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研究成果の概要（和文）：癌周囲低酸素環境が癌の悪性度に影響することが示唆されている。本研究は、低酸素環境が
癌関連線維芽細胞（CAF）と胃癌細胞との相互作用におよぼす影響について検討した。胃癌細胞とCAFを低酸素状態にて
共培養し、増殖能，遊走能、及び増殖因子受容体発現を検討した。その結果、低酸素はスキルス胃癌細胞のCXCR4発現
やCAFのCXCL12産生を亢進させ、CAF－スキルス胃癌細胞の相互作用を促進した。CXCR4阻害剤はこの相互作用を抑制し
た。以上のことから、低酸素環境はスキルス胃癌のCXCL12/CXCR4シグナルを増強し、CXCR4はスキルス胃癌の分子標的
であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the growth-signaling of gastric cancer (GC) cells in 
focus on the interaction with cancer-associated fibroblasts (CAFs) and gastric cancer (GC) cells under 
normoxia and hypoxia. Nine cell lines, including four diffuse-type GC cell lines, two intestinal-type GC 
cell lines, and three CAF cell lines were used. Cells were examined for expression CXCR4, FGFR2 and SDF1. 
CXCR4 expression by diffuse-type GC cells was significantly increased in hypoxia, while FGFR2 expression 
was decreased. FGFR2 inhibition significantly decreased the activity of CAFs for diffuse-type GC cells in 
normoxia but not in hypoxia. In contrast, CXCR4 inhibition significantly decreased the activity of CAFs 
in hypoxia. HIF1 siRNA significantly decreased both CXCR4 expression by diffuse-type GC cells and SDF1 
production by CAFs. These findings suggest that diffuse-type GC cells might switch their driver pathways 
from FGFR2 signaling to SDF1/CXCR4 axis through HIF1 in hypoxic microenvironments.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
胃癌は術後に腹膜転移などの再発が多い

ため治療成績は依然不良である。そのため胃
癌の病態解明と治療法の開発は現在におい
ても重要課題の一つである。申請者は癌細胞
と間質細胞との相互作用の観点から、胃癌の
増殖進展は癌細胞だけの特性で決定される
のではなく癌周囲微小環境が関与すること
を明らかにしてきた。癌微小環境は間質細胞
のみならず酸素状態や栄養状態などの因子
があり、これらの因子が癌組織にどのような
影響を与えているのかを検討する必要があ
る。一般に固形腫瘍は、癌細胞の増殖が進む
と自らの過剰な酸素消費や血流配分の異常
によって、癌微小環境に低酸素状態が生じる。
最近、国内・国外において低酸素環境におけ
る癌難治性の研究が始められるようになり、
低酸素微小環境下の癌細胞は難治癌の原因
の一つと考えられるようになってきた。しか
しながら、胃癌細胞の低酸素による悪性形質
獲得の機序はほとんど研究されておらず、ま
た低酸素環境の分子機構を標的とした癌治
療薬は臨床開発されていない。 
 
２．研究の目的 
上記の背景にもとづいて、癌低酸素微小環

境における胃癌の悪性形質獲得機序を癌細
胞のみならず癌細胞―間質細胞相互作用や
癌幹細胞の観点から解明し、その機序に立脚
した低酸素環境特異的な分子を標的とした
胃癌治療法開発を本研究の目的とした。すな
わち、①細胞株を用いて低酸素環境における
胃癌細胞の特性を解析する。細胞株には胃癌
細胞、間質細胞、低酸素耐性胃癌細胞を用い
て、低酸素環境下の間質細胞－胃癌細胞間相
互作用を解明する。②低酸素微小環境におけ
る胃癌細胞の特性に基づいた新規治療法の
開発を行う。FGFR2 阻害剤あるいは TGFβ
R 阻害剤を用いて、低酸素微小環境における
胃癌悪性形質獲得に対する抑制効果を明ら
かにする。さらに種々のシグナル抑制剤を用
いて低酸素環境における抑制作用を明らか
にする。③低酸素状態の胃癌の特性を明らか
にする。すなわち、胃癌標本を用いて CA-9
低酸素マーカーの臨床病理学的意義を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1)低酸素環境における胃癌細胞の特性の解
析. 胃癌細胞株 (OCUM-2M, OCUM-2MD3, 
OCUM-2D, OCUM-8, OCUM-12, MKN45, MKN74), 
低酸素耐性株 (OCUM-2MD3/Hypo, 
OCUM-12/Hypo)を用いて低酸素の影響を検討
した。OCUM-2M, OCUM-2MD3, OCUM-2D, OCUM-8, 
OCUM-12 はスキルス胃癌細胞株である。 
①急性低酸素環境の検討：胃癌細胞株を 1%O2
状態で培養し、EMT、増殖能、浸潤能を検討。 

②低酸素耐性胃癌細胞株を親株と比較解析
する。低酸素耐性株を樹立し、耐性株の細胞
形態、増殖能、接着能、浸潤能を検討。間接
着因子 Z0-1、Z0-2、E-cadherin の発現を検
討。 
③耐性株の転移能: ヌードマウスの胃壁に
耐性株を接種し転移形成を検討する。 
(2)胃癌組織低酸素環境の臨床病理学的意義 
 低酸素状態で誘導される carbonic 
anhydrase-9 (CA-9)および hypoxia 
inducible factor-1 （HIF-1）を指標に、胃
癌組織における低酸素状態とその臨床病理
学的意義について検討する。胃癌手術標本パ
ラフィン包埋切片を用い、抗 CA-9 抗体、抗
HIF-1 抗体による免疫組織学的染色を行い、
CA-9やHIF-1陽性で示される低酸素状態の臨
床病理学的意義を検討する。 
(3) 低酸素環境における胃癌細胞と癌関連
線維芽細胞(CAF)との相互作用: 胃癌細胞と
CAF を低酸素状態にて共培養し、増殖能，遊
走能、増殖因子産生、及び増殖因子受容体発
現を検討した。また、種々の増殖因子シグナ
ル阻害剤の有効性を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)低酸素耐性胃癌株は、親株に比し EMT を
示し、増殖能、接着能、浸潤能、マウス転移
能とも増加していた。耐性株を 1%酸素下で
培養してもアポトーシスは少なかった。転移
関連遺伝子では、耐性株にのみ MMP-2 の発
現を認めた。ZO-1, ZO-2, E-cadherin の接着因
子は低酸素下で発現が減弱した。それぞれの
細胞株を胃壁に移植すると、親株組織は壊死
組織を広範に認め、一方耐性株組織では壊死
組織をほとんど認めなかった。慢性的低酸素
環境は、EMT や浸潤能を促進させることで癌
の悪性化を増強していることが示唆された。
EMT や浸潤能の促進には、ZO-1, ZO-2, 
E-cadherin の接着因子の発現の減弱や MMP-2
の発現の増加が関与している事が示唆され
た。今回樹立された低酸素耐性細胞株は癌細
胞の低酸素環境の解明に有用な細胞株であ
ると考えられた。 
(2)抗CA-9抗体による胃癌 265例の免疫組織
学的染色を行った。胃癌265例中88例がCA-9
陽性であった。CA-9 発現は、4 型で 60%、未
分化癌で 41%、進行癌で 43%、リンパ節転移
陽性で 45%、リンパ管侵襲陽性で 43%と有意
に高頻度であった。予後因子についての単変
量解析では CA-9 の発現は予後に有意に相関
していたが、多変量解析では有意な独立した
予後因子ではなかった。CA-9 の発現は overall 
免疫染色の実験では、さまざまな因子と CA-9
の発現が関わりを示し、腫瘍の悪性度との関
係を示唆された。化学療法や放射線療法の抵
抗性を示す低酸素の状態に CA-9 が関わって
いる可能性があり、今後 CA-9 をコントロー



ルすることで治療効果を向上させる可能性
が示唆された。 
(3) 癌 関連線 維芽細胞 (CaF-45, CaF-53, 
CaF-58)を用いた。通常酸素ではスキルス胃癌
細胞株は CAF と共培養することで、増殖能
は 1.3 倍、遊走能は 1.4 倍に増加した。さら
に、低酸素では SGC は CAF と共培養するこ
とで増殖能は 1.6 倍、遊走能は 2 倍に増加し
た。低酸素環境は CAF のスキルス胃癌細胞
増殖・浸潤促進作用をさらに亢進させた。
PT-PCR，Western blot では低酸素はスキル
ス胃癌細胞株の CXCR4 発現を亢進させ、
ELISAではCAFのCXCL12産生を亢進させ
た。HIF-1αsiRNA により HIF-1αを抑制す
ることで、スキルス胃癌細胞株の CXCR4 発
現は低下し、CAF の CXCL12 産生は低下し
た。CXCR4 阻害剤は低酸素環境において有
意にCAFの増殖、遊走促進作用を抑制した。
以上のことから、低酸素環境にてスキルス胃
癌細胞株の CXCR4 発現が亢進し、また CAF
が産生する CXCL12 が促進され、HIF1αを
介してスキルス胃癌細胞の CXCL12/CXCR4
シグナルが増強される事が明らかになった。
CXCR4 阻害剤はスキルス胃癌に対する新規
分子標的治療剤である事が示唆された。 
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