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研究成果の概要（和文）： 
蛋白プロセッシングシステムの中で、SPC21 ではなく SPC18 が、EGF および TGFαの分泌を制御
し、その過剰発現は EGFR の活性化を惹起した。SPC18 抗体を作成し、SPC18 発現を免疫染色で
解析したところ、SPC18 陽性胃癌症例は陰性例に比較して有意に予後不良であった。また、癌
細胞では miR-143 はメチル化によって発現抑制を受け、TGFβの発現を制御していることを明ら
かにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In protein processing system, SPC18, but not SPC21, regulated secretion of EGF and TGF
α by cancer cells and activated EGFR. SPC18-positive gastric cancer patients, monitored 
by immunostaining using anti-SPC18 antibody produced by our laboratory, showed worse 
prognosis. Down-regulation of miR-143 by DNA methylation regulated TGFβ expression.    
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１．研究開始当初の背景 
消化管癌は全がん罹患のうち、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。申請者らはこれ
までに、SAGE (serial analysis of gene 
expression) 法および CAST (Escherichia 
coli ampicillin secretion trap)法を用い
て、Reg VI、MIA、OLFM4、ADAMTS16、DSC2 な
どの胃癌診断の標的となる可能性のある遺

伝子を見いだしてきた。一方、遺伝子発現制
御における microRNA(miRNA)の重要性が明ら
かになってきた。がんの発生・進展における
miRNA の役割については、当初、抑制的に働
くとされていたが、その後の研究により、標
的遺伝子の差異によって促進的に働くもの
も多く存在することが明らかになってきて
いる。蛋白プロセッシングシステムの中で、
がんの増殖や分化、血管新生、上皮・間葉移

機関番号：15401 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2010～2011   

課題番号：22659074 

研究課題名（和文）蛋白プロセッシングシステム制御マイクロ RNA による消化管癌の病

態解明とその応用  

研究課題名（英文）Protein processing system-regulating microRNA in gastrointestinal 

carcinogenesis and its clinical application  

研究代表者 

安井 弥 (YASUI WATARU) 

広島大学・大学院医歯薬学総合研究科・教授 

 研究者番号：40191118 



 

 

行 EMT に関わる多くの増殖因子・サイトカイ
ンのシグナルペプチダーゼによる分泌制御
は、癌の発生・進展において根幹をなすもの
と考えられる。分泌蛋白の大部分は、そのア
ミノ末端に約 10-20残基の疎水性アミノ酸か
らなるシグナルペプチド配列を持った前駆
体として合成される。これにより小胞体膜に
移動、局在した後に、シグナルペプチダーゼ
によって切断され、成熟分泌蛋白となり小胞
と細胞膜の融合・エンドサイトーシスを経て
細胞外に放出される。申請者らは、SAGE デー
タを基盤とした解析から、signal peptidase 
complex 18KDa (SPC18)が胃癌の進行度と関
連する発現態度を示すことを突き止めた。蛋
白プロセッシングシステムに注目するきわ
めて革新的なストラテジーであり、増殖因
子・サイトカインの広いスペクトラムを標的
とする根幹的診断、さらに治療の道が拓ける
ものと期待される。 
 
２．研究の目的 
蛋白プロセッシングシステムの中で、がんの
増殖や分化、血管新生、上皮・間葉移行 EMT
に関わる多くの増殖因子・サイトカインのシ
グナルペプチダーゼによる分泌制御は、癌の
発生・進展において根幹をなすものと考えら
れる。シグナルペプチダーゼ複合体は、５つ
のサブユニットからなり、その中で SPC18 お
よび SPC21が酵素活性を担っていると考えら
れているが、SPC の基質となる分泌蛋白の特
異性の詳細は不明である。さらに、消化管癌
はもちろんのことすべてのがんにおける SPC
の発現および機能については国内外で全く
報告はない。申請者らは、予備的検討におい
て SPC18 が TGFαの分泌促進を介して、胃癌
細胞株の増殖・浸潤を促進することを確認し
ている。そこで本研究は、消化管癌における
蛋白プロセッシングシステムの役割を明ら
かにするために、シグナルペプチダーゼの発
現および機能解析、がんの増殖・進展におけ
る標的分泌蛋白と miRNAによる制御機構を解
析し、消化管癌の分子病態の解明およびそれ
を診断・治療へ応用することを目的とする。
診断・治療標的として、蛋白プロセッシング
システムに注目するきわめて革新的なスト
ラテジーであり、増殖因子・サイトカインの
広いスペクトラムを標的とする消化管に対
する根幹的な治療展開が期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）蛋白プロセッシング分子の発現と局在
の検討 
 定量的 RT-PCR により、シグナルペプチダ
ーゼの５つのサブユニット（SPC12、SPC18、
SPC21、SPC22/23、SPC25）の発現を消化管癌
培養株および癌組織新鮮凍結サンプルを用
いて検討する。蛋白レベルの発現解析のため

に、全長 cDNA から蛋白を合成し、これを抗
原としてポリクローナル抗体を作成する。こ
れを用いて、培養細胞においては共焦点レー
ザー顕微鏡により詳細な細胞内局在を検討
する。臨床検体については、免疫染色にて多
数例を tissue microarray で検討し、臨床病
理学的事項との関連を解析する。 
（２）蛋白プロセッシング分子の標的分泌蛋
白の解析とその分子機構 
 SPC18 と SPC21 の発現ベクターを構築し消
化管癌細胞株に強制発現する。逆に、siRNA
処理により発現を抑制する。TGFα、TGFβ、
EGF、VEGF 等の代表的増殖因子・サイトカイ
ンの培養液中の濃度を ELISA 法で、mRNA 発現
レベルを定量的 RT-PCR 法で測定し、シグナ
ルペプチダーゼ強制発現による変化を検討
する。 
（３）蛋白プロセッシング分子の発現制御に
おける miRNA の役割 
 Human microRNA Targets 等の miRNA データ
ベースを用い、上記で同定した増殖因子、サ
イトカイン等の分泌蛋白をコードする遺伝
子からその制御をする可能性のある miRNAを
抽出する。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。シグナルペプチダーゼの発現
を制御する miRNA に関して、他のターゲット
遺伝子を探索する。 
（４）蛋白プロセッシング分子の制御による
細胞生物学的機能解析 
 消化管癌細胞株の SPC18 あるいは SPC21 強
制発現系および siRNA による RNA 干渉系を用
いて、細胞生物学的機能解析を行なうことに
より、治療標的となることを確認する。具体
的には、anchorage-independent growth、細
胞増殖、MTT アッセイ、ボイデンチャンバー
を用いた invasion アッセイ、wound healing
による migration アッセイ、薬剤抵抗性等に
関して検討する。 
（５）CAST 法で同定された新規分泌蛋白の蛋
白プロセッシング分子による分泌調節の解
析 
 申請者らは、食道癌および胃癌における分
泌蛋白の網羅的解析を CAST 法で行なってい
る。本研究と平行して検討を進め、見いださ
れた新規分泌蛋白に関しても、既知の増殖因
子、サイトカインの場合と同様に、シグナル
ペプチダーゼによる分泌の制御、前駆体の切
断の解析などを行なう。 
 
４．研究成果 
（１）蛋白プロセッシング分子の発現と局在
の検討 
 小胞体シグナルペプチダーゼ複合体(SPC)
のサブユニットの内、SPC1-18 と SPC-21 が酵
素活性を有しており、SPC18 の定量的 RT-PCR
解析では、40％胃癌症例で過剰発現が認めら



 

 

れ、ステージの進行、リンパ節転移と有意な
相関を示した。そこで、全長 cDNA から蛋白
を合成し、これを抗原としてポリクローナル
抗体を作成した。ウエスタンブロットではマ
イクロソーム画分に集積しており、免疫染色
では、正常胃粘膜上皮には発現は認められず、
胃癌では組織型によらず、22/99 例（26％）
で細胞質に陽性であった。さらに、SPC18 の
発現と粘液形質との関連解析では、SPC18 陽
性例は分類不能型に多く、腸型や胃腸混合型
には少ない傾向が認められた。陽性症例はス
テージの進行した症例で有意に高頻度に認
められ、進行癌症例に限ってみても SPC-18
陽性症例は陰性症例に比較して有意に予後
不良であった。SPC-18 の予後因子としての意
義を組織マイクロアレイ約 900例における解
析で確認した。 
（２）蛋白プロセッシング分子の機能解析お
よび標的分泌蛋白の解析 
 SPC-18 遺伝子を強制発現させた胃癌細胞
株(MKN-1-SPC-18)を準備し、増殖能、運動能、
浸潤能をそれぞれ、MTT assay, Wound healing 
assay, invasion assay で検討しコントロー
ル細胞株と比較したところ、いずれも有意に
促進された。さらに、SPC-18 強制発現株はコ
ントロールと比較して、SCID マウス皮下にお
ける腫瘍増殖スピードが有意に早かった。標
的分泌蛋白を同定する目的で、強制発現させ
た胃癌細胞株(MKN-1-SPC-18)とともに、
SPC-18 と SPC-21 の si-RNA を準備し、両 SPC
を発現している胃癌細胞株 KATO-III を処理
したところ、各々の SPC が発現抑制できるこ
とが確認された。これらを用いて、種々のサ
イトカインの変化を検討した。 
（３）蛋白プロセッシング分子 SPC18 の標的
サイトカインの解析 
 SPC18 陰性の MKN-1 細胞と SPC18 強制発現
細胞 MKN-1-SPC-18 ならびに SPC18 と SPC21
を共発現している KATO-III 細胞の si-RNA ノ
ックダウンシステムを用いて、標的サイトカ
インの検索を行なった。SPC18 の強制発現に
よって、培養上清への EGF および TGFαの分
泌が促進され、また、SPC21 ではなく SPC18
ノックダウンにより分泌が抑制された。
SPC18 の強制発現により、EGFR の活性化が確
認された。 
（４）microRNA によるサイトカインの制御お
よび CAST 解析 
 胃癌においてメチル化により発現抑制さ
れている miR-143 を同定した。TGFβは
miR-143 を誘導するが、一方で miR-143 は TGF
βの発現を抑制した。さらに、胃癌間質線維
芽細胞では miR-143 により versican の発現
が抑制されている可能性を示した。胃癌細胞
株および癌組織の CAST 解析により、いくつ
かの癌特異的分泌蛋白コード遺伝子を同定
した。  
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