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研究成果の概要： 

本研究では、スキルス胃癌組織の実験モデルを開発し、コラーゲン産生の抑制が新たな治療

戦略となりうるかについて検討することを目的とした。 
標的分子としてコラーゲン産生特異的分子シャペロン蛋白である heat shock protein 47 

(HSP47)を選択し、この標的蛋白質に対する発現抑制を行うため small interfering RNA (siRNA)

導入癌細胞株を作成した。スキルス胃癌モデルにおける移植癌細胞の増殖状況を、ウイルス導入

前後で比較した。結果、数例でウイルス導入株に癌細胞の増殖抑制を認めたものの、大部分の移

植片では増殖に明らかな違いは認められず、癌細胞自身から産生するコラーゲン産生の関与があ

まり大きくないことが示された。 
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１．研究開始当初の背景 
胃壁にびまん性癌浸潤を伴うスキルス胃癌

の予後は極めて不良である。これは癌細胞の

広範な浸潤に伴う癌間質の著しい繊維化、硬

化を特徴とし、その結果胃壁のみならず遠隔

転移臓器にも同様に重篤な間質変化を生じ致

命的な臓器障害を喚起することが原因と考え

られる。この間質誘導のメカニズムは依然充

分に解明されていないが、間質の線維芽細胞

（コラーゲン産生細胞）がこの過程に重要な

役割を担っていることが知られている。この

間質誘導（過剰な繊維化、コラーゲンの増生）

の抑制、制御は新しいスキルス胃癌治療法の

開発、その臨床応用への糸口となることが期

待される。 
一方、現在まで腹膜や腎などの繊維化疾患

に対しコラーゲン合成を阻害し、ヒドロキシ

プロリンの産生を抑えるような様々な薬物

の開発が試みられてきたが十分な効果は得

られていないのが現状である。最近、熱ショ

ック蛋白（HSP 47；細胞内小器官である小

胞体内に局在し、コラーゲン産生に特異的な

分子シャペロン）が臓器繊維化の抑制に重要

な意義をもつことが判明し、 Antisense 
oligonucleotides（ODNs）等を用いて HSP 47
の制御を行い、繊維性疾患における過剰コラ

ーゲンの産生を実験的に阻止できることが

報告され、その臨床応用が期待されている。 
 
２．研究の目的 

本研究はこの HSP 47 に注目し、スキルス
胃癌間質誘導を抑制することの意義を明ら
かにし、また間質の誘導と癌の増殖との相互
関係について、基礎的に検討することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験モデルの開発 

過去の実験結果ではヌードマウス皮下に移

植を行った際、スキルス胃癌樹立細胞株

（ Kato III ）とヒト樹立線維芽細胞株

（TIG101）を1型ｺﾗｰｹﾞﾝｹﾞﾙと伴に移植した場

合のみに生着したが、腫瘍の増殖はそれぞれ

の細胞数とコラーゲン濃度により大きな差異

がみられた。そこで、KATO IIIとTIG101、1
型コラーゲンの三者を用いてヌードマウスを

用いたスキルス胃癌皮下移植モデルの確立を

目指し、至適な条件（細胞数、コラーゲン濃

度）を検討した。 
 (2) 癌間質（コラーゲン産生）の誘導抑制に

関する検討 

HSP 47 の発現を安定的に抑制するため、

ﾚﾄﾛｳｲﾙｽを用いて siRNA を導入した細胞株を
作成した。この細胞株を用いて、間質の誘導
がどの程度制御が可能であるかどうかを抗
HSP 47 抗体を用いた免疫組織学的検討とﾘｱ
ﾙﾀｲﾑPCRによるmRNAの定量を行うことに
より明らかにした。 
 この HSP 47 発現抑制株と抑制前野生株を
用いて、実験モデルで比較することにより両
者の増殖状況を形態的に観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 実験モデルの開発 
スキルス胃癌細胞株（Kato III）は、ヒト

線維芽細胞（TIG101）をｺﾗｰｹﾞﾝｹﾞﾙと伴に移
植した場合のみにヌードマウス（4 週齢 雌 
BALB/c nude mice (CLEA Japan, Inc.)）皮
下に生着したが、その腫瘍の増殖はそれぞれ
の細胞数により大きな差異がみられ、ｺﾗｰｹﾞﾝ
ｹﾞﾙ0.1ml内に各細胞5.0x105個を混合した場
合であった。また、生着率が低く、実験モデ
ルとして充分な再現性を得ることが困難な
モデルであった。 

移植細胞の生着率 
 

 高密度なコラーゲン密度環境を得る事が
出来る閉鎖式循環培養装置（BKR-05, ABLE 
Biott）によるコラーゲン高密度培養組織は、
線維芽細胞と共培養することにより、ヌード
マウス皮下に最高２１日間豊富な間質性分
を保ちつつ、100％の割合で癌細胞を移植さ

せることが可能であり、実験モデルとして使

用することとなった。 
閉鎖式循環培養装置（BKR-05, ABLE Biott） 



培養リアクター外観と内部 

高密度コラーゲンゲル培養 

ヌードマウス移植組織 

 

(2) 癌間質（コラーゲン産生）の誘導抑制に

関する検討 

HSP47code する遺伝子（SERPINH1）を target
として siRNA２種類(Hs_SERPINH1_1 
HP)( Hs_SERPINH1_2 HP)をデザインし、
リアルタイム PCR（Light Cycler 2, Roche）
によるｍRNA の発現抑制を確認した。 

siRNA①：Hs_SERPINH1_1 HP 
siRNA②：Hs_SERPINH1_2 HP 

 
抑制効果の高かった Hs_SERPINH1_2 HP
を使用し、実験モデルにて抗腫瘍効果を確認
するも、明らかな形態的な変化を認めなかっ
た。７日目には m-RNA量が増加し始めており、

抑制効果が持続しないことが示唆された。 
 
持続的な siRNA の抑制効果を得るために、実
験で使用した siRNA の配列を持つプラスミ
ドベクターをレトロウイルスに導入した。（ﾀ
ｶﾗﾊﾞｲｵ Co.に受託）このウイルスを細胞株に
感染させた後３継代を経た細胞は、感染前の
細胞株と比較し相対的にmRNAの発現量が8％
にまで抑制されていた。 
また、線維芽細胞(TIG101)にはｳｲﾙｽを導入す
ることが出来なかったため、以降の実験は
KATO3 株のコラーゲン産生抑制に対してのみ
評価することとなった。 

 
スキルス胃癌モデルにおける移植癌細胞の
増殖状況を、ウイルス導入前後で光学顕微鏡
下に組織学的に比較した。結果、数例でウイ
ルス導入株に癌細胞の増殖抑制を認めたも
のの、大部分の移植片では増殖に明らかな違
いは認められず、スキルス胃癌細胞の生着、
増殖には癌細胞、線維芽細胞、コラーゲン線
維の３者が重要であることは既報告の通り
ではあるが、癌細胞自身から産生するコラー
ゲン産生の関与があまり大きくないことが
示された。 

siRNA ｳｲﾙｽ導入前細胞株移植組織片 
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 siRNA ｳｲﾙｽ導入後細胞株移植組織片 

 
今後、癌細胞周囲に存在する線維芽細胞より
産生供給されるコラーゲン線維及び移植時
に直接添加されるコラーゲンの関与に関し
ても、siRNA 導入線維芽細胞株を作成するこ
とによる検討を要すると考えられた。 
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