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研究成果の概要（和文）：胃癌腹膜播種の癌細胞周囲に癌間質細胞を伴っており、多くが骨髄由来細胞であるこ
とを見出した。また、C57BL/6マウス可移植性胃癌細胞株を樹立した。これを用いて、マウス胃癌腹膜播種モデ
ルを作成した。骨髄由来間葉系幹細胞にヨードトランスポーターをトランスフェクションし、NIS発現骨髄由来
間葉系幹細胞の作成が完了した。
　樹立したマウス可移植胃癌細胞株においてCRISPR/CAS9を用い、遺伝子をノックダウンできることを確認し、
骨髄由来間
葉系幹細胞を癌周囲により集積させられる可能性を検討した。また、GFP発現骨髄由来間葉系幹細胞を作成し、
効率的に癌周囲に骨髄由来間葉系幹細胞が集積する方法を見出した。

研究成果の概要（英文）：We established mouse gastric cancer cell lines that can be transplanted into
 C57BL/6 mice, and found that cancer associated fibroblast is of bone marrow origin. Gastric cancer 
peritoneal dissemination model was established with these cell lines. NIS was transfected into bone 
marrow derived mesenchymal stem cells (BMDC) that were already transfected with SV40T large antigen,
 and NIS expressing BMDC was established.
 CRISPR/CAS9 system was confirmed to use for gene knock-down for the gastric cancer cell lines, and 
the methods for gathering BMDC around the peritoneal disseminated cancer cells were analyzed. And 
GFP expressing BMDC was used and the way to gather BMDC efficiently around peritoneal disseminated 
gastric cancer cells were established.

研究分野：消化器癌治療
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１．研究開始当初の背景 
胃癌腹膜播種は患者の QOL を著しく低下さ
せるとともに、治癒困難、手術も不能は胃癌
の転移形式である。これに対する有効な治療
法はいまだ開発は不十分である。昨今、腹腔
内に直接抗がん剤を注入する治療法が行われ
ているが、全身化学療法と比し、生命予後を
大きく改善するということはない。このため、
胃癌腹膜播種に対する、新たな治療法を開発
することは、胃癌の多い我が国にとって喫緊
の課題である。 
	 胃癌腹膜播種治療法が開発困難な理由の一
つとして、免疫力を有するマウスの胃癌腹膜
播種モデルが存在しないことが挙げられる。
現存する胃癌腹膜播種モデルマウスは免疫不
全状態にあるヌードマウスにヒト胃癌細胞株
を腹腔内注射するというものである。このモ
デルでは、昨今の免疫治療などの研究には応
用できない。また、今回の研究で目している、
放射線治療においても、放射線によって腫瘍
が崩壊した際には、その免疫原性から腫瘍免
疫が惹起され、免疫不全マウスによる実験と
は異なる結果が得られるはずであるが、その
モデルは存在しなかった。 
	 一方、放射性ヨードによる腫瘍内照射療法
という治療法が、甲状腺癌においてはすでに
臨床応用されていることが知られている。こ
れは、甲状腺癌のヨードを細胞内に取り込む、
という元来の性質を利用した治療法である。
胃癌においては、元来、ヨードを細胞内に取
り込む性質はないが、癌細胞周囲に Cancer 
Associated Fibroblast (CAF)という間質を伴
うことが知られている。悪性度の高い胃癌と
して知られているスキルス胃癌においては、
この CAFの顕著な集簇が観察される。 
 
２．研究の目的 
最初の目的は、胃癌腹膜播種治療実験が可能
なマウス胃癌による免疫を有するマウス腹膜
播種モデルを作成することであった。 
	 さらに、この周囲に形成される CAFの起源
を同定し、その元となる細胞にヨードトラン
スポーターを発現させることである。 
	 さらに、外から投与したヨードトランスポ
ーター発現 Fibroblast が腹膜播種周囲に
CAF として存在するようにすることを検討
した。 
 
３．研究の方法 
p53 ヘテロノックアウトマウス(C57BL/6 バッ
クグラウンド)と C57BL/6 マウスに Methyl	
Nitroso	Urea	(MNU)	30	ppm を飲用水に混入
し、９週間、隔週投与した。１年後にマウスを
安楽死し、胃癌を取り出し、培養を行った。	
	 培養可能であった胃癌細胞を C57BL/6 マウ
スの皮下に移植し、腫瘍が形成されるかを観
察した。形成された腫瘍を摘出し、さらに、培
養、サブクローニングを行った。	
	 サブクローンされた細胞株を C57BL/6 マウ
スの皮下、または腹腔内に投与し、腫瘍が形

成される率、皮下に腫瘍ができた場合の転移
率をクローンごとに比較検討した。	
	
	
腹膜播種を形成した YTN16	
	 さらに、クローンごとの発現遺伝子をマイ
クロアレイにて観察し、悪性度の高いクロー
ンで発現が更新している遺伝子である FGFR4
に着目し、これを CRISPR/Cas9 にてフレーム
シフトを起こさせ、機能的な FGFR4 が発現し
ないようにした場合の腫瘍の生着、生育を観
察 し た 。

	
	 さらに、クローンごとの発現遺伝子をマイ
クロアレイにて観察し、悪性度の高いクロー
ンで発現が更新している遺伝子である FGFR4
に着目し、これを CRISPR/Cas9 にてフレーム
シフトを起こさせ、機能的な FGFR4 が発現し
ないようにした場合の腫瘍の生着、生育を観
察した。	
	 さらに、FGFR4 のインヒビターBLU9931 を用
い、同様のことが観察されるかを検討した。	
	 GFP マウスの骨髄を移植した C57BL/6 マウ
スに腹膜播種モデルを作成し、骨髄由来細胞
が CAF となっているかを観察した。	
	 C57BL/6 マウス骨髄間葉系幹細胞に SV40-T	
antigen を導入し、不死化したものに、ヨード
トランスポーター(NIS)をトランスフェクシ
ョンし、強制発現させた。これを上記にて作
成したマウス胃癌腹膜播種モデルに経静脈的、
または、腹腔内に投与して、CAF となりうるか
を観察した。	
	
4. 研究成果	
C57BL/6 マウス可移植マウス胃癌細胞株 YTN2,	
YTN3.	YTN5,	YTN16 を樹立することができた。	
これらは、C57BL/6 マウスへの腫瘍形成能、皮
下腫瘍の転移能に下記の表のごとく差があっ
た。	
	

Table	1		Tumorigenicity	and	Metastasis	

	 	 	 	 	 		

	
Cell	
Line	

Tumori-
genicity	
in	mouse	
(%)	

	 	
Metastasis	a	 	 	

Peritoneum	

	 	

Lung	
Lymph-
node	

	 	

	
(YTN	
2)	

7/7	
(100)	 	

5/7	
(87.8
±
65.1)	 2/7	 	2/5	

	
(YTN	
3)	

3/8	
(37.5)	 	

2/3	
(20.0
±
25.5)	 0/3	 	1/5	



	
(YTN	
5)	

11/11	
(100)	 	

9/11	
(27.8
±
29.2)	 3/11	 	5/5	

	
(YTN	
16)	

8/8	
(100)	 	

7/8		
(41.9
±
48.6)	 3/8	 	5/5	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 		 	

a	 :	 Tumorigenicity	 and	
spontaneous	 metastasis	
of	the	s.c.	injection	of		
5	x	106	cells	 	 		

これら細胞株の中では、YTN5 と YTN16 の悪性
度が高いものと思われた。	
マイクロアレイの結果以下のように、FGFR4の
発現が YTN5,	YTN16 で YTN2,	YTN3 よりも高い
ことがわかった。	

GeneS
ymbol 

YTN16
/YTN2 

YTN5
/YTN
2 

YTN1
6/YTN
3 

YTN5
/YTN
3 

  

Fgfr4 
121.11
25541 

184.7
38816
7 

9.8800
47087 

15.07
05120
7 

  

このため、YTN16 の FGFR4 をノックダウンし
た結果、YTN2,	YTN3 と同様に悪性度が低下す
ることがわかった。	
	 また、FGFR4 のインヒビターである BLU9931
をマウスに投与したところ、やはり、皮下に
移植した YTN16 も腹腔内投与した YTN16 もそ
の成長が抑制されることがわかった。	
	 次に、GFP マウス由来骨髄細胞を C57BL/6 マ
ウスに移植し、このマウスに YTN16 を腹腔内
投与し、腹膜播種を作成したところ、CAF には
大量に GFP 陽性細胞が認められ、CAF の多く
は骨髄由来細胞であることがわかった。GFPマ
ウス由来骨髄間葉系幹細胞を腹膜播種モデル
に投与したところ、静脈投与よりも腹腔内投
与にて CAF の多くに取り込まれることがわか
った。	
	 SV40T にて不死化した C57BL/6 マウス由来
骨髄間葉系幹細胞にヒトヨードトランスポー
ターNIS をトランスフェクションし、強制発
現する細胞を形成することができた。これを
腹膜播種モデルの腹腔内に投与し、放射性ヨ
ードを投与することにより、内照射療法が可
能になるものと思っている。	
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