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研究成果の概要（和文）：スキルス胃癌は難治性の癌である。スキルス胃癌難治性の病態を癌幹細胞のオートフ
ァジーの観点から解明することを目的とした。スキルス胃癌幹細胞は、LC3A、LC3Bの発現が高く、オートファジ
ーが亢進していた。また、酸化ストレスによりオートファジーが誘導された。クロロキンを用いてオートファジ
ーを抑制することにより癌幹細胞増殖が有意に抑制された。また、胃癌組織のLC-3、beclin-1、p62の発現を評
価した結果、オートファジーは、スキルスや転移と相関していた。以上から、スキルス胃癌癌幹細胞はオートフ
ァジーが関連しており、オートファジー抑制により癌幹細胞の増殖や転移が抑制されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Scirrhous gastric cancer is a refractory cancer. The aim of this study was 
to elucidate the intractable mechanisms of the scirrhous gastric cancer intractable from the 
viewpoint of autophagy of cancer stem cells. The expression of LC3A and LC3B was high in cancer stem
 cells of scirrhous gastric cancer. Autophagy was induced by oxidative stress. The proliferation of 
cancer stem cells was significantly inhibited by chloroquine. The expression of p62, LC-3, beclin-1 
of the gastric cancer tissue was correlated with skills and metastasis. These findings suggested 
that autophagy was associated with the cancer stem cells of scirrhous gastric cancer, and suggested 
that autophagy inhibitor, chloroquine, might be useful for the inhibition of cancer stem cells.

研究分野： 腫瘍外科
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１．研究開始当初の背景 
スキルス胃癌は急速広範に増殖浸潤し、診

断時にはすでに進行癌でかつ高頻度に腹膜転
移やリンパ節転移を伴うことが多い。したが
ってスキルス胃癌は根治手術不可能であるこ
とが多く、また抗癌剤の有効性も低いため、
他型の胃癌に比し極めて予後不良である。こ
のことから、スキルス胃癌の病態解明と治療
法開発は胃癌診療の重要課題となっている。
最近、癌組織は幹細胞能力と腫瘍形成能力を
あわせもつ少数の癌幹細胞により形成・維持
されていることが明らかにされ、癌治療開発
の重要な視点に癌幹細胞の解析が重要視され
ている。癌幹細胞は、腫瘍細胞供給の中心的
役割を担うのみならず、抗癌剤や放射線に対
する抵抗性、癌転移にも重要な役割を果たす
(Nature, 2001)。すなわち抗癌剤や低酸素、低
栄養状態によって多くの癌細胞は消退しても
癌幹細胞は残存し、再発や転移などの難治性
の原因となる。申請者らは、スキルス胃癌の
腹膜転移や抗癌剤耐性、低酸素耐性などの難
治性の病態に、癌幹細胞が深く関与している
ことを明らかにしてきた（Cancer Science, 2009, 
Br J Cancer. 2010, Br J Cancer. 2013）。また従
来の研究から、スキルス胃癌の増殖進展には
周囲微小環境（ニッチ）との相互作用が重要
で,ニッチ細胞の一つである線維芽細胞の産
生するTGF-βが胃癌胞の悪性化や幹細胞性維
持に関与することを明らかにした(Int J Cancer 
2013, J Natl Cancer Inst 2009)。これらの研究成
果から、スキルス胃癌難治性には癌幹細胞が
深く関与し、その病態解明と治療開発にはス
キルス胃癌幹細胞の解析が必要であるという
着想に至った。 
オートファジー (Autophagy；自食作用)は正

常細胞恒常性に作用する一方、癌の発生進展
にも関与する。種々の固形癌で、オートファ
ジーの関与が報告されており、癌初期では抑
制的に作用し、癌進行期には促進的に作用す
ると報告されている。癌の増殖進展において、
癌幹細胞はアポトーシスがおこらず、オート
ファジーの誘導が生存機構として働き治療抵
抗性に関与することが報告されている。低酸
素、低栄養状態での癌幹細胞維持メカニズム
は、癌悪性度と密接に関連しているが、その
機構にオートファジーが関与していることが
推察される（Science. 2011）。事実、我々の検
討で、癌幹細胞様SP細胞のオートファジーを
検討したところ、SP細胞はLC3-IIで示される
オートファジーが亢進していること、一方低
酸素状態ではオートファジーが抑制されてい
る知見が得られ、癌幹細胞のオートファジー
が難治性癌に関与しその制御が治療対象とな
ることが推察された。 
 
２．研究の目的 
スキルス胃癌難治性の病態を癌幹細胞オ

ートファジーの観点から解明し、スキルス胃
癌の転移や抗癌剤耐性に対する治療を開発
することを目的とする。 

 
癌幹細胞は、自己複製能と多分化能を持ち、

癌の増殖や浸潤だけでなく、転移再発にも大
きな役割を担っていると報告されている。近
年、オートファジーが癌細胞の生存に大きく
かかわることが報告されているが、癌幹細胞

におけるオートファジーの意義に関する報
告は少ない。今回、我々は胃癌細胞株を用い
て、癌幹細胞が多く存在する Side Population 
(SP)分画を分離し、癌幹細胞におけるオート
ファジーの意義を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
材料： スキルス胃癌細胞株 (OCUM-2M, 
OCUM-2D3, OCUM-12)およびそれぞれの癌
幹細胞様 SP 細胞(OCUM-2M/SP, 
OCUM-2D3/SP, OCUM-12/SP)を用いる。 
 
（１）スキルス胃癌の癌幹細胞様 Side 
Population (SP)細胞に発現・低下するオートフ
ァジー分子の解析 
 スキルス胃癌の癌幹細胞のオートファジ
ーについて Side Population (SP)細胞を用いて
明らかにする。申請者らは、スキルス胃癌細
胞の SP 細胞を分離・同定する方法を既に確
立している(Cancer Science, 2009)。すなわち
Hoechst33342 添加後セルソーターの BD-LSR
もしくは FACS-Vantage (Becton Dickinson)を
用いベラパミルの有無によるゲーティング
のもとソーティングし分離された SP 分画の
細胞集団に癌幹細胞の性格を有する細胞が
多く含まれていることを明らかにしている。
今回 SP 細胞濃縮を行い、SP 細胞と non-SP
細胞を分離し、LC3、Beclin-1、p62/SQSTM1
発現を蛍光染色、RT-PCR および western blot
にて解析を行い、癌幹細胞に特異的に発現・
低下するオートファジー関連分子を比較解
析する。 
 
（２）低酸素、低栄養、酸化ストレス環境に
おけるスキルス胃癌幹細胞のオートファジ
ーの検討 
 癌環境には様々な環境因子が介在してい
る。急性と慢性の低酸素状態や、飢餓状態、
酸化ストレスなどが癌細胞に対して異なっ
た影響をおよぼしている可能性がある。従っ
て、種々の環境因子がスキルス胃癌幹細胞の
オートファジーにおよぼす影響を下記の如
く検討する。 
① 低酸素環境における検討：胃癌細胞株を

1％O2 の急性低酸素状態に５日間培養し、
癌細胞のオートファジーを検討する。オ
ートファジーに誘導されるLC3、Beclin-1、
およびオートファジーで消費消失する
p62/SQSTM1 を蛍光染色、RT-PCR およ
び western blot にて確認する。また、慢
性低酸素環境における影響として、低酸
素耐性胃癌細胞株を樹立しその性状が
癌幹細胞に類似していることが明らか
になったため、低酸素耐性株のオートフ
ァジーを同様に、LC3、Beclin-1、
p62/SQSTM1 発現を検討する。 

② 低栄養、酸化ストレス環境： 低栄養と
して無グルコース培養、酸化ストレスと
して H2O2(1.5 mM)投与培養をそれぞれ
行い LC3、Beclin-1、p62 発現を検討する。 

 
 
（３）胃癌標本を用いたオートファジーの臨
床病理学的意義 
 オートファジーで誘導あるいは分解され



る分子 LC3、Beclin-1 や p62/SQSTM1 を指標
に、胃癌組織のオートファジーとその臨床病
理学的意義について検討する。胃癌６００例
の手術標本パラフィン包埋切片を用い、抗
LC3 抗体、抗 Beclin-1 抗体、抗 p62/SQSTM1
抗体による免疫組織学的染色を行い、オート
ファジーの臨床病理学的意義を検討する。 
 
（４）癌幹細胞のオートファジーを標的とし
た治療薬の開発 
 癌幹細胞の生存維持が、オートファジーに
依存していることから、癌幹細胞のオートフ
ァジー制御が治療標的となりうることを示
唆している。オートファジー阻害剤（ヒドロ
キシクロロキン）を使用する。 
増殖に及ぼす影響:癌幹細胞増殖能を MTT 
assay や細胞数算定、Thymidine up-take assay
により行う。 
オートファジーに及ぼす影響: LC3、Beclin-1、
p62 の発現を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）胃癌細胞株 OCUM-2MD3 および

OCUM-12 を用いて、FACScan にて SP 分画を
ソーティングし、OCUM-2MD3/SP および
OCUM12/SP とした。オートファジー関連分
子 LC3A、LC3B、mTOR、ULK1 発現を RT-PCR
により親株と比較検討した。癌細胞のオート
ファジーLysotracker を用いた蛍光顕微鏡によ
り評価した。また、癌細胞の酸化ストレス
（ROS）状態を評価した。オートファジー抑
制剤（クロロキン）による細胞増殖抑制効果
についても検討した。その結果、SP は親株に
比し造腫瘍性や転移能が高く、癌幹細胞が多
く含まれていることが示された。この SPは、
オートファジー関連分子 LC3A、LC3B の発現
が高く、オートファジーが亢進していた。ま
た、SP は ROS 産生が抑制されており、酸化
ストレスによりオートファジーが誘導され
た。クロロキンを用いてオートファジーを抑
制することにより SP の増殖が有意に抑制さ
れた。SP 細胞は通常細胞株と比較し、ストレ
ス環境（グルコース欠乏、アミノ酸欠乏、血
清欠乏）に有意に高い生存率を示した。オー
トファジー阻害剤により SP 分画は減少し有
意に増殖能が抑制された. 
 
（２）胃癌手術症例を用いて免疫組織学的染
色により LC-3、beclin-1 の発現を評価し、臨
床病理学的背景、予後について検討した。ま
た胃癌細胞株 2MD3を用いてストレス環境に
おける LC3A、LC3B、beclin-1 発現について
リアルタイム rt-PCR 法で検討した。その結果
LC-3 陽性は 79 例(%)、beclin-1 強陽性は 130
例(%)であり、そのうちオートファジー陽性
は 38 例(%)であった。LC3 陽性例、beclin1 陽
性例とそれぞれ陰性群の間で臨床病理因子
に関して比較を行ったところ、分化型、高深
達度、浸潤増殖様式、リンパ管侵襲、静脈侵
襲に関して有意に相関が認められた。5 年生
存率に関しては、LC3 陽性例、beclin1 陽性例
ともに陰性例と比較すると有意に生存率の
低下を認めた。また、LC3 陽性例、beclin1 陽
性例の生存に関する単変量解析では有意差

を認めたが、多変量解析においては、独立予
後因子とはならなかった。リアルタイム
rtPCR法ではストレス暴露24時間後において、
栄養飢餓（グルコース欠乏もしくはアミノ酸
欠乏）条件で LC3A、LC3B、beclin-1 発現が
亢進していた。 
 
（３）p62/SQSTM1（以下 p62）はオートファ
ジーにより選択的に分解される蛋白である。
胃癌における p62 発現について検討を行った。
その結果、p62 陽性は 123 例、陰性 419 例で
あった。両群間で臨床病理因子に関して比較
を行ったところ、スキルス型、低分化型、T2
以深、リンパ節転移、腹膜転移、腹水細胞診
陽性、浸潤増殖様式、リンパ管侵襲、脈管侵
襲、腫瘍径 5cm 以上に関して相関関係が認め
られた。5 年生存率に関しては、陽性例は陰
性例と比較すると有意(69.8%：53.9%、
P=0.0012)に生存率の低下を認めた。また胃癌
症例全体の多変量解析においては独立予後
因子とはならなかったが、リンパ節転移陽性
ステージ II/III 症例においてはスキルス型、脈
管侵襲に加え p62 陽性が独立した予後因子と
なった。リアルタイム rtPCR での胃癌細胞株
における p62 の mRNA 発現の解析では
ocum12 が他の細胞株と比較し有意に高かっ
た。また、グルコース飢餓における p62 の蛋
白発現を ocum12 を用いてウェスタンブロッ
トにて解析すると、グルコース飢餓 24 時間
後において p62 の発現は低下していた。 
以上から、癌幹細胞の増殖にはストレスやオ
ートファジーが関連しており、オートファジ
ーを抑制することにより癌幹細胞の増殖や
転移が抑制されることが示唆された。 
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