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研究成果の概要（和文）：癌転移開始細胞（以下MIC）は、原発癌に巣喰う微量細胞集団で、癌転移を積極的に
仕掛ける。「MICの制圧」は癌転移抑止に必須であるが、MICに関して未解明な点が多い。我々はスキルス胃癌患
者の原発癌組織からMICを単離し、そのMICで高発現しているZIP10のノックアウトに成功した（CRISPR/Cas9・ゲ
ノム編集技術による）。ZIP10をノックアウトしたMICでは、細胞増殖能・コロニー形成能・遊走浸潤能が低下す
ることが分かった。ZIP10が癌転移抑止の新たな分子標的であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The concept of metastasis-initiating cells (MICs) has been proposed. MICs 
originate in the primary tumors and are considered special cells to promote cancer metastasis. 
However, MICs have not been investigated in detail. We successfully isolated MICs from primary 
cancer tissues of a scirrhous gastric cancer patient, and then knocked out ZIP10 expression via 
genome editing methods. The ZIP10-deficient MICs showed the decreased proliferation, colony 
formation activity, and invasion activity compared with the wild-type MICs. ZIP10 is a novel target 
to inhibit cancer metastasis.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 癌転移

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌転移研究は大変遅れている。その理由に、癌転移の良いモデルがない現状がある。我々は、癌転移でメインプ
レーヤーとなる癌転移開始細胞（MIC）を、スキルス胃癌患者から成功裡に単離した。その解析から、ZIP10が
MICの機能維持に重要で、癌転移抑制に有用な新規標的であることが分かった。癌の死因の大半は癌転移によ
る。故に癌患者の予後において、癌転移抑止医療が大切になる。本成果は、癌転移抑止医療の実現に繋がる社会
的意義を有する。

※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 

ヒトが癌で命を落とす主な要因は「癌の転移」にある。しかし、「癌転移」を抑止する方策やそ

の分子機構の解明がとても遅れている。癌の親玉ともいえる「癌幹細胞」の存在が報告されて久

しい。近年、癌転移開始細胞（Metastasis-initiating cell, 以下MIC）の存在が報告された。

MIC は癌原発巣に存在する癌幹細胞のうち、さらに一握りの亜集団で、積極的に転移を仕掛ける。

いわば「癌転移のスペシャル細胞」である。しかし、MIC 研究は未だ黎明期にある。MIC を捕捉

するための特異的な細胞表面抗原も定まっていない。「まとまった数のMIC を単離する技術の不

足」、「単離したMIC について、動物個体レベルで癌転移能を評価するモデルの不足」などがボ

トルネックとなり、MIC 研究の進展を困難にしている。我々は、その解決に挑むことを目的に本

課題を提案する。 

 

 

２．研究の目的 

癌転移開始細胞（MIC）は、原発癌に巣喰う微量な細胞集団で、癌転移を積極的に仕掛ける。「MIC 

の制圧」は癌転移抑止に必要不可欠であるが、MIC の特異抗原が不明である等、未解明な点が多

い。我々は独自のスキルス胃癌株の正所性移植癌転移モデルの解析から「ZIP10 がMIC特異抗原

の候補」である予備知見をこれまでに得てきた。この知見を基に以下を目的に掲げる。 

①様々な癌種からMIC を単離し、そのZIP10 をゲノム編集でノックアウトし、癌転移における 

ZIP10 の生物学的意義を解明する。 

②ZIP10 がin vivo で癌転移抑止の分子標的と成り得るか否かを明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 癌組織からのMIC 単離 

癌患者の癌組織を出発材料にMIC を単離した。癌組織をコラゲナーゼ（Worthington Biochemical 

Corporation 製）で分散させた後、癌幹細胞専用培地（Cancer Stem Cell Media Premium: ProMab 

社, 米国）でsphere 培養後、BALB/c nude mouseに対して正所性に移植した。転移巣からMIC を

採取した。正所性に移植したとき、100%の頻度で転移する所まで操作を反復して、MIC の単離完

了とした。 

(2)ゲノム編集によるZIP10のノックアウト 

２ベクタータイプ（Cas9 発現ベクターとsingle-guide RNA 発現ベクター）のゲノム編集実験系

（タカラバイオ社製）を用いた。ヒトZIP10 の塩基配列を調べ、single-guide RNA（以下sgRNA）

の候補配列を選び化学合成した。上記(1)で単離に成功したMIC に対して、リポフェクトアミン

3000（ライフテクノロジーズ社製）でsgRNA を導入した。最終的にCRISPR/Cas9 を導入したMIC に

ついて、Puromycin でselection し、ZIP10 のノックアウト細胞を得た。変異導入の有無をT7E1 

アッセイ（タカラバイオ社製）とサンガー法によるシークエンシング解析で調べた。 

(3)ゲノム編集でZIP10 をノックアウトしたMIC のフェノタイプ解析： in vitro 実験 

ZIP10 をノックアウトしたMIC について、①細胞の形態変化、②増殖能の変化、③浸潤能の変化

などを調べた。 

(4) ゲノム編集でZIP10 をノックアウトしたMIC のフェノタイプ解析： in vivo 実験 



ZIP10をノックアウトしたMIC について、ヌードマウスに正所性に移植した。原発癌形成後、ZIP10 

のノックアウト状態を定量PCR やImmunoblotで確認した。腹膜転移や癌性腹水の貯留も調べた。 

 

 

４．研究成果 

(1) 癌組織からのMIC 単離 

スキルス胃癌患者の癌組織を基に、MIC の単離に成功した。単離したMIC について、シングルセ

ル化までを行った。ステムネス・マーカーで染色し、陽性が確認できたため、最終単離したMIC は

幹細胞性を有していると結論づけた。最終単離したMIC をヌードマウスに正所性に移植すると、

検討した全匹において、腹膜転移を起こし、かつ腹水を貯留することが分かった。 

(2) ゲノム編集によるZIP10 のノックアウト 

上記(1)で単離したMIC では、ZIP10が高発現しており、ゲノム編集実験を組むことで、標的遺伝

子ZIP10 のノックアウトを試みた。sgRNA を作製して実験し、効率よくZIP10 をノックアウトで

きることが分かった。ノックアウトの確認は、定量PCRとImmunoblotで行った。最終的にノック

アウト株をPuromycin で選択し、安定発現株として単離した。T7E1 アッセイで変異の導入があ

ることを確認し、シークエンシング解析で変異塩基を決定した。 

(3) ゲノム編集でZIP10をノックアウトしたMIC のフェノタイプ解析： in vitro 実験 

ZIP10 をノックアウトしたMIC について、細胞の形態が変化した。また、増殖能の有意な低下を

認めた。浸潤能も有意に低下していた。 

(4) ゲノム編集でZIP10 をノックアウトしたMIC のフェノタイプ解析： in vivo 実験 

ZIP10 をノックアウトしたMIC について、ヌードマウスに正所性に移植し、in vivo でのフェノ

タイプを調べた。原発腫瘍形成後、腫瘍を取り出してZIP10 のノックアウトを確認した。MICの

ZIP10 をノックアウトすると、腹膜転移が有意に抑制された。 
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