転移能をもつ細胞であるが、臨床で
遭遇するがんを形成するすべてのがん細胞
すべてがこれらの性質を持っているとは限
らず、がん細胞の一部が自己複製能や多分化
能という幹細胞と同様の性質を持ち、がん組
織中で自己複製を繰り返しつつ、分化してが
ん細胞集団となっていると考えられている。
この考えは「がん幹細胞仮説」とも呼ばれる。
このがん幹細胞は化学療法や放射線などの
治療へ抵抗性を示すために残存しやすく、再
発・転移の原因となる可能性がある。したが
って、がん幹細胞を標的とした治療法を確立
することで再発、転移のリスクが少ない新し
いがん治療が構築できるものと期待されて
いる。 
一方、培養されている胚性幹細胞や iPS細胞
が DNA aneuploidyをはじめとする genetic 
instabilityのphenotypeを示すことが報告さ
れている(Ben-David U et al. Cell Cycle. 
2010)。我々は以前より、がん細胞中の
genetic instability の研究を行なっており、
中でもDNA aneuploidyの癌は転移を生じや
すく、治療抵抗性で予後も不良であることを
示してきた。我々はがん幹細胞における
genetic instabilityに着目している。 
 
２．研究の目的 
1） 消化管癌における Genetic instablityの
メカニズムとCancer stem like cellの同
定 

2） 消化器癌臨床検体におけるストレス応
答タンパクと Genetic instability 
 

３．研究の方法 
1) 細胞株の実験では２倍体ヒト正常線維
芽細胞株 MRC-5 に対し、8oxoG や ROS
の発生が報告されている KBrO3 を曝露し、
p53 signalと BubR1/MAD2の発現を解析
した。また、酸化ストレス曝露下の DNA 
ploidyを FACSを用いて解析し、細胞形態
を経口免疫染色に観察した。最後に、胃癌
臨床検体において、p53、BUBR1免疫組織
化学染色を行い、DNA ploidy との関連を
検討した。 
2) 切除標本を使用した検討として抗
Mortalin抗体（Clone JG1, 1:50 Affinity 
BioReagents）を用いて p53タンパクの癌
における機能の解析を行っている。 
４．研究成果 
1) 酸化ストレスと p53、BUBR1 の関連: 
KBrO3 曝露後から経時的に p53 signal 
pathwayの活性化及びBubR1/MAD2の発現量の
減少が観察され、さらにこの現象は ROS スカ
ベンジャーの NAC の添加によって、阻害され
た。 次に、p53 knockdown 下での KBrO3 曝露
48 時間後における BubR1/MAD2 の発現を観察
したところ、p53 knockdown による p21 の消
失とともにコントロール群で見られる

BubR1/MAD2 の発現量の減少が抑制された。こ
の現象は、p53 正常細胞である MKN45、 SNU-1
でも同様にみられ、一方で p53-mutant 細胞
株 MKN28、p53 欠損細胞株 KATOIII では認め
なかった。以上の結果から、酸化ストレス曝
露による BubR1 と Mad2 の発現減少は p53 
signal pathwayに依存していることが示唆さ
れた。  
次に FACS での解析ではコントロール群では
KBrO3 曝露によって、polyploidy は減少する
ことがわかった。各細胞周期の解析から、こ
の現象は酸化ストレス曝露によるp53依存的
な G1 arrest により S,G2/M 細胞が減少して
いることに起因していると考えられた。従っ
て、p53knockdown 下では G1 期 arrest はみら
れず、S,G2/M 期細胞が減少及び polyploidy
の減少も認められなかった。この際の細胞を
蛍光免疫染色により解析したところ、
p53knockdown 下では酸化ストレス曝露によ
り二核細胞が有意に増加していることがわ
かった。また、p53 /BubR1 をともに knockdown
すると S期の細胞が減少し、polyploidy も減
少することがわかりました。この結果と相関
して、p53 /BubR1 の doubleknockdown 下では
酸化ストレス曝露による二核細胞の増加も
見られませんでした。一方で、Mad2 について
は p53 と doubleknockdown し て も 、
polyploidy の減少は見られませんでした。  
以上の結果より、BubR1 は p53 欠損細胞にお
ける酸化ストレス曝露による polyploidy の
出現に寄与していることが示唆され、さらに
その現象はSAC機能を介していない可能性が
示唆されました。  
最後に胃癌臨床検体で検証を行った。p53 は
免疫染色陰性と陽性に分類し、BubR1 はその
染色強度から発現量を high と low に分類し
ました。既知の報告から免疫染色における
p53 陽性は、p53 の機能異常と判断されると
言われており、今回の検討では、p53 の機能
異常がBubR1の発現量と相関することがわか
りました。 
さらに、胃癌部臨床検体を Laser Scanning 
Cytometry を用いて DNA ploidy を解析し、
その結果と先程の p53及び BubR1 の発現を検
証しました。  
その結果、p53 陽性、つまり p53 の機能異常
かつBubR1が高い発現を示している検体ほど、
DNA aneuploidy を示すことがわかった。 
 
2) ストレス応答タンパク質 Mortalin と
genetic instability の検討：Mortalin は細
胞質に顆粒状に染まった。過去の報告通りに、
癌細胞に 75%以上染色されるものを陽性とし
た。Mortalin 陽性症例は 182 例中 137 例であ
った。陽性症例は深達度が深く(p=0.006)、
リンパ節転移陽性であり(p=0.016)、肝転移
も陽性症例に多かった(p=0.046)。また、陽
性症例は陰性症例に比べて予後不良であっ
た(p=0.035)。 
p53 はこれまでの報告どおりに、核に染まる



ものを発現異常例とした。10％以上染まるも
のを発現異常とした。発現異常症例は 182 例
中 114 例であった。臨床病理学的因子との検
討では、深達度が深く(p=0.008)、リンパ節
転移陽性であり(p=0.017)、肝転移も陽性症
例に多かった(p=0.009)。また、静脈侵襲が
高度である v3 症例に p53 発現異常症例が有
意に多く見られた(p=0.019)。p53 発現異常症
例は正常症例に比べると予後が不良であっ
た(p=0.042)。 
Mortalin は正常 p53 と結合し、これを細胞質
内にとどめ、p53 の機能を阻害すると報告さ
れている。このため、p53 正常発現症例すな
わち、genetic instability が起こっていな
い 68 例について検討した。Mortalin 陽性例
では深達度が深く(p=0.02)、リンパ節転移陽
性であり(p=0.037)、肝転移も陽性症例に多
かった(p=0.042)。また、Mortalin 陽性例で
は予後不良であった(p=0.013)。独立予後因
子でもあった。 
 
細胞を用いた実験から酸化ストレスは p53 
signal pathway の活性化及び BubR1/MAD2 の
発現量の減少させていた。またこの BubR1 と
Mad2 の発現減少は p53 に依存していた。  
酸化ストレス曝露下のp53欠損細胞において、
BubR1 knockdown は、polyploid 細胞の出現
を有意に減少させることがわかった。  
さらに胃癌部臨床検体において、p53 の機能
異常が BubR1 の発現量に相関すること、そし
て、p53 の機能異常と BubR1 の高発現が、DNA 
aneuploidy と相関することが判明した。  
p53 が正常に機能している状態では、酸化ス
トレス曝露による polyploidy の出現は p53
依存性の BubR1/Mad2 の発現減少によって阻
止されるが、p53 が機能しない場合、
BubR1/Mad2 の発現が抑制されず、蓄積するこ
とで二核細胞及び polyploidy の出現が増加
する。その結果、染色体の missegregation や
DNA aneuploidyを引き起こすきっかけとなり、
癌の進行に寄与している可能性が考えられ
た。そして、今回の実験から BubR1 の発現抑
制が、p53 機能異常下における酸化ストレス
が誘導する二核細胞及び polyploidy の出現
増加を防ぐ可能性があることが示唆された。
つまり、BubR1 は p53 機能異常かつ酸化スト
レスによって誘導される DNA aneuploidy を
伴った癌の進行を抑制するターゲット因子
になりうると考えられた。 
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