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研究成果の概要（和文）： 
CAST 法による消化管癌に特徴的に発現する分泌蛋白・膜蛋白コード遺伝子の探索を行ない、
DSC2,	
 TSPAN8,	
 TM9SF3 等を同定し、一部は治療標的となることを見いだした。microRNA 解析に
よって、診断応用が可能な microRNA を同定し、miR-148a,	
 miR-143 では、その発現抑制が	
 
癌の浸潤、形態形成に関わることを明らかにした。core	
 regulation を標的とした診断・治療
への展開が期待される。	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
CAST	
 method	
 was	
 carried	
 out	
 on	
 esophago-gastric	
 cancers	
 and	
 identified	
 DSC2,	
 TSPAN8,	
 
TM9SF3,	
 etc.	
 as	
 possible	
 therapeutic	
 target.	
 By	
 microRNA	
 microarray,	
 several	
 microRNAs	
 
were	
 identified	
 as	
 diagnostic	
 marker.	
 miR-148a	
 and	
 miR-143	
 were	
 found	
 to	
 participate	
 in	
 
invasion	
 and	
 morphogenesis.	
 New	
 development	
 of	
 diagnosis	
 and	
 therapeutics	
 using	
 novel	
 
markers	
 is	
 expected.	
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１．研究開始当初の背景	
 
がんの中でも、消化管癌は発生頻度が高く、
全がん罹患のうち、男性では 40％以上、女性
でも 30％以上を占めており、この制圧はきわ
めて重要である。さらに、消化管癌のうち、
食道扁平上皮癌と胃癌は欧米では比較的ま
れであることから、わが国において発生・進
展に関する詳細な検討とそれを基盤とした
診断・治療開発がなされなければならない代

表的な腫瘍と言える。トランスクリプトーム、
プロテオーム、メタボローム、miRNome など
の“Omic	
 study”を包括し、バイオインフォ
マティクスを駆使することにより、がん細胞
の特性を規定する core	
 regulation と
peripheral	
 gene	
 expression を明らかにする
ことによりネットワークプログラムの全貌
を把握し、診断・治療・予防の場に還元する
ことが社会から求められている。食道扁平上
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皮癌および胃癌は欧米では比較的まれであ
ることから、我が国において詳細な検討がな
されなければならない代表的な腫瘍である。
申請者らはこれまでに、網羅的遺伝子発現解
析 SAGE	
 (serial	
 analysis	
 of	
 gene	
 
expression)	
 法などを用いていくつかの新
規診断・治療標的の候補を見出してきた。診
断・治療のターゲットとしては、細胞表面膜
蛋白あるいは分泌蛋白が特に重要であるが、
この膜蛋白・分泌蛋白のみを網羅的に効率良
く同定する方法として、CAST	
 (Escherichia	
 
coli	
 ampicillin	
 secretion	
 trap)法が開発
されている。食道癌および胃癌の CAST 法を
用いた体系的蛋白発現解析による診断・治療
開発研究は国内外で全くなされていない。一
方、マイクロ RNA	
 (miRNA)が、転写抑制、mRNA
分解、ヘテロクロマチン形成、ゲノム再構成
などに関与しており、ヒトの遺伝子の約 30％
は miRNA により調節されていることが示唆さ
れている。また、ひとつの miRNA は 100 以上
の標的遺伝子の発現を制御するものと推測
されている。申請者らはこれまでに、胃癌に
ついての miRNA マイクロアレイを用いた
miRNA 発現解析において、20 個以上の miRNA
が胃癌で過剰発現し、癌の進展、予後と相関
する miRNA も見出している。これらによって、
peripheral	
 gene	
 expression を規定する
miRNA による core	
 regulation が明らかにな
り、消化管癌の増殖・進展のネットワークプ
ログラムの解明が進むものと考えられる。癌
特異的膜蛋白・分泌蛋白そのものを標的とす
るのみならず、新しい core	
 regulation を標
的としたより根幹的な診断・治療の道が拓け
る可能性がある。	
 
	
 
２．研究の目的 
本研究では、胃癌および食道扁平上皮癌にお
いて、CAST 法を用いて、包括的かつ効率的に
癌に特異的に発現する膜蛋白・分泌蛋白を同
定する。これらについては、臨床検体を用い
て組織レベルで発現を検討し、臨床病理事項
との関連を解析するとともに、分子細胞生物
学的な機能解析を行なう。分泌蛋白について
は血清中のレベルを測定する。以上により、
上部消化管癌の発生・進展の分子機構の解明
に資するとともに、新たな診断・治療標的が
同定され、その克服に大きく貢献できるもの
と期待される。さらに、CAST 法で抽出した膜
蛋白・分泌蛋白の発現と食道癌・胃癌に特異
的に発現亢進する miRNA との関連を解析し、
新しい診断・治療標的の上流に存在する
miRNA の同定とその制御機構の解明を行なう。
バイオインフォマティクスを用いて標的遺
伝子をサーチし、強制発現系および RNA 干渉
系によってその検証を行なう。本研究の目的
は、CAST 法を用いて食道癌、胃癌の診断・治
療標的を抽出することであり、さらに膜蛋白

／分泌蛋白を制御する miRNA を同定すること
により、その core	
 regulation の解明をめざ
すものである。得られる成果は、miRNA	
 
transcription	
 therapy にも応用できること
から、「根拠・個性に基づいた癌の治療と予
防」の大きな推進力となることが期待される。
さらに、得られた知見は、治療に即した病理
診断に応用可能であり、実践医療における癌
分子病理学の方向性を示すものとしての意
義も大きいと考える。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（１）CAST 法による消化管癌特異的膜蛋白・
分泌蛋白コード遺伝子の同定	
 
	
 膜蛋白・分泌蛋白の網羅的解析は Graff ら
(Cancer	
 Res,	
 2005)の考案した CAST 法で行
う。消化管癌、正常粘膜組織から抽出した
mRNA を材料とし、pCAST	
 vector を用いる。
癌と正常粘膜の CAST ライブラリーを比較し、
癌に特異的な遺伝子を抽出する。これらにつ
いて、実際の正常臓器と消化管癌臨床検体に
おける遺伝子発現を定量的 RT-PCR 法によっ
て検討し、癌特異的に発現する遺伝子かどう
かを検証する。さらに、約 50 症例の消化管
癌組織を用いて定量的 RT-PCR 法にて発現異
常に関する解析を行うとともに、癌の臨床病
理学的事項や予後等との関連を検討する。	
 
（２）消化管癌における網羅的 miRNA 発現解
析	
 
	
 消化管癌の新鮮凍結組織について、miRNA
マイクロアレイを用いて網羅的 miRNA 発現解
析を行う。正常粘膜と比較して、癌において
2 倍以上発現変動のある miRNA を抽出する。
実際の正常臓器と消化管癌臨床検体におけ
る遺伝子発現を定量的 RT-PCR 法によって検
討する。また、多数例の消化管癌組織を用い
て定量的 RT-PCR 法にて発現異常に関する検
証を行うとともに、癌の臨床病理学的事項お
よび予後、治療成績との関連を検討する。	
 
（３）新規癌特異的膜蛋白・分泌蛋白の機能
解析と診断・治療応用への可能性	
 
	
 遺伝子の強制発現系、RNA 干渉系あるいは
中和抗体を用い、機能解析としては、細胞増
殖、MTT アッセイ、invasion アッセイ、
migration アッセイ、薬剤抵抗性等に関して
検討する。さらに、免疫組織化学的に組織ア
レイによって多数の臨床検体における発現
を検討するとともに、詳細な組織像との対比、
胃癌では粘液形質発現との関連解析を行な
う。	
 
（４）消化管癌で特異的発現を示す膜蛋白・
分泌蛋白の miRNA による発現制御	
 
	
 抽出された癌で特異的な発現態度を示す
miRNA に関しては、種々のアルゴリズムを用
いてターゲット遺伝子の候補を推定する。ま
た、膜蛋白・分泌蛋白をコードする遺伝子の
方からその制御をする可能性のある miRNA を



 

 

同定する。これらについて、miRNA の強制発
現系あるいは発現抑制系によるターゲット
遺伝子の発現の変化を確認する。また、miRNA
の発現制御に関して、エピジェネティックス
の関与を解析する。これらにより、core	
 
regulation に関与するエピジェネティック
制御および miRNA の同定を行なう。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）CAST 法による食道癌・胃癌特異的膜蛋
白・分泌蛋白コード遺伝子の同定	
 

	
 胃癌細胞株 3 株と正常胃粘膜組織の CAST

ライブラリーを作成、5664 コロニーについて

シークエンスを行ない、620 遺伝子を同定、

その内、30％以上が膜蛋白、10％程度が分泌

蛋白コード遺伝子であった。定量的 RT-PCR

法での発現検証において、胃癌に特異性の高

い遺伝子（PCDHB9,	
 C4orf34,	
 ADAM17,	
 TMEM50B,	
 

ENPP4,	
 SLC38A2,	
 TSPAN8,	
 TM9SF2 等）を見い

だした。スキルス胃癌 2例、1632 クローンの

解析で、TM9SF3 を同定した。HSC-44PE（スキ

ルス胃癌細胞株）と 44As3（HSC-44PE 由来高

腹膜転移株）についてそれぞれ 1152 クロー

ンを解析した。両者の比較および正常組織と

の比較から，HCS-44PE では，発現レベルの高

い順に，MMP10,	
 MMP1,	
 FAM3C,	
 ITGB6,	
 SLC38A2

等がリストアップされ，44As3 では，発現レ

ベルの高い順に，ITGB6,	
 ZDHHC14,	
 DLG1,	
 

FAM3C,	
 MMP1 等がリストアップされた。膜蛋

白コード遺伝子では，ITGB6,	
 ZDHHC14,	
 DLG1

が 44As3 において発現が特に亢進していた。	
 
（２）CAST 法で抽出した膜蛋白・分泌蛋白コ
ード遺伝子の発現解析と機能解析	
 

	
 DSC2 は、CDX2 で発現が制御され、免疫染

色では腸型粘液形質を示す 28％の胃癌で陽

性であった。DSC2 の発現は、予後とは関係な

く、si-RNA を用いた検討で増殖能、浸潤能に

影響を及ぼさなかった。また、DSC2 は食道扁

平上皮癌の殆どで陽性を示した。TSPAN8 は、

胃型粘液形質と関連し、陽性例は予後不良で

あり、増殖、浸潤が抑制された。TM9SF3 の発

現は未分化型癌で予後との相関を認めた。

ZDHHC14 について，44As3 における高発現を

蛍光免疫染色で確認した後に，浸潤，増殖へ

の影響を si-RNA 処理細胞で解析したところ、

細胞増殖・運動に関与することを見いだした。	
 
（３）消化管癌における網羅的 miRNA 発現解
析	
 
miRNA マイクロアレイを用いて 182 例の胃癌
を解析し、胃癌で発現が亢進している 22 個
の miRNA（miR-181d,	
 miR-21,	
 miR-93 など）、
発現が低下している 13 個の miRNA（miR-143,	
 
miR-145,	
 miR-148a,	
 miR-148b,	
 miR-375など）
を同定した。また、組織型、進行度と相関す
る signature を見いだし、let-7g や miR-433

の発現低下は独立した予後因子となること
を明らかにした。マイクロアレイと定量的
RT-PCR 法との相関、ホルマリン固定パラフィ
ン包埋組織における発現についても確認し
た。	
 
（４）消化管癌で発現異常をしめす miRNA の
標的遺伝子の同定と機能解析	
 
	
 miR-148a に関して、PicTar 等のアルゴリ
ズム解析および強制発現／ノックダウン系
を用いた検討において、EGFR および MMP-7 が
抑制型標的遺伝子であり、増殖能、浸潤能を
制御していることが明らかとなった。
miR-143 は、KRAS、ERK5、DNMT3A、versican
などを標的とし、細胞外へ分泌されることを
確認した。各種胃癌細胞株と間質線維芽細胞
を用いて，miR-143 の発現を解析したところ、
胃癌細胞株 9株の miR-143 の低発現は脱メチ
ル化剤で回復し，メチル化による発現抑制と
見なされた。間質線維芽細胞では miR-143 の
発現は保たれていた。collagen	
 type	
 III	
 
(col-III)の発現は胃癌細胞には殆どなく，
間質細胞に発現しており，anti-miR-143 によ
り発現が col-III の発現が抑制されることか
ら，間質細胞では，miR-143 は col-III を正
に制御していることが明らかとなった。同様
に，anti-miR-143 により α-SMA の発現も抑
制された。一方，miR-143 の発現を亢進させ
た結果，胃癌細胞株では TGF-βの産生量が低
下した。	
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