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研究成果の概要（和文）：LC-MS/MS解析の結果、大腸癌幹細胞マーカーLgr5に共役する分子としてsyntenin-1を
同定した。syntenin-1発現の臨床病理学的因子および予後との関連を検証し、機能解析を行った。5年全生存率
は低発現群：高発現群=97.8%：63.8%(p=0.001)、5年無再発生存率は低発現群：高発現群=92.4%：61.7% (p=0.
001) で、syntenin-1高発現群で有意に再発率が高く生存率が低かった。shSyntenin-1にてL-OHPに対する感受性
は有意差に上昇した(p<0.05)。

研究成果の概要（英文）：As a result of LC-MS / MS analysis, syntenin-1 was identified as a molecule 
conjugated to the colon cancer stem cell marker Lgr5. The relationship between clinicopathological 
factors and prognosis of syntenin-1 expression was examined and functional analysis was performed. 
Overall survival rate was low expression group: high expression group = 97.8%: 63.8% (p = 0.001), 5 
year low relapse survival rate was low expression group: high expression group = 92.4%: 61.7% (p = 
0.001). The rate of recurrence was significantly higher and the survival rate was lower in the high 
expression group of syntenin-1. Silencing Syntenin-1 increased the sensitivity to L-OHP with 
significant difference (p <0.05).

研究分野：下部消化管外科

キーワード： Lgr5　Syntenin-1　LC-MS/MS解析　予後マーカー
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１．研究開始当初の背景 
癌幹細胞仮説によると、癌組織全体が自己複

製能と多分化能を有する癌の源となる細胞

すなわち癌幹細胞よりなるとされる。すなわ

ち、癌幹細胞が癌組織を形成する細胞学的階

層構造の根元に存在し、癌細胞を供給するた

め、癌幹細胞を標的とした治療であれば、全

体の中で、癌組織を構築するために必要不可

欠である細胞集団を特異的に標的とするこ

とにより、良好な効果／副作用比を持った治

療が実現可能であると考えられる (Reya T, 

Nature 2001, Clarke MF, Cancer Res 2006)。

さらには、現在臨床応用されている治療では

限界のあった患者へ新しい治療を提供でき

る可能性がある。当科において大腸癌の切除

検体を用いて癌部における Lgr5 の発現と予

後の解析を行った。Lgr5 の発現は癌部におい

て上昇し、高発現群はリンパ節転移、肝転移

が多く、無再発生存率が低かった（Takahashi 

H. Ann Surg Oncol 2011）。この研究の過程

で Lgr5 の mRNA の PCR を施行した結果、Lgr5

の全長よりも短いバンドが増幅され、Lgr5 の

エクソン 5が欠損した配列やエクソン 5-8が

欠損した配列 (スプライスバリアント) が

確認された。全長型 Lgr5 こそが真の幹細胞

特異的表面分子であるとの仮説をたて、スプ

ライスバリアントで欠損するエクソン5の転

写領域に特異的な抗体を作成し、免疫組織染

色を行い、全長 Lgr5 陽性細胞が大腸粘膜幹

細胞に一致することを確認している。また、

癌においては全体の中の一部のみが陽性で

あることを確認している(癌組織の不均一

性)。以上は、Lgr5 陽性細胞の中にも階層性

があり、全長 Lgr5 陽性細胞が腸管粘膜なら

びに癌の幹細胞である可能性を示唆した。 

 
２．研究の目的 
本研究はこの当科で作成した抗ヒト全長型

Lgr5 抗体を用いて分取し、解析することで全

長型 LGR5 の腸管上皮幹細胞ならびに癌組織

における stemness に関する重要なメカニズ

ムを得ることを目的とした。さらに正常と癌

との間で異なるメカニズムを解明し、より癌

幹細胞に特異的な治療法が開発されること

が期待される。次の段階として、抗体をモノ

クローナル化し、抗腫瘍効果の検討を行う。

より効率的に癌腫の縮小効果を得るために、

抗腫瘍薬をコンジュゲートし、動物実験にて

その効果と安全性を確認することとした。 

 
３．研究の方法 
消化器手術症例から摘出した正常腸管なら

びに癌組織用いて、抗全長型 Lgr5 抗体を用

いて細胞分取を行い、全長型Lgr5とsplicing 

variant の発現を mRNA を用いたｑPCRで比確

認する。分取された細胞集団を用いてマトリ

ゲルを用いた培養系ならびに免疫不全動物

への移植実験を行うことにより各細胞集団

の維持と増殖の系を確立する。さらにシグナ

ル解析、代謝産物解析を行い、幹細胞性の維

持に必要なシグナル及び代謝産物を同定す

ることにより、癌幹細胞を標的とした治療対

象分子を絞り込む。 

なお、培養系ならびに移植系が確立されな

い場合は、細胞実験中心のプロジェクトに移

行し、ショットガン解析などを用いた全長型

Lgr5 に対する共役分子を同定することによ

り、癌幹細胞を標的とした治療対象分子を絞

り込む予定とした。 

 
４．研究成果 

切除標本からの培養系の確立に難渋している

ため、細胞実験中心のプロジェクトに移行し

た。HEK293細胞を用いてLgr5の安定高発現株

を作成した。この細胞の膜蛋白を分取しタグ

に対する抗体を用いて免疫沈降を行なった。

得られたサンプルをLC-MS/MS解析に供した結

果、Lgr5に共役する分子としてsyntenin-1を

同定した。syntenin-1の高発現が複数のがん

おいて予後不良因子となることが報告されて

いるが、大腸癌においてはいまだ報告はない。

以下大腸癌におけるsyntenin-1発現の臨床病



理学的因子および予後との関連を検証し、そ

の機能解析を行った。 (1)2006年から2009年

までに当科で根治手術を施行した連続する

139例の大腸癌症例を対象とし、切除標本にお

けるsyntenin-1の発現を免疫組織染色により

2群に分類し、臨床病理学的因子および予後と

の関連性を調べた。(2)3種類の

microsatellite stable (MSS) 大腸癌細胞株

に、syntenin-1に対するshRNAを導入し増殖

能・遊走能・抗癌剤感受性アッセイを行った。 

(1)臨床病理学的因子での比較においては高

発現群で分化度 (p=0.001) の他に有意な因

子を認めなかった。5年全生存率 (overall 

survival: OS) は低発現群：高発現群

=97.8%：63.8%(p=0.001)、5年無再発生存率 

(relapse free survival: RFS) は低発現群：

高発現群=92.4%：61.7% (p=0.001) で、

syntenin-1高発現群で有意に再発率が高く生

存率が低かった。多変量解析ではOSにおいて

はCA19-9値と並んでの (p<0.0001)、RFSにお

いては脈管侵襲と並んでの (p<0.0001) 予後

予測因子であった。(2)shRNAでsyntenin-1を

抑制すると、増殖能に有意差は認めなかった

が、遊走能は有意に低下した(p<0.05)。また、

5-FUに対する感受性は有意差を認めなかった

が、L-OHPに対する感受性は有意差に上昇した

(p<0.05)。大腸癌においてsyntenin-1の高発

現はOS・RFSの悪化に関与し、予後予測に有用

なマーカーとなりうることが示唆された。ま

た、syntenin-1は遊走能と進行再発大腸癌治

療におけるkey drugであるL-OHPに対する薬

剤感受性に関与していた。 
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