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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、胃癌の癌幹細胞を同定することである。胃癌細胞のスフェロイドではモノ
レイヤーで培養した場合と比較し、KIFC1、KIF11、IQGAP3の発現が亢進していた。KIFC1は高分化腺癌、KIF11は腸型形
質の胃癌、IQGAP3は胃型形質の胃癌において特に高発現していた。これらをノックダウンするとスフェロイド形成が阻
害されたことから、胃癌の癌幹細胞の形成に重要であることが示唆された。一方、食道扁平上皮癌においては放射線化
学療法後の腫瘍細胞にポドプラニンが染色され、癌幹細胞のマーカーになる可能性がある。今後はKIFC1、KIF11の阻害
剤の効果を検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to identify the gastric cancer stem cell. We found that 
KIFC1, KIF11, and IQGAP3 were expressed more than two-fold higher in spheroid body-forming cells than in 
parental cells by microarray analysis. Both the number and size of spheres from gastric cancer cells were 
significantly reduced upon KIFC1, KIF11, and IQGAP3 siRNA-transfection compared with negative control 
siRNA-transfection. Immunohistochemical analysis demonstrated that these molecules were overexpressed in 
gastric cancer. Gastric cancer cases positive for KIFC1 were found more frequently in intestinal type 
cases. Gastric cancer cases positive for KIF11 were found more frequently in intestinal mucin cases, and 
those positive for IQGAP3 were found more frequently in gastric mucin cases. In esophageal squamous cell 
carcinoma, podoplanin was expressed in chemo-radiation therapy-resistant cells. Our results showed that 
KIFC1, KIF11, and IQGAP3 likely plays an important role in cancer stem cell.

研究分野：分子病理学

キーワード： 病理学　胃癌　癌幹細胞　KIF　IQGAP3
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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 SAGE法で解析、多
くの癌特異的遺伝子を同定し、血清マーカー、
組織マーカーとしての有用性を報告してき
た。分泌分子 Reg IVは腸型の粘液形質を有
する胃癌（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。一方、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
での解析によって、olfactomedin 4と Reg IV
とを組み合せれば、50%以上の胃癌を検出で
きる高感受性マーカーであることを示した。
CAST法による膜蛋白質の解析では、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・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、再発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
性遺伝子の発現と、自己複製能等の特徴を持
つ。即ち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考えられている。
癌幹細胞のマーカーを発現している症例は
予後不良とされているが、組織学的にどのよ
うな細胞が癌幹細胞なのか実態は全く分か
っていない。正常組織においては幹細胞の同
定はある程度進んでおり、特に Drosophila
においては基底膜に接着している、腸管内腔
にほとんど面していない細胞が幹細胞の性
質を有していることが報告されている。この
細胞は基底膜接着幹細胞と呼ばれ、非対称性
分裂により基底膜に接着していない前駆細
胞に分裂し、分化した腸上皮細胞に分裂する
というモデルが提唱されている。また、基底
膜接着幹細胞は全周性にインテグリンを発
現しており極性が消失していることも報告
されている。申請者の前年度までの研究で、
高分化型の胃癌ではこのような基底膜接着
幹細胞様の腫瘍細胞は癌幹細胞のマーカー
である CD133 が陽性であることを見出して
おり、癌幹細胞と正常組織の幹細胞は組織学
的に類似していると考えている。さらにこれ
までの解析で、胃型形質を有する胃癌細胞株
である TMK-1 では、幹細胞の性格を有する
side-population 細胞においてインテグリン
α2 が高発現していることも明らかにしてお
り、このような観点からも癌幹細胞と正常幹
細胞はある程度共通した性質を有している
と考えられる。実際のヒト胃癌組織において
組織学的な観点から癌幹細胞と見なされる
細胞を同定し、胃型・腸型形質を発現する分

化過程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り、研究が発展すれば治
療戦略の構築、治療効果の判定・予測に貢献
できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、胃癌における基底膜接着
幹細胞に類似した細胞の組織学的な特徴を
明らかにし、胃癌の癌幹細胞を同定すること
である。はじめに基底膜が保たれている非浸
潤性の高分化腺癌を材料に解析を行う。胃型
形質と腸型形質の胃癌で幹細胞の性質が異
なる可能性もあるため、胃型・腸型形質に分
類し解析を行う。非癌部胃粘膜および小腸・
大腸組織もあわせて解析を行う。次に既存の
癌幹細胞マーカーである CD133、CD44、
ALDH1 が同一の細胞に局在するか否かを検
討し、組織形態学的な観点からも基底膜接着
幹細胞様細胞と判定される細胞において、細
胞全周性に発現するインテグリンを同定す
る。anaphase の癌細胞に着目し、非対称性
分裂時の基底膜接着幹細胞様細胞において、
胃型・腸型形質がどのように変化するのかを
検討する。基底膜接着幹細胞様細胞の性質が
明らかになれば、基底膜を有しない浸潤性の
腫瘍についても解析を行う。 
 これらの解析と並行し、胃癌細胞株を材料
に様々なインテグリンの発現、局在を免疫染
色で検討するとともに、分布、形態学的特徴
を明らかにする。セルソーターを用いてイン
テグリン陽性細胞を分離し、細胞全周性に発
現するインテグリンの種類を同定する。さら
にインテグリンが全周性に発現する細胞を
セルソーターで分離し、幹細胞の性格の有無
について解析する。すなわち、スフェロイド
形成能、マウスの皮下に移植した場合の造腫
瘍能、自己複製能を評価する。蛍光ラベルさ
れたBrdU取込みによる非対称性分裂の解析
を行い、胃型・腸型形質発現の変化を解析し、
幹細胞としての性質の有無について検討す
る。さらに side-population 細胞との違いを
明らかにするため、GeneChip を用いて遺伝
子発現プロファイルを作成し、インテグリン
が全周性に発現している細胞に特異的なマ
ーカーを同定する。このような方法により、
より幹細胞に特異性の高いマーカーを同定
することができる。マーカー同定後は胃癌組
織を材料に基底膜接着幹細胞様細胞におけ
る発現を検討する。 
 上記解析に加え、癌幹細胞より構成される
スフェロイドにも注目し、スフェロイド形成
に関連する遺伝子の同定も行う。 
 
３．研究の方法 
 胃癌組織を材料にインテグリンの免疫染
色を施行し、基底膜接着幹細胞様の細胞にお
いて全周性に染色されるインテグリンの種
類を同定する。胃型・腸型マーカーとの蛍光
二重免疫染色を行い、基底膜接着幹細胞様細
胞と前駆細胞で胃型・腸型マーカーがどのよ



うに変化しているのかを解析する。 
 胃癌細胞株を材料にセルソーターでイン
テグリン陽性細胞を分離し、幹細胞の性質の
有無を検討するとともに、GeneChip を用いて
特異的マーカーを同定する。 
 胃癌細胞株を材料にモノレイヤーの状態
で培養したものと、スフェロイドを形成させ
た状態で培養したものから mRNA を抽出し、
GeneChip を用いて網羅的遺伝子発現解析を
行い、これらを比較し幹細胞が含まれている
スフェロイドを形成させた状態で培養した
もので発現が上昇している遺伝子を抽出し、
胃癌組織における発現および分布を免疫染
色で解析する。さらに siRNA でノックダウン
し、スフェロイドの大きさ、数の変化につい
て解析する。 
 
４．研究成果 
 平成 25 年度では、幹細胞の局在が明らか
となっている食道扁平上皮を材料に、幹細胞
マーカーの一つであるポドプラニンの解析
を行った。外科的に切除された食道扁平上皮
癌 85 例を材料にポロドプラニンの発現を免
疫染色で検討したところ、食道非腫瘍部では
幹細胞が存在すると予想されている
papillary basal cell に染色された。一方、
腫瘍部においては主に3パターンに分類され
た。すなわち、腫瘍胞巣の辺縁に染色される
パターン（31%）、腫瘍胞巣全体に染色される
パターン（19%）、全く染色されないパターン
（51%）である。臨床病理学的因子との関連
を解析した結果、ポドプラニンが腫瘍胞巣全
体に染色される症例はそれ以外の症例と比
較し有意にステージが進行しており、さらに
予後不良であった。放射線化学療法が施行さ
れた症例についてもポドプラニンの発現を
免疫染色で検討した結果、腫瘍胞巣全体に染
色されるパターン、全く染色されないパター
ンのみが認められ、腫瘍胞巣の辺縁に染色さ
れるパターンは認められなかった。幹細胞は
放射線化学療法に対し抵抗性を示すことか
ら、ポドプラニンが腫瘍胞巣全体に染色され
るパターンにおいてはポドプラニン陽性細
胞が幹細胞と考えられ、腫瘍胞巣の辺縁に染
色されるパターンではポドプラニン陽性細
胞は幹細胞ではないと考えられた。ポドプラ
ニンは転写因子である SIX1 によって発現が
誘導されたことから、今後は SIX1 陽性の細
胞が幹細胞にどのように関わるのかを検討
する予定である（論文投稿中）。 
 平成 26 年度からは、癌幹細胞により構成
されるスフェロイドにおいて高発現する遺
伝子の同定を行った。胃癌細胞株 MKN-45、
MKN-74 を材料に、モノレイヤーの状態で培養
したものと、スフェロイドを形成させた状態
で培養したものからmRNAを抽出し、GeneChip
を用いて網羅的遺伝子発現解析を行った。
MKN-45、MKN-74 いずれにおいてもスフェロイ
ドにおいて発現が亢進していた遺伝子は KIF
遺伝子ファミリーであった（図 1）。KIF 遺伝 

図 1 スフェロイド形成により発現が亢進し
ている遺伝子 
 
子はモーター蛋白質として染色体の分配に
関わっているが胃癌における発現異常につ
いては解析されていない。平成 26 年度は利
用可能な抗体があるKIFC1について解析を行
った。外科的に切除された胃癌 166 例を材料
に KIFC1 の発現を免疫染色で解析した結果、
KIFC1 は非腫瘍部胃粘膜ではほとんど染色さ
れなかったのに対し、胃癌組織では多くの腫
瘍細胞の核に染色された。合計で 59 例（36%）
の症例で陽性例を認め、臨床病理学的因子と
の関連を解析した結果、KIFC1 陽性例は有意
に高分化腺癌が多く、予後不良であった。次
に MKN-74 を材料に KIFC1 の発現を siRNA で
ノックダウンし、スフェロイド形成能につい
て検討した結果、ノックダウンした細胞では
スフェロイドの数、大きさ、いずれもが低下
した。以上の結果から、KIFC1 は高分化腺癌
の発生に関わっていると考えられ、予後予測
に有用なマーカーであることが示唆された。 
 平成 27 年度では、スフェロイドにおいて
高発現している遺伝子であるKIF11とIQGAP3
に注目し解析を進めた。外科的に切除された
胃癌 166例を材料に KIF11 の発現を免疫染色
で解析した結果、KIF11 は非腫瘍部胃粘膜で
はほとんど染色されなかったのに対し、胃癌
組織では多くの腫瘍細胞の核に染色された。
合計で 119 例（72%）の症例で陽性例を認め、
臨床病理学的因子との関連を解析した結果、
KIF11 陽性例は有意に腸型形質の胃癌を高頻
度に認めた。次に MKN-74 を材料に KIF11 の
発現を siRNA でノックダウンし、スフェロイ
ド形成能について検討した。その結果、ノッ
クダウンした細胞ではスフェロイドの数、大
きさ、いずれもが低下した。以上の結果から、
KIF11 は腸型形質の胃癌の発生に関わってい
ると考えられた。 
 IQGAP3は膜貫通蛋白質でErkのリン酸化に
関わっている。小腸の幹細胞の維持に関わっ
ていることが想定されているが、胃癌におけ
る IQGAP3 の発現解析は報告がなく、免疫染
色で解析した。外科的に切除された胃癌 165
例を材料に IQGAP3 の発現を免疫染色で解析
した結果、IQGAP3 は非腫瘍部胃粘膜では腺窩
上皮に弱く染色されるのみであったが、胃癌

 



組織では腫瘍細胞の細胞膜に強い発現を認
めた。合計で 34 例（26%）の症例で陽性例を
認め、臨床病理学的因子との関連を解析した
結果、IQGAP3 陽性例は有意に胃型形質の胃癌
であり、予後不良であった。次に MKN-74 を
材料に IQGAP3 の発現を siRNA でノックダウ
ンし、スフェロイド形成能について検討した。
その結果、ノックダウンした細胞ではスフェ
ロイドの数、大きさ、いずれもが低下した。
また Erk のリン酸化も低下した。以上の結果
から、IQGAP3 は胃型形質の胃癌の発生に関わ
っていると考えられた。 
 尚、KIF11、IQGAP3 いずれも基底膜接着幹
細胞様細胞において発現を認めたものの、そ
れ以外の細胞でも発現を認め、幹細胞特異的
なマーカーと断定するには至らなかった。 
 研究期間全体を通じ、胃癌においては幹細
胞形成にKIF遺伝子群が重要であることが明
らかとなった。原因はなお不明であるが、KIF
遺伝子群は正常細胞では阻害しても生存で
きることが知られており、癌特異的な治療標
的になることが期待されている。今後は
KIFC1、KIF11 の阻害剤の効果を検討する予定
である。また IQGAP3 は細胞表面蛋白質であ
り、IQGAP3 に対する抗体を用いれば IQGAP3
陽性細胞のみを分離可能である。今後は
IQGAP3 陽性細胞の生物学を検討する予定で
ある。 
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