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研究成果の概要（和文）：胃・大腸癌スフェロイドを形成した状態で発現上昇している遺伝子としてQPRT、
CST2、ANKRD45、ZWINT、FAM111Bを同定した。外科的に切除された大腸癌を材料にZWINTとFAM111Bの発現を免疫
染色で検討した結果、ZWINTは52%、FAM111Bは45%の症例で陽性であった。蛍光二重免疫染色で解析した結果、幹
細胞マーカーであるKIFC1陽性腫瘍細胞はZWINTも陽性である傾向にあった。KIFC1陽性腫瘍細胞はFAM111Bも陽性
である傾向にあった。以上の結果から、ZWINT、FAM111B遺伝子はいずれも癌幹細胞に重要な役割を担っている可
能性が高く、新規治療標的となりえる。

研究成果の概要（英文）：Spheroid colony formation is a useful method of cancer stem cell 
characterization. We found that QPRT、CST2、ANKRD45、ZWINT、FAM111B gene is up-regulated in spheroid
 body-forming cancer cells compared with parental cells. We investigated ZWINT expression in 
colorectal cancer. Immunohistochemical analysis demonstrated that 61 (47%) of 129 colorectal cancer 
cases were positive for ZWINT and ZWINT expression was significantly correlated with KIFC1 
expression. ZWINT-positive cases exhibited significantly worse overall survival. KIFC1 
siRNA-transfected cells showed reduced ZWINT expression while ZWINT siRNA-transfected cells 
decreased cell proliferation. Both KIFC1 and ZWINT knockdown cells attenuated spheroid formation 
ability. This study provides new insights into KIFC1 regulating ZWINT in colorectal cancer 
progression and its potential as a therapeutic target.

研究分野：分子病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ZWINTは47%の大腸癌で高発現しおり、高発現例は有意に予後不良であったことから、大腸癌の予後予測マーカー
として有用である。さらにZWINTは癌幹細胞のマーカーであるKIFC1陽性細胞において発現していたことから、幹
細胞において重要な役割を果たしている可能性もあり、治療標的としても期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
消化管癌は悪性腫瘍の中で最も頻度が高く、この克服は現代社会の最大の課題である。進行胃癌
に対するさまざまな治療薬が開発されており一定の効果をあげている。増殖因子受容体である
HER2 の抗体薬であるハーセプチンは進行胃癌に有効性が認められているものの、HER2 陽性
症例の大部分は高分化腺癌であり、低分化腺癌には使用できない場合が多い。その他の増殖因子
受容体である MET や EGFR を標的とした抗体薬も開発されているが、進行胃癌に対する治療
効果は低いことが報告されている。従って進行胃癌、特に低分化腺癌の治療開発の目処は全くた
っておらず、新規治療標的の同定が急務となっている。次世代シーケンサーの登場により、各種
臓器癌の遺伝子変異を短時間で検出できるようになったものの、早期診断マーカー・有効な治療
法は開発されていない。次世代シーケンサーの登場によりさまざまなドライバー遺伝子が発見
され、病態解明および新規治療法の開発が期待されている。TP53遺伝子変異は古くから解析さ
れているが、低分化腺癌、スキルス胃癌において見出された RHOAや CDH1の変異が発癌過程
にどのように関わっているのかほとんど分かっていない。さらに RHOA や CDH1 は癌抑制遺
伝子であり、これらの機能を回復する抗体薬の作成は困難であり、現時点で治療標的にはならな
い。 
 
２．研究の目的 
正常胃粘膜細胞に RHOA や CDH1 の変異がおきた場合、これらの変異により正常細胞の遺伝
子発現がどのように変化し発癌に至るのかを明らかにする必要がある。さらに RHOAや CDH1
の変異により誘導される遺伝子のうち、細胞表面分子をコードするものは診断マーカー・治療標
的として期待される。そこで本研究の目的は RHOA および CDH1 の変異により正常胃粘膜細
胞において特異的に誘導される遺伝子を同定し、胃癌の病態解明を通して新規診断マーカー・治
療開発に資することである。 
 
３．研究の方法 
（１）胃癌細胞株におけるドライバー遺伝子変異により誘導される遺伝子の同定 
本研究では、RHOA および CDH1 の変異を CRISPER-Cas9 システムを用いて導入する。はじめに胃
癌細胞株である MKN-45、MKN-74 に使用し、システムが適切に作用することを確認する。RHOA の
変異は胃癌に高頻度である G17E を、CDH1 の変異は胃癌に高頻度である I250N を用いる。変異導
入後、RHOA については GTP-RHOA の Western blot を用いて RHOA 活性を測定し、抑制されること
を確認する。CDH1 については遺伝子産物である E-cadherin の免疫染色を行い細胞表面に発現し
ないことを確認する。うまく作用しない場合は、別の変異部位を導入する CRISPER-Cas9 システ
ムを構築し同様に確認する。RHOA および CDH1 の変異導入後、GeneChip を用いて CDH1 および
RHOA の変異株、親株の網羅的遺伝子発現解析を行い、これらの遺伝子発現プロファイルを比較
する。 
 
（２）正常胃粘膜オルガノイドにおけるドライバー遺伝子変異により誘導される遺伝子の同定 
外科的に切除された胃癌の非癌部胃粘膜を材料にオルガノイドを作成する。オルガノイドの作
成方法の詳細は省略するが、Sakamoto N, Yasui W, et al: BRAFV600E cooperates with CDX2 
inactivation to promote serrated colorectal tumorigenesis. Elife, 2017 に記載されてい
る方法で行う。非癌部胃粘膜のオルガノイドを材料に、RHOA および CDH1 の変異を CRISPER-Cas9
システムを用いて導入し、GeneChip を用いて網羅的遺伝子発現解析を行う。胃癌細胞株のデー
タと合わせて CDH1 変異株、RHOA 変異株で発現が上昇している遺伝子のリストを作成し、文献検
索を行い細胞表面に局在する蛋白質をコードする遺伝子を抽出する。さらに同定した RHOA、CDH1
変異株において発現が上昇していた細胞表面蛋白質の免疫染色を行い、RHOA、CDH1 変異株のオ
ルガノイドにおいてどのような細胞が染色されてくるのかを解析し、HE染色（ヘマトキシリン・
エオジン染色）上で形態学的特徴を明らかにする。 
 
（３）胃癌における同定した遺伝子の発現解析・機能解析 
外科的に切除された胃癌組織のパラフィン切片を材料に、RHOA、CDH1 変異株において発現が上
昇していた細胞表面蛋白質の免疫染色を行う。さらにパラフィン切片を材料に RHOA、CDH1 の変
異の有無を解析する。RHOA、CDH1 は低分化腺癌のドライバー変異であるが、高分化腺癌も合わ
せて解析し、組織型、臨床病理的因子、予後との関連を解析する。また、RHOA、CDH1 変異株にお
いて発現が上昇していた細胞表面蛋白質は前癌性病変でも発現している可能性があり、癌部で
染色された症例では非癌部についても広範に免疫染色を行う。陽性像があれば RHOA、CDH1 の変
異を解析し、免疫染色像との関連を解析する。RHOA、CDH1 変異株において発現が上昇していた
細胞表面蛋白質について、胃癌細胞株を材料に RNAi を用いてノックダウンし、細胞増殖能を MTT
アッセイで、浸潤能を Invasion アッセイで解析する。 
 



４．研究成果 
（１）胃癌細胞株を材料にスフェロイドを作成し、胃癌の癌幹細胞関連遺伝子の同定を行った。
スフェロイドは幹細胞を含むことが知られており、幹細胞の研究にしばしば用いられる。細胞が
接着した状態と比較し、スフェロイドを形成した状態では、QPRT、CST2、ANKRD45 遺伝子が特に
発現が上昇していた。胃癌組織を材料に定量的 RT-PCR で遺伝子発現を測定した結果、QPRT は
80%、CST2 は 40%、ANKRD45 は 20%の胃癌組織で高発現していた。QPRT 遺伝子は、quinolinate 
phosphoribosyltransferase をコードする遺伝子であり、トリプトファンからの NAD の合成に関
わる分子である。癌における文献を検索すると、甲状腺濾胞腺腫と癌との鑑別に有効であったと
の報告があるが、消化管癌を含むその他の悪性腫瘍における報告は認められない。そこで胃癌組
織を材料に QPRT の発現を免疫染色で解析したところ、138 例中 47 例（34%）の症例で陽性像を
認めた。臨床病理学的遺伝子との関連を解析した結果、QPRT 陽性例は有意に深達度が深く、遠
隔転移例が多く、またステージも進行していた。予後との関連を解析したが予後との関連はなか
った。以上の結果から、QPRT 遺伝子は胃癌の癌幹細胞に重要な役割を担っている可能性があり、
今後は胃癌の癌幹細胞における機能解析を行う。 
 
（２）胃癌細胞株を材料にスフェロイドを作成し、胃癌の癌幹細胞関連遺伝子の同定を行った。
スフェロイドは幹細胞を含むことが知られており、幹細胞の研究にしばしば用いられる。細胞が
接着した状態と比較し、スフェロイドを形成した状態で発現が低下していた遺伝子として ZWINT、
FAM111B を同定した。外科的に切除された大腸癌 129 例を材料に ZWINT と FAM111B の発現を免疫
染色で検討した。その結果、ZWINT、FAM111B いずれも非腫瘍部ではほとんど染色されなかった
が、腫瘍部では明瞭な染色像を認めた。ZWINT は 52%、FAM111B は 45%の症例で陽性であった。
ZWINT、FAM111B とも臨床病理学的な因子との統計学的な関連は認めなかった。KIFC1 の発現も免
疫染色で解析したところ、KIFC1 陽性例は有意に ZWINT 陽性であった。さらに蛍光二重免疫染色
で解析した結果、KIFC1 陽性腫瘍細胞は ZWINT も陽性である傾向にあった。FAM111B についても
同様に、KIFC1 陽性例は有意に陽性であり、蛍光二重免疫染色において KIFC1 陽性腫瘍細胞は
FAM111B も陽性である傾向にあった。以上の結果から、ZWINT、FAM111B 遺伝子はいずれも癌幹細
胞に重要な役割を担っている可能性が高く、遺伝子の機能解析に向けて準備を進めている。 
 
（３）癌幹細胞の特徴の一つに薬剤耐性が知られている。化学療法を行っても薬剤抵抗性のある
癌幹細胞は生存し、再発の原因となることが想定されている。本年度は胃癌における薬剤耐性に
ついて解析を行った。Endothelial cell-specific molecule-1 (ESM-1)遺伝子は多様な機能を
有する遺伝子である。予後予測の困難である Stage II/III の外科的に切除された胃癌 253 例を
材料に EMS-1 の発現をリアルタイム RT-PCR（qRT-PCR）で測定した。その結果、S-1 をベースと
した術後補助化学療法を施行された症例では、高 EMS-1 症例は有意に予後不良であったのに対
し、術後補助化学療法を施行されなかった症例では、EMS-1 の発現と予後との間に統計的な関連
は認めなかった。Gliomaassociatedoncogene 1（GLI1）は多様な機能を有する転写因子である。
様々な癌において GLI1 の異常が報告されているが、胃癌の薬剤耐性との関連については解析さ
れていない。そこで外科的に切除された Stage II/III の胃癌で、S1ベースの補助化学療法が施
行された 142 例の胃癌を材料に GLI1 の発現を qRT-PCR で解析した。その結果、高 GLI 症例は低
GLI 症例と比較し有意に予後不良であった。以上から、ESM-1 および GLI1 は胃癌幹細胞の薬剤耐
性に重要な役割を担っているものと考えられた。 
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