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研究成果の概要（和文）： 
 胃癌組織内において CD133, CD44 陽性細胞の局在を確認するとともに、CD133+/CD44+陽
性細胞が胃癌組織内に遊走していることを確認した。また、ヒト胃癌患者の腹水中にも

CD133+/CD44+陽性細胞が遊走しており、MCP-1 によって、遊走が制御されていることが判

明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We conformed that CD133-/CD44-positive cells were migrated into the gastric cancer 
tissues. In addition, we found that CD133-/CD44-positive cells infiltrated in the ascites of 
the patients with advanced gastric cancer tissues. MCP-1 significantly inhibited the 
migration of these cells using migration assay. 
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１．研究開始当初の背景 
H. pylori 感染によって消化管上皮から C-C
ケモカインである MCP-1 が産生され、この
消化管上皮由来の MCP-1 によって粘膜内
Tcell 由来の COX-2 が誘導されることを見出
した (Futagami S, et al. Gut, 2003, 52, 
1257)。一方で、最近の報告では骨髄由来細
胞が SPEM のような幽門腺化生様の化生性
粘膜にホーミングするメカニズムは全く不

明である。我々は今回胃癌組織にも間葉系幹
細胞がホーミングしているという仮説を立
てた。 
２．研究の目的 
今回の検討では、①胃癌患者において、骨髄
由来幹細胞は胃癌組織局所にホーミングす
るのかという点、さらには②骨髄由来間葉系
細胞が胃癌組織へホーミングするメカニズ
ムを解明すること、特に胃癌組織で産生され



ている MCP-1/CCR2 を介して骨髄由来間葉
系幹細胞がホーミングするメカニズムを明
らかにすること。③現在胃癌の幹細胞様性質
を持つ集団として SP 細胞と呼ばれる細胞集
団の腫瘍形成能が高いと報告されているが、
胃癌 cell-line 由来 SP 細胞の培養上清と胃癌
cell-line 培養上清による間葉系幹細胞への刺
激を比較し、両者の間葉系幹細胞への遊走能
への比較検討することも、目的としている。 
 
３．研究の方法 
胃癌組織内に間葉系幹細胞がホーミングし
ていることを免疫染色法を用いて確認する。
胃癌組織から分離した胃癌細胞および胃癌
組織由来の SP 細胞、胃癌の cell-line である
MKN-28, MKN-45, KATO-III 細胞のそれぞ
れの培養上清を用いて、骨髄液から分離した
間葉系幹細胞に対して遊走能があるのか、
migration assay を用いて評価する。さらに
は、各種サイトカインに対する中和抗体を用
いることで、migration に最も影響を及ぼし
ているマスターサイトカインを検討する。 
具体的には、 
胃癌組織からの胃癌細胞およびSP細胞の培
養： 
 
外科的に切除された胃癌組織を以下の方法
に基づき分離、培養する。 
① 切除した胃癌組織の一部を PBS で洗浄す

る。 
②洗浄後の胃癌組織を 1mol/L 
dithothereitol (Sigma)/RPMI で室温 15分間
インキュベーションする。 
③PBS で３回洗浄したあと、3mg/mL の
dispase/RPMIにより30分間37度でインキュ
ベーションする。 
さらに、Hoechst 33342 を 5μg/ml の濃度で
ラベルし、37度で 70-90 分インキュベーショ
ンしたあと、胃癌組織由来の SP 細胞として
FACS can によって分離する。 
 
胃癌細胞の培養・継代： 
ヒト胃癌細胞の cell-line である MKN-28, 
MKN45, KATO-III を培養する。 
 
胃癌cell-line由来のSP細胞の分離： 
ヒト胃癌細胞の cell-line である、MKN-28, 
MKN-45, KATO-III に対して Hoechst 33342 を
5μg/ml の濃度でラベルする。37 度で 70-90
分インキュベーションした後、FACScan で分
離する。 
 
骨髄由来間葉系幹細胞の分離： 
書面でインフォームド・コンセントを得た患
者から骨髄穿刺を行う。骨髄液を既報に従い、
12-14 日間培養を行い、非接着性細胞群を取
り除いたうえで、percoll gradient で分離す

る。この細胞分画を Strol, CD105, CD90, 
HLA-ABC, CD44 陽性細胞を含み、CD45, HLA-DR, 
CD11b はいずれも陰性である細胞群を
FACScan を用いて分離し、培養を行う。 
 
胃癌組織における間葉系幹細胞の確認： 
胃癌組織を dispase などを用いて FACScan を
用いて上記同様の抗体を用いて、分離できる
ことを確認する。活性化した間葉系幹細胞は
抗α-SMA 抗体、抗 FSP 抗体、抗 vimentin 抗
体で強染色されるという報告を参考にする。 
 
骨髄由来幹細胞遊走能の検討： 
 
Transwell membrane (pore size 8μm)を用
いて 
上段の well には 
① 非刺激の間葉系幹細胞(2X104)もしくは 
② 刺激した間葉系幹細胞(2X104)を入れる。 
下段の検討 well には 

① ヒト胃癌細胞の培養上清 
②胃癌の cell-line である MKN-28, MKN-45, 
KATO-III の培養上清 
① ヒト胃癌組織由来 SP 細胞の培養上清 
④胃癌の cell-line(MKN-28, MKN-45, 
KATO-III)由来 SP 細胞の培養上清 
をおき、18時間のインキュベーション後に
migration してきた間葉系幹細胞数をカウン
トし、評価する。 
 
４．研究成果 
我々は幹細胞マーカーの一つであるCD44およ

びCD133陽性細胞の局在を検討してきた．我々

の検討によれば，胃癌組織において両者の陽

性細胞は多数認められ，またCD44陽性，CD133

陽性細胞が胃癌組織中に存在していることも

確認できた． 

こうした，事実は胃癌組織内に癌幹細胞と考

えられる細胞が確かに存在していることを裏

付けるものである．同時に我々は，胃癌の増

殖や血管新生と深く関わっているCOX-2の発

現レベルとCD44，CD133陽性細胞が相関してい

ることも確認している．我々はH. pylori感染

MNU投与胃癌モデル(スナネズミモデル)を用

いて，誘導された胃癌組織中にCD133陽性細胞

が存在していることを確認した（Futagami S, 

et al. Celecoxib inhibits CD133-positive 

cell migration via reduction of CCR2 in 

Helicobacter pylori-infected Mongolian 

gerbils. Digestion, 2010, 81, 193-203）が

，今回の知見は実験モデル同様に，ヒトにお

いても，CD44+/CD133+細胞が胃癌の進展過程

に関与している可能性を示すものと考えられ

る．我々はこうした癌幹細胞が胃癌進展に重

要な役割を演じていると考えており，この幹



細胞のホーミングについても現在検討を続け

ている．我々の検討によれば，CD44+/CD133+

細胞は種々のサイトカインIL-1β、VEGF, SDF
等によって遊走が制御されているわけでない

ことがわかった．Transwell membraneを用いた

migration assayを行ったところ，これらの中和

抗体によっても必ずしも抑制されないことが

判明した． 
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