
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(B)

2014～2012

治療耐性・癌幹細胞克服に向けた消化管癌の新規診断・治療標的の包括的同定と展開

Comprehensive identification of new diagnostic and therapeutic targets of the 
esophago-gastric cancer to overcome therapy-resistant cancer stem cell and its 
clinical application

４０１９１１１８研究者番号：

安井　弥（YASUI, WATARU）

広島大学・医歯薬保健学研究院・教授

研究期間：

２４３９００８８

平成 年 月 日現在２７   ６   ３

円    14,400,000

研究成果の概要（和文）：治療耐性・癌幹細胞に関連する消化管癌の新規診断標的について、CAST法による網羅的遺伝
子解析から、TM9SF3, ZDHHC14, FKTN, PCDHB9, BST2等を同定し、機能解析にから治療標的になり得ることを明らかに
した。胃癌の癌幹細胞マーカーの内、ALDH1が未分化型胃癌の転移に重要である可能性を指摘した。癌の不均一性によ
ってもたらされる治療抵抗性に関わる新たな標的が同定され、その克服と診断・治療への応用に大きく貢献するものと
今後の展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：As candidate diagnostic targets of esophago-gastric cancers associated with 
therapy-resistant cancer stem cells, TM9SF3, ZDHHC14, FKTN, PCDHB9, BST2, etc. were identified through 
comprehensive gene expression analysis using CAST method. The functional analysis revealed that they were 
possible therapeutic targets. Of the cancer stem cell markers of gastric cancer, ALDH1 was pointed out 
the possibility to play a role in metastasis of undifferentiated type gastric cancer. These findings will 
contribute to the application to the diagnosis and treatment for therapy-resistant cancer having tumor 
heterogeneity.
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１．研究開始当初の背景 
食道扁平上皮癌と胃癌は日本、中国、韓国等
の東アジアに高頻度に発生することから、わ
が国において分子病態の解明とそれを基盤
とした診断・治療開発を行なうべき代表的な
腫瘍である。種々のレベルの“Omic	
 study”
を包括し、癌の発生・進展機構の全貌を把握
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。多くの分子標的治
療薬が開発され肺癌や大腸癌などに導入さ
れているが、胃癌では本年 3 月に HER2 を標
的とした Trastuzumab が承認されたのみであ
り、食道癌に対する分子標的治療薬は全くな
い。われわれはこれまでに、SAGE 解析により
多くの新規診断・治療標的となる候補遺伝子
を同定してきた。細胞表面膜蛋白あるいは分
泌蛋白は、治療標的、血清診断標的として有
用 で あ る 。 CAST	
 (Escherichia	
 coli	
 
ampicillin	
 secretion	
 trap)法は、この膜蛋
白・分泌蛋白のみを網羅的に効率良く同定す
る方法である。一方、癌幹細胞が抗癌剤抵抗
性・放射線抵抗性および癌の進展・転移に関
与することが指摘されている。すべての腫瘍
細胞を死滅させるには、この癌幹細胞を特定
して、治療の標的にする必要がある。	
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、食道癌、胃癌の癌幹細胞の
特性を把握した上で、治療耐性克服に向けた
診断・治療標的を包括的に同定し、新しい治
療感受性診断系を確立することであり、最終
目標は癌幹細胞を標的とした治療開発であ
る。本研究では、まず胃癌および食道扁平上
皮癌（組織および細胞株）について、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・分泌蛋白コード遺伝子を同
定する。同定された遺伝子については、組織
切片レベルで発現を検討とともに、強制発現
系およびノックダウン系により、増殖・浸潤
に及ぼす影響のみならず、抗癌剤および放射
線照射への感受性・耐性、癌幹細胞マーカー
との関連について検討する。同定された新規
分子については、免疫染色あるいは血清測定
系による診断への実践導入の可能性を多数
臨床検体を用いて検証する。これにより、上
部消化管癌の発生・進展の分子機構、癌幹細
胞の分子基盤の解明に資するとともに、癌の
不均一性によってもたらされる治療抵抗性
に関わる新たな標的が同定され、その克服と
診断への応用に大きく貢献できるものと期
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 法による網羅的発現遺伝子解析：
膜蛋白・分泌蛋白コード遺伝子の網羅的解析
は CAST 法(Cancer	
 Res	
 65:8209,	
 2005)で行
う。胃癌および食道扁平上皮癌とそれぞれの

正常粘膜の新鮮凍結組織、スキルス胃癌細胞
株（HSC-44PE,	
 44As3）、胃癌細胞株 MKN-74
（親株と消化管癌の標準的抗癌剤 5-FU 耐性
株）等から抽出した mRNA を材料にランダム
プライマーを用いて逆転写反応を行い、
first	
 strand	
 cDNA、second	
 strandを合成し、
pCAST	
 vector にライゲーション、コンピテン
トセル DH10B に導入し、CAST ライブラリーと
する。これをアンピシリン含有 LB 培地にて
培養し、アンピシリン耐性の陽性コロニーを
採取、シークエンスにより発現遺伝子を同定
する。それぞれ 1000 クローン以上の解析が
終了した時点で癌と正常粘膜あるいは異な
る癌の 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 14 種類の正常臓器とそれぞれ 10 例程
度の食道癌・胃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 症例の食道癌および胃癌組織
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。	
 
(2)	
 	
 同定した新規遺伝子の機能解析：分子
細胞生物学的な機能解析を行ない癌細胞の
特性を規定するものかどうかを検討する。遺
伝子の強制発現系、RNA 干渉系を用い、機能
解 析 と し て 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、
抗癌剤抵抗性等に関して検討する。	
 
(3)	
 	
 組織・細胞レベルでの発現と癌幹細胞
マーカーとの共局在：抗体が入手可能なもの
では蛋白レベルでの発現確認を行う。抗体の
ないものは、GST 融合蛋白質を用いて抗体を
作成し、蛋白発現解析をする。40 例程度の胃
癌、食道癌について免疫染色を行ない、CD44,	
 
CD133,	
 ALDH1,	
 OLFM4 を含む癌幹細胞マーカ
ーとの局在を比較検討する。さらに、胃癌細
胞株（TMK-1、MKN シリーズ、HSC シリーズ）
および食道癌細胞株（TE シリーズ）を用いて、
蛍光重染色にて共局在を検討する。臨床検体
における免疫染色は、組織アレイによって多
数症例について発現を解析し、癌の臨床病理
学的事項や予後等との関連を検討するとと
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。さらに、抗
癌剤治療（主として 5-FU）が行われ治療成績
の判明している数百例の臨床例について、同
様に免疫染色を行い、治療成績との相関を解
析する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(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発現と機能解析	
 
	
 TM9SF3：スキルス胃癌組織およびスキルス
胃癌細胞株（HSC-44PE と 44As3（HSC-44PE 由
来高腹膜転移株））についてそれぞれ 1632、
1152、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，TM9SF3、



ZDHHC14 等をリストアップした。TM9SF3 は、
免疫染色および定量的 RT-PCR による発現解
析において胃癌の約 20％で過剰発現してい
た。ふたつの異なるコホート（広島コホート
および横浜コホート）において TM9SF3 の高
発現は低分化非充実型胃癌患者の予後と有
意に相関していた。さらに機能解析によって、
細胞の浸潤に関わることが明らかとなった。	
 
	
 ZDHHC14：脂質修飾のひとつであるパルミ
トイル化は、Ras や G 蛋白質など多くのシグ
ナル伝達に関わる酵素に見られるが、
ZDHHC14 は、このパルミトイル化酵素と考え
られている。ZDHHC14 は 44As3 で高発現して
おり、siRNA によるノックダウンで細胞の浸
潤、運動、接着が抑制された。同時に、イン
テグリンα5β1およびMT4-MMPの発現が抑制
された。臨床検体では、ZDHHC14 の発現とス
テージの進行に有意な相関が見いだされた。	
 
	
 FKTN：胃癌細胞株（MKN-1、HSC57）に対す
る CAST 法による癌特異的分泌蛋白コード遺
伝子の発現解析から、両細胞株に共通して高
発現する遺伝子として、FKTN を同定した。
FKTN は fukutin 蛋白をコードしており、福山
型先天性筋ジストロフィーの原因遺伝子で
ある。fukutin はシグナルシークエンスを有
し、分泌蛋白質であり、細胞ではゴルジに局
在する。FKTN・fukutin の過剰発現は、定量
的 RT-PCR では 32％（9/28）、免疫染色では
43％（297/695）の胃癌で認められ、fukutin
陽性例は、高分化腺癌に多く、深達度、リン
パ節転移と有意な相関が認められた。さらに
胃癌細胞株を用いた FKTN ノックダウン系に
よる機能解析において、浸潤能には影響はな
かったが、細胞増殖が有意に抑制された。胃
癌の新しい診断・治療標的である可能性が示
された。	
 
	
 PCDHB9：胃癌細胞株（MKN-1、MKN-28）に
対する CAST 法による癌特異的膜蛋白コード
遺伝子解析および種々の癌組織と正常組織
における qRT-PCR 解析により、癌にほぼ特異
的 に 発 現 す る 遺 伝 子 と し て PCDHB9	
 
(Protocadherin	
 beta-9)を同定した。PCDHB9
は、カルシウム依存性細胞接着分子である。
PCDHB9 は、胃癌・食道癌では過剰発現するが、
種々の正常臓器では発現が殆ど見られなか
った。臨床症例における PCDHB9 の発現は癌
の進行と相関し、PCDHB9 陽性例は陰性例に比
較して有意に予後不良であった。胃癌および
食道癌細胞株を用いた機能解析により、
PCDHB9 は癌細胞の浸潤・運動・接着に関与す
ることを見いだした。消化管癌の新しい診
断・治療標的となる可能性が明らかとなった。	
 
(2)	
 胃癌における癌幹細胞の解析	
 
	
 胃癌症例について、癌幹細胞のマーカーで
あるALDH1、CD44、CD133の発現を検討した。
それぞれ、55％、62％、9％の症例で発現が確
認され、いずれもステージの進行と相関して
いた。多変量解析によってCD44とCD133はどち
らも独立した予後因子であることが明らかと
なった。さらに、これらのマーカーの発現を

胃癌原発巣と転移巣で比較検討したところ、
ALDH1の発現に関し分化型では差は認められ
なかったものの、未分化型胃癌においては、
原発巣では43％に発現が認められたのに対し
、転移巣では75％に発現しており、両者に有
意差が認められた。	
 
(3)	
 抗癌剤耐性癌細胞株に対する CAST 法に
よる網羅的遺伝子の発現解析	
 
胃癌細胞株 MKN-74（親株と消化管癌の標準的
抗癌剤 5-FU 耐性株）を対象とした CAST 法に
より、親株で過剰発現し、5-FU 耐性株では発
現が低下する遺伝子として BST2	
 (Bone	
 
marrow	
 stem	
 cell	
 antigen	
 2)を同定した。
胃癌の約 30％で過剰発現し、がんの進行と相
関することを見いだした。一方、細胞生物学
的検討により、BST2 は EGFR/ERK を介して癌
細胞の増殖・浸潤に関与するとともに、siRNA
によるノックダウンで 5-FU 耐性が惹起され
ることを明らかにした。さらに、臨床検体を
用いた検討で、術後 S-1/5-FU 療法が施行さ
れた症例では、BST2 低下例が予後不良の傾向
にあった。	
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