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研究成果の概要（和文）：CD44v9-MKN28はCD44s-MKN28と比し有意に5-FU耐性を示した。Sulfasalazine投与でCD44v9-M
KN28でも5-FUでROSが増えGSHが減少した。Hp曝露でCD44v9-MKN28の浸潤能は有意に亢進した。CD44v9-NCI-N87はtrastu
zumab耐性を示し、GSH濃度とMnSOD量が上昇した。XenograftのCD44s-MKN28腫瘍は5-FUで縮小したがCD44v9-MKN28は縮
小しなかった。5-FU+sulfasalazineではCD44v9-MKN28腫瘍は有意に縮小した。CD44v9-MKN28腫瘍はHp群で有意に増大し
た。

研究成果の概要（英文）：1)CD44v9-MKN28 cells were more resistant to 5-FU than CD44s-MKN28. With 
sulfasalazine, 5-FU enhanced ROS and reduced GSH even in CD44v9-MKN28, suggesting an importance of CD44v9 
for 5-FU resistance. 2)Hp exposure significantly enhanced migration of CD44v9-MKN28, indicating that CagA 
accumulation by autophagy inhibition would accelerate tumor infiltration. 3)Trastuzumab significantly 
enhanced intramitochondrial MnSOD with the increase of GSH in CD44v9-NCI-N87 cells as compared to 
NCI-N87. 4)In xenografts, although 5-FU reduced tumor volume of CD44s-MKN28, no reduction of CD44v9-MKN28 
was shown. With sulfasalazine, 5-FU significantly reduced tumor volume of CD44v9-MKN28, possibly by 
inhibiting CD44v9-xCT system, suggesting of xCT as a potential target of CD44v9 (+) cancer stem-like 
cells. (5)Hp infection expanded xenograft tumor of MNK28-CD44v9 compared to non-infected MNK28-CD44v9 or 
infected MKN28-CD44s, suggesting the high proliferative activity under CagA accumulation.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
「がん幹細胞」は、自己複製能、多分化能
に加え、抗がん剤耐性や放射線耐性を持ち、
治療抵抗性、再発に関与するとされる。細胞
外マトリックス成分をリガンドとする接着
分子 CD44 は、固形がんでの「がん幹細胞」
マーカーとして知られてきたが、CD44が、が
ん幹細胞の機能において如何なる役割を担
っているかについては不明であった。最近、
連携研究者の佐谷は、CD44のスプライシング
バリアントアイソフォーム(CD44v9)が、細胞
膜においてシスチントランスポーターであ
る xCT(cystine transporter)と結合することでグ
ルタチオン(GSH)生成を促進し、がん細胞への
reactive oxygen species (ROS)の蓄積を抑制し
酸化ストレス抵抗性を高めることを明らか
にした(Cancer Cell 19:387, 2011; 図 1)。つまり、
CD44v 発現細胞では、アミノ酸の一種、シス
チンの取り込みが亢進し、GSH生成過程にお
ける律速段階となるシステイン反応が促進
され、細胞内 ROS消去能が高まると考えられ
る。さらに炎症性腸疾患の治療薬として知ら
れるスルファサラジンが xCTの機能を抑制し、
大腸がん細胞株(HCT116)移植マウスの腫瘍形
成を有意に抑制することも報告した。一方、
胃がんにおける重要な発がん因子といわれ
る H. pyloriの直接の発がん機序は、IV型分泌
装置による胃上皮細胞へ CagA 送達であると
の報告があるが (Nature 17:330, 2007; PNAS 
22:1003, 2008)、果たして CagAは上皮細胞内
での安定的に存在できるかが疑問であった。 
最近、研究代表者らは、細胞内移入 CagA
は、ROS 産生依存性 autophagy で分解され、
長期的に細胞内に存在できないこと、一方で
CD44v9 陽性細胞では、その ROS 抵抗性ゆえ
に autophagyが回避されCagAが安定化するこ
とを明らかにした（Cell Host Microbe 12:764, 
2012）。また、スルファサラジンにより、xCT
機能阻害と GSH増加抑制により、ROS抵抗性
は解除されCagAは autophagyで分解されるこ
とも示した。一方、研究代表者らは慶應義塾
大学医学部倫理委員会の承認(No.19-68)を得
た臨床試験「早期胃癌内視鏡治療、H. pylori
除 菌 後 胃 粘 膜 の サ ー ベ イ ラ ン ス 」
(UMIN000001057)にて、早期胃癌の内視鏡的
粘膜下層剥離術（ESD）実施例の切除検体に
おける腫瘍部 CD44v9 発現を免疫組織化学で
評価し、ESD 後の再発の有無を内視鏡的に追
跡した。65例中、再発は 13例に認め、CD44v9
陽性群では陰性群と比較し有意に異時性再
発が多かった（p <0.001, ハザード比 21.8、
95%CI 5.71-83.1）。このとき、切除腫瘍内の
CD44v9 発現細胞で p38 の活性化が抑制され
たことから酸化ストレス抵抗性が上昇して
いると考えられた。以上のように CD44v9 発
現は、胃がんの ROS抵抗性に寄与し、胃がん
の異所性再発にも関与することが考えられ
た。CD44v9の ROS抵抗性は、xCT機能により、
シスチン取り込みを亢進させ、GSHの構成ア
ミノ酸であるシステインを増加させて、細胞

内 GSH 量を増加させることに依存すると考
えられる。つまり、xCT機能は、CD44v9を発
現するがん幹細胞の酸化ストレス抵抗性、ひ
いては幹細胞性を規定する機能的マーカー
であると考えられる。一方で、進行胃がんの
場合、その悪性度は、遠隔転移のポテンシャ
ルに依存し、特に、脳転移、骨転移、肺転移
に至ると、比較的進行した状態での発見とな
ることが多く、その時点での治療手段は皆無
に等しいというのが現状であり、腫瘍進展の
フロントラインを可能な限り早期に、かつ鋭
敏に検出あるいは標的する方法の確立は急
務である。 
 
２．研究の目的 

CD44v9 は隣接するシスチントランスポー
ター(xCT)を安定化させることでシスチンの
細胞内取り込みを促進して細胞内 GSH を増
加させて酸化ストレス抵抗性を獲得する。
CD44v9 陽性細胞の多くは、「がん幹細胞」を
含み、また、ピロリ菌由来がんタンパク CagA
のオートファジー分解を回避させることで、
腫瘍原性を獲得する。本研究では、CD44v9
陽性胃がん幹細胞における、胃がんの主たる
化学療法薬S-1やHER2陽性胃がんの分子標的
薬 trastuzumabへの耐性機序（xCT依存性なの
か、非依存性なのか）を明確化し、それぞれ
の耐性解除を担える標的分子を探索する。さ
らに、CD44v9陽性胃がん幹細胞の特異的標識
法を開発し、同細胞を移植した免疫不全マウ
スの検討を行い、生体内分子機能イメージン
グの基盤を構築する。以上の基礎研究データ
を得た上で画像検査への応用の妥当性・有効
性を検証し、胃がん幹細胞追跡型診断法の開
発に向けた基盤構築を行う。 
 
３．研究の方法 

CD44v9 陽性細胞の代謝的性質を明確化し、
診断あるいは標的に応用する。特に、抗がん
剤耐性と CD44v9 発現、標識アミノ酸の集積
の関連を検討し、NOGマウスに胃がんを移植
した担がんマウス（背部皮下移植モデル）で、
移植腫瘍塊の評価とその代謝的解析を行い、
特に、グルタチオン(GSH)代謝や酸化ストレス
抵抗性との相関を検討する。 
(1) in vitroの検討 
① CD44 陰性胃癌中分化腺癌細胞 MKN28 に
CD44 variant 9 (CD44v9)、コントロールとして
の CD44sを強制発現させた CD44v9-MKN28細
胞、CD44s-MKN28 細胞を作製した。S-1 の検
討については、in vitro では、生体内で 5-FU
に代謝されて効果を発揮すると考えられる
ので、5-FUを添加する実験系を用いる。上記
細胞での 5-FU感受性と ROS生成、還元型 GSH
量を検討した。さらに GSH 増強薬である
NAC(N-acetylcysteine)や xCT 阻害物質である
sulfasalazine投与での変化も検討した。 
② MKN28 細胞、 CD44v9-MKN28 細胞、
CD44s-MKN28 細胞を CagA 陽性ピロリ菌に曝
露した Hp-MKN28細胞、Hp-CD44v9-MKN28細



胞、Hp-CD44s-MKN28 細胞を作製し、同細胞
系列でのROS生成とこれらの腫瘍細胞の浸潤
能を検討した。 
③ CD44v9発現 vectorを HER2陽性胃高分化
型腺癌細胞 NCI-N87 に形質転換した
CD44v9-NCI-N87細胞を作製した。これらの細
胞において trastuzumab 投与下での感受性、
酸化ストレスを検討した。 
(2) in vivoの検討 
① NOG マウス背部皮下に MKN28 細胞、
CD44v9-MKN28細胞、CD44s-MKN28細胞を皮
下注し、腫瘍塊形成後に溶媒、5-FUあるいは
5-FU＋sulfasalazineを腹腔内投与した3群に分
け、2週間後に腫瘍体積を測定した。 
② NOGマウス背部皮下に Hp-MKN28細胞、
Hp-CD44s-MKN28 細胞及び Hp-CD44v9-MKN28
細胞を皮下注し、3 週間後の腫瘍体積を測定
した。 
 
４．研究成果 
(1) in vitroの検討 
① NAC投与下で、MKN28の 5-FU感受性は有
意に抑制され、5-FU耐性に GSHが関与すると
考えられた。また、CD44v9-MKN28 細胞は、
MKN28細胞、CD44s-MKN28細胞と比べ有意に
5-FU耐性を示した。5-FU投与下で MKN28細
胞、CD44s-MKN28細胞では濃度依存的に細胞
内 ROS が誘導され GSH は減少したが
CD44v9-MKN28 細胞ではこれらの変化は抑制
された。一方、sulfasalazine 投与下では、
CD44v9-MKN28細胞でも、5-FUによる ROS誘
導、GSH減少を認め、CD44v9-xCT系による抗
酸化活性が 5-FU 耐性に寄与すると考えられ
た 。 CD44v9 発 現 によ る 5-FU 耐 性 と
sulfasalazineによるCD44v9-xCTシステム抑制、
5-FU耐性解除が示され xCT標的の有用性が確
認できた。 
② CagA 陽性 H. pylori(Hp)の有無で細胞周期
は両細胞間で有意差は認めなかったが、
CD44v9-MKN28 細胞では Hp 群で有意に遊走
能 が 上 昇 し た 。 CD44s-MKN28 細 胞 、
CD44v9-MKN28細胞共に、Hpによる有意な浸
潤能亢進を認め、CD44v9-MKN28 細胞でより
浸潤係数が高く、CD44v9-MKN28 細胞では
autophagy不全に伴う CagA蓄積性が浸潤能の
亢進を獲得させた。 
③ NCI-N87細胞では trastuzumab用量依存性
に細胞生存率は低下し ROS 蓄積を認めた。
CD44v9-NCI-N87 細胞では trastuzumab 投与で
も生存率は低下せず、ROS蓄積も認めず、HER2
発現細胞でも CD44v9発現で trastuzumab耐性
を獲得することが示された。細胞内 GSH濃度
と MnSOD 量は CD44v9-NCI-N87 細胞で、
NCI-N87細胞に比し上昇し、GSHやMnSODの
ROS 抵抗性獲得により HER2 陽性でも
trastuzumab耐性を獲得すると考えられた。 
(2) in vivoの検討 
① NOG マウス背部の CD44s-MKN28 腫瘍は
5-FU投与で縮小したが CD44v9-MKN28では有
意には縮小しなかった。一方、 5-FU+ 

sulfasalazine投与では、CD44v9-MKN28腫瘍は
有意に縮小した。In  vivo においても CD44v9
発現による 5-FU 耐性と sulfasalazine による
CD44v9-xCTシステム抑制、5-FU耐性解除が示
され xCT標的の有用性が確認できた。 
② CD44v9-MKN28群の移植後 21日目の腫瘍
体積は Hp群が有意に高値で、CD44v9細胞に
Hp刺激が入った Hp-CD44v9-MKN28細胞で、
より悪性度が増加した。 
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