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研究成果の概要（和文）：胃癌腹膜播種の責任遺伝子候補としてLOXL1を同定し、論文報告しました。胃癌局所
免疫環境を反映するCYT scoreの臨床的意義を明らかにし、論文報告しました。胃癌免疫療法であるニボルマブ
の稀な有害事象を経験し症例報告しました。さらに胃癌新規責任遺伝子OSBPL3を同定し、その生物学的意義及び
臨床的意義を明らかにして論文作成しました。現在投稿中です。

研究成果の概要（英文）：We identified LOXL1 as a candidate gene responsible for peritoneal 
dissemination of gastric cancer and reported it in a paper. We clarified the clinical significance 
of the CYT score, which reflects the local immune environment of gastric cancer, and reported it in 
a paper. We experienced a rare adverse event of nivolumab therapy in gastric cancer, and reported it
 in a paper. Furthermore, we identified OSBPL3 as a novel oncogene, and clarified its biological and
 clinical significance in gastric cancer.

研究分野： 胃癌

キーワード： 胃癌　腫瘍学　CYT　LOXL1　OSBPL3　免疫チェックポイント　癌遺伝子　腫瘍局所環境
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌進行の責任遺伝子を同定することで、その根底にあるメカニズムを明らかにし、新たな胃癌の治療法と検査
法の開発につながります。胃癌の予後改善に寄与することが予想されます。
また、胃癌における免疫療法が盛んに研究されていますが、その治療効果予測因子が少ない現状です。我々は
CYT scoreが胃癌局所免疫を反映することを証明し、免疫療法の治療効果予測因子になりうることを提示しまし
た。これも胃癌の予後改善に寄与することが予想されます。

※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 

胃癌は世界で最も罹患率の高い悪性腫瘍の一つであり、日本では２番目に多い罹患数、３番目
に多い死亡数を有する癌腫である。Cancer Statistics in JAPAN-2015 によると、胃癌の５年生
存率は stage I: 97.2%、stage II: 66.0%、stage III: 47.2%、stage IV: 7.2%である。進行胃癌は
依然予後不良であり、手術のみでは治癒が困難で化学療法、放射線療法、免疫療法を含めた集学
治療が必要である。分子標的治療薬は多くの癌患者の予後を改善している 1)。しかし、ここ 10

年間胃癌で承認された新規キードラッグはラムシルマブのみであり、新規治療標的の同定が待
たれている状況である。 

 

２．研究の目的 

①胃癌の公共データベースを用いた in silico 解析で新規癌遺伝子 OSBPL3 を同定した。本研
究は OSBPL3 の胃癌における生物学的意義と臨床学的意義を明らかにし、その根底にあるメカ
ニズムを探索することを目的とした。 

②また、in silico 解析の段階で OSBPL3 以外のドライバー遺伝子候補 LOXL1 等を同定して
おり、その意義の解明も目的とした。 

③胃癌免疫治療が注目されており、治療効果予測バイオマーカーの同定も目的とした。 

 

３．研究の方法 

①胃癌細胞株（MKN1、MKN28、MKN45、MKN74、AGS、NUGC3、NUGC4、SH10TC）を選定する。RT-
qPCR を行い、発現量の高い細胞株を 2 種類ずつ選ぶ。ノックアウト細胞株をそれぞれ樹立する。
サンガーシーケンス、RT-qPCR、ウェスタンブロットで確認しておく。増殖能を評価するために、
MTT 試験とコロニー形成アッセイを行う。播く細胞数はそれぞれの細胞増殖速度に従って予め決
めておく。さらに 6~8 週 BALB/c nu/nu マウスの背部皮下に胃癌細胞を接種し、Xenograft マウ
スを作製して、生理的な状況下での増殖能を評価する。細胞周期の評価は PI による DNA 染色と
フローサイトメトリを用いて行う。胃癌組織のパラフィン包埋切片を用いて、OSBPL3 の免疫組
織化学染色を行う。OSBPL3ノックアウト胃癌細胞株から RNA を抽出し、RNA シーケンスを行う。
そのデータに基づいて pathway 解析（Gene Set Enrichment Analysis と DAVID）を行って、OSBPL3
と強く相関する経路をピックアップする。Pathway 解析の結果に従って、実験を追加する。また
文献報告から、OSBPL3 は胃癌細胞において R-Ras/Akt 経路を活性化する可能性が示唆されてい
る。Active Ras Pull-down とウェスタンブロットを行い、OSBPL3 の R-Ras/Akt 経路に対する影
響を調べる。 
②LOXL1 発現量低い細胞株を同定し、過剰発現細胞株を樹立する。増殖能、遊走能、浸潤能に

ついて調べる。EMT との関連を調べるため、EMT マーカーの発現量変化を PCR と WB で評価する。
当院胃癌症例を用いて LOXL1 発現量の臨床病理学的因子及び予後との関連を調べる。 
③TCGA 胃癌データセットを用いて、GZMA と PRF1 両遺伝子の発現量を測定し、CYT score(GZMA

と PRF1 発現量の幾何平均)を計算する。CYT score と予後、胃癌分子サブタイプ、免疫チェック
ポイント阻害薬治療効果との関連を調べる。 
 
４．研究成果 
①OSBPL3 発現の高い胃癌細胞株を二つ選択し、後続の実験を行なった。OSBPL3 を siRNA と

shRNA でそれぞれノックダウンし、増殖能、遊走能、浸潤能、細胞周期進行の変化を評価し、OSBPL3
の胃癌細胞表現型に対する影響を検討した。OSBPL3 ノックダウン胃癌細胞株においては、増殖
能が抑制され、細胞周期の進行も阻害されたことを確認した。また、Xenograft mouse を作製し、
生理的な状況下で OSBPL3 ノックダウンによる胃癌細胞増殖能の低下を確認した（図 1）。一方、
OSBPL3 のノックダウンにより、浸潤能と遊走能に有意な変化が見られなかった。OSBPL3 は胃癌
細胞の細胞周期進行と増殖能に関与すると考えられた。 
 また当院の胃癌組織にて OSBPL3 の免疫染色を行った。OSBPL3 は腫瘍周囲の間質細胞や非癌組
織細胞よりも癌細胞に高発現していることを確認した。また、二つの胃癌データセット（公共デ
ータベース）を用いて、OSBPL3 mRNA 高発現が予後不良規定因子であることを確認した。臨床病
理学因子の検討においては OSBPL3 mRNA 高発現が高分化、深達度（T3 以上）、リンパ節転移、
Stage III 以上と有意に関連していた。 
 OSBPL3 が胃癌細胞の増殖能と細胞周期進行、予後不良に関与するメカニズムを調べるため、
OSBPL3 ノックダウン胃癌細胞株から RNA を抽出し、RNA-seq に提出した。RNA-seq を用いた
pathway 解析の結果は OSBPL3 が RRAS/Akt pathway と関連することを示唆した。pull down assay
にて OSBPL3 が RRAS/Akt pathway と関連することを認めた。OSBPL3 は RRAS/Akt を介して胃癌増
殖能を促進し、予後不良に寄与すると結論づけた。 
 
 



 
 

②LOXL1 は胃癌組織に高発現しており、その高発現が腹膜播種及び予後不良と関連していた

（図 2）。LOXL1 を高発現させると、CDH1 発現量低下し、VIM、SNAI2 発現上昇したことを認めた。

また、LOXL1 高発現細胞株は野生型と比べ、運動能が上昇したことを認めた。LOXL1 は EMT を介

して、胃癌腹膜播種と予後不良に寄与すると考えられた。 

 
③CYT score は高い群が低い群と比べ、抗腫瘍免疫が高く、予後良好であった。また、CYT 高

値は MSI、EBV タイプの胃癌と有意に関連していた。さらに免疫チェックポイント阻害薬奏効症

例における CYT score は非奏効症例に比べ、高値であった（図 3）。CYT score は胃癌の局所免疫

と関連しており、予後予測因子だけではなく、免疫チェックポイント阻害薬の効果予測因子にな

りうると考えられた。 

 

Figure 2
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