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序論 

 

1. がん ～悪性新生物～ 

人間にとって健康に生き、病とは無縁に寿命を全うすることは何よりも幸福なことであ

る。しかし実際は、様々な内的・外的要因により、一生の間に何らかの疾患を患い、最悪の

場合死に至ることがある。その中でとりわけ先進国において死因の上位に位置する疾患が

悪性新生物、すなわちがんである。2017 年時点で全世界の死因において、がんは心血管疾

患に続いて 2 位、956 万人が命を落としている重篤な疾患である[1]。我が国にいたっては、

がんは 1981年に心血管疾患を抜いて以来今日に至るまで、不動の死因 1位に鎮座し続けて

いる[2]。2017年には 37万以上の人々ががんによって命を落としており、我が国にとって最

も忌むべき疾患である[2]。その上、全世界でがんにより命を落とす患者の割合は年々増加

している。1990年では全死因の約 12%であったが、2017年では全死因の 17%を占めるまで

に至り、今後も増えていくと予想される[1]。この背景には、がんの罹患経路が関係してい

る。細胞は本来、恒常性を保ちつつ増殖をしており、紫外線や化学物質などにより細胞に何

らかの異常が生じた場合、修復機構が働き細胞の状態をもとに戻す機能が備わっている。そ

れが何かの弾みで修復されずに細胞に異常が残り、箍が外れ無秩序に際限なく増殖を繰り

返すようになることがある。これががんである。近年、医療の進歩により平均寿命が年々延

びているが、このことは裏返せば、それだけ身体に対して紫外線や化学物質によるダメージ

を修復する回数が増えるということである。故に、自然と修復機構に綻びができる確率が上

がるということは至極当然である。今後も医療の進歩が続き、平均寿命が延びる可能性が高

いことを考えると、がんによる死亡者は増え続けることが予想される。ここにがんという疾

患を治す意義がある。 
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2. 胃がん 

がんは、がん腫、肉腫、白血病、リンパ腫、神経膠腫、悪性黒色腫など様々な種類が存在

する[3]。そのうち胃がんは世界的に見ても主要ながんの１つであり、患者数 5位、死亡数 3

位に位置するがんである[4]。特にアジアにおいて代表的ながん種であり、日本でも、罹患率

2 位、死亡率 3位とともに上位に位置するがん種である。胃がんは、プロモーターの 1つで

ある塩分を含む食材を好んで摂取してきた日本人にとって、特に主要ながん種の 1 つであ

る。胃がんの原因として古くから知られているものとして、ヘリコバクター・ピロリ菌の感

染が挙げられる[5]。しかし、近年では除菌が可能になったことで胃がんを予防できるよう

になり、その罹患率は年々下降傾向にある。しかし、除菌までに既に菌からの刺激に暴露さ

れ続け、がんを発症しつつある人、既に罹患した人、若年性の胃がんに罹患した人は未だ多

く、有効な治療法の確立が急務である。 

胃がんには複数の種類があり、臨床では様々な分類法が確立している[6]。最も古いもの

が 1901 年に報告された肉眼型分類の Borrmann 分類であり、現在も使用されている[7]。こ

の分類法では胃がんをⅠ型からⅣ型の 4 群に分別するが、それぞれの群と分化型に相関があ

り、Ⅰ型からⅣ型にかけて分化度が低いがんの割合が増えるとされている。また、1965年に

報告された進行胃がんの進展様式によって分類する Lauren 分類も現在使用されている[8]。

この分類では進行胃がんを腸型がん（intestinal 型）、びまん性胃がん（diffuse 型）およびそ

の他で分けることが出来る。この分類に関しても分化型に関係していると考えられており、

intestinal型は分化度が高く、diffuse型は分化度が低いとされている。それ以外にも胃粘液を

構成する上皮細胞の違いで 3 種類に分類する方法[9]、胃がんの進展の違いで 2 種類に分類

する方法[10]等が存在する。このように臨床において胃がんの分類方法は確立しているが、

基礎研究においても近年、分類法が報告された。具体的には、2014年の The Cancer Genome 

Atlas Research Network からの報告により、患者間で 4 つの種類に分類できることが提唱さ

れた[11]。具体的には、エプスタインバーウイルス陽性（Epstein-Barr virus: EBV）、マイクロ
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サテライト不安定性（microsatellite instability: MSI）、ゲノム安定性（genomically stable: GS）、

染色体不安定性（chromosomal instability: CIN）の 4種に分類できる。MSIは遺伝子変異が多

く、CIN は染色体のコピー数が多いなど、それぞれ特徴を有しており、それらを標的とした

治療法の開発が進められている。 

 

3. がんの治療法 

がんの歴史は非常に古く、最古のものは約 170万年前まで遡る。この時代に生きていたヒ

トに骨肉腫が確認され、2016年に報告されたこの発見は大きな話題を呼んだ[12]。疾患とし

ての歴史はこれほどまでに古いものの、自身の正常な細胞からできるというがんの性質上、

治療法の確立は近代に至るまで困難を極めた。しかしながら、近年では科学技術の発達によ

り様々な治療法が確立されている。今日のがんの主流な治療法は、手術療法、放射線療法、

薬物療法の 3種類に大別される[3]。 

手術療法は、がんの部分を直接取り除く、古来より行われてきた最も直接的な方法である。

歴史的に見れば、日本では華岡青洲が文化元年（1804年）10月に、自身が受け持った 4例

目の乳がん患者に対し、通仙散による全身麻酔下で乳がんの外科的手術を行っている[13]。

直接的にがんを除去する手術療法は、がんの中でも特に、腫瘍を形成するような固形がんに

最も有効であるとされている。しかしながら、ある程度まで進行したがんでは、がん細胞と

正常細胞が複雑に混在していること、転移能や浸潤能を獲得していること、患者の体力が著

しく消耗しており手術に耐えられない可能性があることなどの理由で切除不能になること

がある。また、血液がんなどに対しては、そもそも血液は全身を循環しているものなので、

外科的療法は適応できない。 

放射線療法は、高エネルギーの放射線をがんに直接照射することで、がんを死滅させる方

法である。1895年 11 月 8日にレントゲンが X 線を見つけて以来[14]、発見当時からその性

質が注目され診断から治療まで幅広く応用されてきた。がんに対する放射線療法もその過
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程で見出された治療である。放射線療法なら、患者の身体にメスを入れることなく、がんを

集中的に攻撃することができる。しかしながら、がんの部分のみに焦点を当て治療すること

が困難であるという問題がある。例えば、がんの種類や進行度によって、がんが正常細胞と

混在する状態を維持している場合、がんに焦点を当てたとしても正常細胞も放射線の巻き

添えを食う形になる。また、画像診断によりがんの病巣を特定し、放射線照射の距離や角度

を綿密に計算したとしても、実際に照射する際には時間経過により、がんの進行状況の変化

や患者の体重の増減などで位置が変わっている場合がある。加えて、治療中患者は呼吸を続

けているので、それによる身体の動きで照射位置が完全には固定できない。これらの場合、

放射線はがん細胞だけでなく、的の外れた正常細胞にも照射される。高エネルギーの放射線

はがん細胞であろうが正常細胞であろうが見境なく殺すので、上述のような場合は正常細

胞も死滅する。そのため、脱毛、嘔吐、手足の痺れを伴う末梢神経障害、疼痛など様々な副

作用が生じることになる。 

薬物療法は、化学物質を用いてがんを死滅させる方法である。歴史を紐解くと、その起源

は戦争の際に使用された化学兵器マスタードガスにあるとされている。そこからまず、細胞

傷害性の抗がん剤ナイトロジェンマスタードが生まれた[15]。細胞傷害性の抗がん剤はどの

ような細胞にも無差別に作用し死滅させるが、がん細胞の方が正常細胞よりも増殖が異常

に速いのでがん細胞に効果的に作用するという絡繰りである。この仕組みとがんの性質を

もとに考えると、細胞傷害性の抗がん剤は多種のがんに有効であり、進行がんにも使用可能

な治療法であると考えられる。しかし当然ながら、正常細胞に対しても殺細胞効果を示すの

で、脱毛、嘔吐、手足の痺れを伴う末梢神経障害、疼痛などの副作用が生じ、患者の身体を

脅かす。次に分子標的薬が生まれた。分子標的薬は、がんに特異的に発現し生存を補助して

いる因子の機能を直接阻害する薬剤である。がんに発現している特定の因子が標的となる

ので、副作用が少なく、かつ、より効果的にがんを攻撃することができると考えられている。

例えば、CD20を標的とするリツキシマブは B 細胞性ホジキンリンパ腫の治療薬として知ら
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れている[16]。また、9番染色体と 22番染色体の相互転座によって生じたフィラデルフィア

染色体より産生される bcr-abl タンパク質を標的とするイマチニブは慢性骨髄性白血病の治

療薬として知られている[17]。このように、かつては不治の病とされてきた血液がんに対し

て、分子標的薬は新たな治療の緒を見出すきっかけとなった。分子標的薬は血液がんのみな

らず、固形がんの治療にも使用される。例えば、human epidermal growth factor receptor type2

（HER2）を標的とするトラスツズマブは乳がんの治療薬として知られている[18][19]。また、

echinoderm microtubule-associated protein-like 4（EML4）遺伝子と anaplastic lymphoma receptor 

tyrosine kinase（ALK）遺伝子が融合した遺伝子[20]より産生されるタンパク質を標的とする

クリゾチニブはALK融合遺伝子を有する肺がんの治療薬として知られている[21]。さらに、

上皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor: EGFR）を標的とするゲフィチニブは

EGFR 機能獲得型変異を有する非小細胞肺がんの治療薬として知られている[22]。しかしな

がら、分子標的薬も必ずしも万能という訳ではない。例えば、先に述べたトラスツズマブは

重篤な副作用である心不全を引き起こし、最悪の場合死に至る可能性があることが知られ

ている[19][23]。特に、トラスツズマブとアントラサイクリン系薬剤との併用により、心不

全が起こりやすくなるという報告もなされている[24]。また、最後に述べたゲフィチニブは、

日本で承認され使用された際、重篤な副作用である間質性肺炎を一部の患者にもたらし裁

判にまで発展する大きな問題となった[25]。なお欧米ではこの重篤な副作用はほとんど見ら

れなかった。このように民族の遺伝子背景や生活環がもたらす身体の差異によって生じる

重篤な副作用が問題になることがある。また、重要な臓器の正常細胞に分子標的薬の対象と

なる分子が存在していた場合、重篤な副作用を生じさせる可能性がある。このように 3つの

療法にはそれぞれ利点と欠点があり、患者の状態によって最善のものを適用することにな

っている。また、近年では第 4の治療法として免疫療法が挙げられることも多い[3]。 
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4. 薬物療法における薬剤耐性 

薬物療法は上述の化学物質を使用するという性質上、進行がんに適応することができ、か

つ、大勢の患者に同様にして適応することが出来る有用な治療法である。しかしながら、が

ん組織が薬剤耐性の形質を示し、抗がん剤の効果が十分に発揮されないことがある。薬剤耐

性には、もとより薬剤が効果を示さない自然耐性と、初めは効果を示していたが、最終的に

効果を示さなくなる獲得耐性が存在する。加えて、作用機序の異なる複数の薬剤に効果を示

さなくなる多剤耐性も存在する[3]。がん組織が化学療法によるダメージを回避して薬剤耐

性になる原因としては、遺伝子変異による耐性、休眠状態による不応答、がん組織の不均一

性、がん組織への薬剤未到達、周辺組織の微小環境が及ぼす影響など、様々なものが考えら

れる。また、具体的な耐性機序としては、古くから知られている P 糖タンパク質などの ATP-

binding cassette（ABC）トランスポーターによる薬剤排出[26]や、薬剤不活性化の亢進、薬剤

活性の低下、アポトーシス機構の欠損等が挙げられる[3]。加えて、肺がんでは前述した分子

標的薬のゲフィチニブやエルロチニブに対して、抵抗性を示す EGFR の T790M変異を獲得

して耐性を示すことがある[27]。この変異の入った耐性形質を示す組織に対して、有効な薬

剤として AZD9291（オシメルチニブ）が開発されている[28]。しかしながら、オシメルチニ

ブに対しても EGFR に C797S 変異が生じて耐性を示すことがある[29]。このように、分子標

的薬に対しても耐性機序が存在する。このように化学療法から生き残った細胞は、persister

細胞と呼ばれており、近年様々な研究が行われている（Fig. 1）。’persister’という言葉は、本

来「生残菌：抗生物質などにより耐性を得て生き残った菌」のことである[30]。古くより、

細菌集団に抗生物質を添加した際に生き残った菌を’persister’として研究がなされてきた。

その中で 2008 年に細菌の persister に関して行われた研究における考察の中で、persister の

生存機構の解明ががん細胞における抗がん剤耐性機構の解明に繋がるのではないかという

ことが初めて述べられた[31]。そして 2010 年、がんの亜集団におけるクロマチンを介した

薬剤抵抗性を示す細胞分画の可逆性についての論文で、がんにおいて初めて「ヒトがん細胞
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株において抗がん剤により大多数の細胞が死滅する条件下で観察される小亜集団（small 

subpopulation）」として可逆的の薬剤耐性細胞（drug-tolerant persisters）を定義づけた[32]。そ

の後、膠芽腫幹細胞における persisterの増加にヒストン脱メチル化酵素が寄与しているとい

う報告[33]や、乳がん、悪性黒色腫、肺がん、卵巣がんにおける persister 細胞は glutathione 

peroxidase 4（GPX4）と呼ばれる脂質ヒドロペルオキシダーゼの発現を抑制することで、減

少させることができるという報告[34]がなされている。このように persister 細胞に関して、

一部の明らかになっている部分はあるものの、その生存機序などは十分に明らかではない。 

 胃がんの薬物療法には S-1、5-フルオロウラシル（5-fluorouracil: 5-FU）、イリノテカン、シ

スプラチン、タキソールなどの細胞傷害性の抗がん剤や抗 Vascular endothelial growth factor 

receptor 2（VEGFR-2）抗体ラムシルマブや抗 HER2 抗体トラスツズマブなどの分子標的治

療薬が使用される[35]。化学療法は、前述の通り細胞傷害性を生じる化合物ないし特定の分

子を標的とした阻害剤を用いて、がんを死滅させることを目的として行われる。しかし、実

際の胃がんの化学療法でも上述の通り、一部のがん組織が何らかの原因で、化学物質による

死滅を回避し、生き残ることがある。この現象が起きると、生き残った細胞が再発の引き金

となり、がん組織が再建される。この胃がんの persister細胞に関しても、その生存機序など

は十分に明らかではない。 

 

5. がん幹細胞とがん幹細胞マーカー 

 薬剤抵抗性の原因の 1つとして、前述したがん組織の不均一性が挙げられる。がん組織が

不均一な細胞集団によって構成され、この不均一性ないし構成される細胞間の相互作用が、

がんの治療抵抗性や悪性化に深く関与するとされている。不均一性が生じる要因として、遺

伝子変異による多様性が挙げられるが、もう一方の要因として、がん幹細胞（cancer stem cell）

の存在が挙げられる。がん幹細胞はがん組織内のヒエラルキーの頂点に位置する細胞とし

て存在している。がん幹細胞は、高い腫瘍形成能、多分化能、自己複製能などの生存に有利
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な特徴を有しており、それが種々の抵抗性に寄与していると考えられており、抗がん剤抵抗

性にも寄与していると考えられている。このがん幹細胞には、目印（マーカー）となるタン

パク質が存在しており、がん種によって様々な種類が存在する[36][37][38]。ヒトのがん幹細

胞分画が急性骨髄性白血病（acute myeloid leukemia: AML）で初めて同定された際のマーカ

ーは、CD34 と CD38 であり、CD34+/CD38-分画ががん幹細胞分画であると報告されている

[39][40]。次いで、固形がんである乳がんでも、高い腫瘍原性を持つ CD44+/CD24-分画が初

めて同定された[41]。それ以降、次々に様々な固形がんにおける種々のがん幹細胞マーカー

が同定されてきた。今日までに乳がんでは CD44+/CD24-の他に ALDH1+[42]、脳腫瘍では

CD133+[43]、大腸がんでは CD133+[44][45]や EpCAM+/CD44+[46]、CD44+/CD24+[47]、膵臓

がんでは CD133+/CXCR4[48]や CD44+/CD24+/ESA+[49]、肝臓がんでは CD90+[50]や

CD133+/CD49f+[51]、食道がんでは CD44+[52]分画が、がん幹細胞分画として同定されてい

る。胃がんについても、がん幹細胞およびそのマーカーについて研究が進められており、特

にマーカーに関しては ALDH1[53]や Lgr5[54]など、様々ながん幹細胞マーカーが同定され

てきた。特にその中でも CD44ないし CD44 スプライシングバリアント（CD44v）が精度の

高いマーカーとして同定された[55][56]。CD44 は、リンパ球ホーミングレセプターとして

1983 年に初めて存在が見出され[57]、1989 年に軟骨に関与するタンパク質ファミリーとし

て同定された膜タンパク質である[58][59]。CD44 はヒアルロナンと結合する重要なレセプ

ターであり[60]、複数のスプライシングバリアントが存在することが報告されている[61]。

その中でも特に CD44v に関しては、胃がんにおいてグルタミン－シスチントランスポータ

ー（xCT）を介して活性酸素を除去することによってがん幹細胞の生存に寄与しているとい

う報告があり、単なるマーカーではなく機能的な役割も有していることが知られている[62]。

一方で、これまで胃がん幹細胞の薬剤抵抗性に、Sonic Hedgehog経路関連因子[63][64][65]、

RhoA[66]、c-Met[67]などの因子の関与が報告されている。しかしながら、実際の研究は、長

期培養された細胞株やスフェア培養（球状細胞塊の状態での培養）によって単離されたがん
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幹細胞のみについての研究が多く、臨床におけるがん組織の状態を十分には反映できてい

ない可能性が考えられる。また、このがん幹細胞と抗がん剤処理後の残存細胞の関係性につ

いては未だ十分には研究されていない。 

 

6. 修士課程の研究により得られた知見とこれまでの問題点および本研究の目的 

 修士課程の研究では、Institutional Review Board（IRB）承認のもと、がん研有明病院の協

力により、当研究室で樹立された患者由来胃がん細胞を用いて検討を進めた。患者由来胃が

ん細胞について、先に述べたがん幹細胞マーカーCD44v を基軸に、がん幹細胞性と薬剤抵

抗性の関係について検討を行った。その結果、樹立した患者由来胃がん細胞に対して、抗が

ん剤処理により残存する分画は CD44v の発現が上昇していることを見出した（Fig. 2）。し

かし、CD44v陽性/陰性細胞を分離し、免疫不全の NOD-SCIDマウスにそれぞれ移植しても

腫瘍形成能には差が見られなかった（Fig. 3）。これらのことから、がん幹細胞と抗がん剤処

理後の残存細胞は必ずしも一致しないことが示唆された。 

修士課程の研究より、細胞傷害性抗がん剤に抵抗性を示す胃がん persister細胞は、マーカ

ー分子の発現などにおいてがん幹細胞と共通のプロファイルを部分的に有するものの、腫

瘍形成能などの性質においてがん幹細胞とは同義でない可能性を提唱した。しかしながら、

修士課程の研究ではあくまでがん幹細胞マーカーCD44v のみを基軸としていたため、その

発現量の高低のみでがん幹細胞について議論するにとどまっていた。故に他のがん細胞マ

ーカーの発現等、包括的な検討が十分ではなかった。加えて、Fig. 1に示した通り、元来の

がん細胞集団あるいは腫瘍組織が有する細胞の不均一性について、十分な検討ができてお

らず、その不均一性が抗がん剤にもたらす影響の検討が不十分であった。 

そこで本研究ではまず、がん幹細胞マーカーを含めた様々な遺伝子を指標として患者由

来胃がん細胞集団の不均一性を 1細胞レベルで明らかにする。そして、そこに細胞傷害性抗

がん剤を添加した時に、発現及びその不均一性がどのように変化するかを明らかにする。そ
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の上で抗がん剤処理後に残存する細胞において、persister細胞のマーカーあるいは治療標的

候補因子になりうる遺伝子を同定し、その分子機序を解明することを目的とした。これによ

り、胃がんにおける薬剤からの残存に寄与する因子を明らかにし、胃がんの薬物療法におけ

る新たな治療法の開発を目指す。本研究を行うにあたり、より臨床に近い系を意識するため、

修士課程に引き続き、当研究部にて樹立された患者由来胃がん細胞を検討に用いた。樹立し

た細胞は進行胃がんであることは共通しているが、分化度や浸潤度などが多様であった（Fig. 

4）。その中でも特に JSC15-3に関しては、修士課程での研究から、免疫不全の NOD-SCID マ

ウスに樹立した細胞を移植すると、腫瘍が再形成することが明らかになった。また、その腫

瘍をヘマトキシリン・カラッチ染色すると、中・高分化型腺がんの特徴である腺管構造が見

られた。これらのことから元の腫瘍の特徴を反映する患者由来胃がん細胞が得られたとい

う報告を修士課程では行った。本研究でもその細胞を中心に検討を行った。 
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Figure 1. 腫瘍に抗がん剤を投与した際の残存細胞による治療抵抗性および再発機序 

腫瘍組織には様々な特徴を有するがん細胞が不均一に存在しており、抗がん剤を添加する

ことで、その一部の細胞が残存する。この残存した細胞（persister細胞）が増殖し、再発の

引き金になると考えられている。 
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Figure 2. 細胞傷害性抗がん剤処理による CD44v陽性率の亢進 

JSC15-3 に 5-FU および SN38を 11日間処理した細胞について、CD44および CD44vの発現

をフローサイトメトリーにより FACSCalibur で検討を行った。縦軸が CD44v、横軸が CD44

を示している。緑の四角は CD44v(+)/CD44(+)の割合を示している。 
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Figure 3. CD44v(+)/(-)細胞の分離および免疫不全マウスにおける造腫瘍性の差異 

（A）フローチャートである。赤色が CD44v(+)細胞、青色が CD44v(-)細胞である。（B） 

CD44v(+)/(-)細胞を FACSAria によりソーティングした際のそれぞれの陽性率および陰性率

を示している。（C）測定した腫瘍体積を示している。JSC15-3 CD44v(+)/(-)細胞をそれぞれ

NOD-SCID マウスの皮下に移植し、53 日後に電子ノギスにより腫瘍体積を測定した。横棒

はそれぞれの腫瘍体積の平均値を示している。点線は腫瘍体積が 10 mm3となるラインを示

している。 

 

 

 

 

A 

B 
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Figure 4. 樹立された患者由来胃がん細胞とその分類 

上の表は、所属研究室（がん研究会がん化学療法センター分子生物治療研究部）にて樹立さ

れた細胞のうち本研究に用いた細胞の詳細である。左から、細胞名、がんの発生部位、ボー

ルマン分類、組織の分化型、TNM 分類より割り出したステージである。下の写真は、それ

ぞれの患者由来胃がん細胞の培養時の様子である。 

 

 

 

 

JSC15-3 JSC17-2 JSC17-7 
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第 1章  

 

シングルセル解析による患者由来胃がん細胞における不

均一性および細胞傷害性抗がん剤処理前後の遺伝子発現変

動の検討 

 

＜要約＞ 

まず、前提として患者由来胃がん細胞における抗がん剤処理後の残存細胞は薬剤抵抗性

の形質を示すのか検討を行った。患者由来胃がん細胞に対して、細胞傷害性抗がん剤 5-フ

ルオロウラシル（5-FU）および DNA トポイソメラーゼⅠの阻害剤であるイリノテカンの活

性化体 SN38を添加して得られる残存分画は、それぞれの細胞傷害性抗がん剤に交差抵抗性

を示した。次にシングルセル解析に用いる遺伝子の選定を行った。文献情報、患者由来胃が

ん細胞における細胞傷害性抗がん剤処理前後の包括的遺伝子発現解析の結果より、胃系譜

関連因子、幹細胞関連因子および細胞傷害性抗がん剤刺激で発現が亢進する因子として、47

種類の遺伝子を選定した。シングルセル解析の結果、5-FU 処理前後で明確な細胞分画ない

し遺伝子発現の大きな、一部の亜集団が双方の集団に混在することが明らかになった。また、

5-FU 処理により複数の遺伝子の発現が亢進したが、特に ALDH1A3 遺伝子に関して、5-FU

処理前に比べて 5-FU 処理後の方が明確な発現亢進を示し、かつ、発現の不均一性に変化が

見られた。以上の結果から、5-FU 処理後における種々の遺伝子の発現変動は、一部の細胞

の残存と適応応答した細胞による発現誘導によって生じていることが示唆された。 
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1-1. 患者由来胃がん細胞における薬剤処理後の残存分画の抗がん剤抵抗性 

 

【目的】 

がん組織に細胞傷害性抗がん剤を添加した際、一部の細胞が何らかの原因で残存し、薬剤

抵抗性の形質を示し、再増殖し再発の引き金となると考えられている。このようなメカニズ

ムが、胃腫瘍組織から樹立された患者由来胃がん細胞においても同様の知見が得られるか、

細胞増殖アッセイにより検討する。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

患者腫瘍由来ヒト胃がん細胞 JSC15-3 は、公益財団法人がん研究会倫理委員会の承認と

患者の同意を得た上で、当研究室で患者腫瘍組織から樹立した。これらの患者腫瘍由来細胞

は、様々な培地を各細胞に適正な条件で混合し、37℃, 5% CO2の条件下、インキュベーター

（ESPEC）で培養を行った。JSC15-3に関して、培養にはカスタム培地 ACL-4（Nacalai）と

Ham’s F12（Nacalai）を 1 : 1 で混合し、非働化済みの fetal bovine serum（以降 FBS と記述）

（Sigma）を最終濃度 5%になるように加え、さらに硫酸カナマイシン（以下 Km と表記）

（明治）1 g/20 mL PBS(-)を最終濃度 0.1 g/Lになるように加えた培地を用いた。ACL-4はカ

スタム培地であり、Ham’s F-12（2.5 mM L-glutamine）と DMEM（1.2 g/L sodium bicarbonate）

を 1:1 で混合した培地に 0.02 mg/mL の insulin、0.01 mg/mL の transferrin、25 nM の sodium 

selenite、50 nM の hydrocortisone、1 ng/mL の EGF、0.01 mM の ethanolamine、0.01 mM の

phosphoethanolamin、100 pMの triiodothyronine、0.5 % (w/v)の bovine serum albumin、10 mM

の HEPES、0.5 mMの sodium pyruvate、2 mMの L-glutamineを添加したものである。 

 

細胞播種時の細胞数の測定 
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それぞれの細胞は Disposable Hemocytometer C-Chip（DHC-N01）（Nano EnTek）を用いて、

細胞数の測定を行った。 

 

抗がん剤処理後の残存細胞数の評価（MTS Assay） 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit（Promega）を、培地が 100 

µL/well入った 96ウェルプレートに、20 µL/well ずつ添加し、37℃,  5% CO2の条件下で、

120分反応させた。その後、xMarkマイクロプレートリーダー（Bio RAD）を用い、490 nm/630 

nmの吸光度を測定した。なお、使用した化合物は、一般的な化学療法で使用される細胞傷

害性の抗がん剤 5-FU（Sigma-Aldrich）, SN38（Sigma-Aldrich）である。 

 

【結果】 

JSC15-3 に対し、細胞傷害性の抗がん剤である 5-フルオロウラシル（5-FU）および DNA

トポイソメラーゼⅠ阻害剤であるイリノテカンの活性体 SN38 をそれぞれ 7 日間添加したも

のを persister 細胞とし、回収した後にそれらの細胞を 96 ウェルプレートに播種し直し、翌

日に 5-FU、SN38を処理し、7日間培養した後に薬剤抵抗性の形質が見られるかを細胞増殖

試験により検討した。その結果、JSC15-3の 5-FU 残存および SN38 残存細胞は、5-FU およ

び SN38に対し、それぞれ薬剤抵抗性を示した（Fig. 6A）。興味深いことに、5-FU 残存細胞

も SN38残存細胞のいずれも、SN38 および 5-FU に対してそれぞれ薬剤抵抗性を示した。具

体的に 50%阻害濃度（IC50）で比較すると、5-FU あるいは SN38 処理後の残存細胞は未処

理の細胞と比較して 3 倍以上耐性になることが明らかになった（Fig. 6B）。このことから、

抗がん剤処理後の残存細胞には交差抵抗性があることが示唆された。これらの残存細胞に

関して、増殖についての変化を検討したところ、一律に増殖能が低下していることが明らか

になった（Fig. 6C）。この細胞増殖が遅く、休眠状態と類似した性質を有する細胞が抵抗性

に寄与している可能性が示唆された。 



18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. 抗がん剤処理後の残存細胞における薬剤抵抗性 

（A）左は 5-FU 処理、右は SN38処理時のそれぞれの persister細胞の生存率を示している。

JSC15-3 に 3 µMの 5-FU および 100 nMの SN38 をそれぞれ添加し、7日間培養したものを

5-FU 残存細胞（5-FU persister）、SN38残存細胞（SN38 persister）とし、これらをそれぞれ 96

ウェルのコラーゲンコートディッシュに 3,000 細胞播種し、翌日に抗がん剤を添加、その 7

日後に MTS Assay により相対細胞数を定量した。なお 5-FU の濃度は 0.1, 0.3, 1, 3, 10 µM, 

SN38 は 1, 3, 10, 30, 100 nM で検討した。（B）A の結果について 50%阻害濃度をまとめたも

のである。（C）抗がん剤処理後の残存細胞の増殖を示している。Aと同様、MTS Assayによ

り相対細胞数を定量した。図中のアステリスク（*）は有意差（P 値）を表している。**P < 

0.01, ***P < 0.001 

 

50%阻害濃度 5-FU SN38 

DMSO 2.9 μM 26.3 nM 

5-FU persister >10 μM >100 nM 

SN38 persister >10 μM >100 nM 

A 

B 

C 
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1-2. 患者由来胃がん細胞における薬剤抵抗性の起源に関する解析 

 

【目的】 

修士課程における検討において、患者由来胃がん細胞に細胞傷害性抗がん剤を添加する

と CD44v の発現亢進が観察された。この原因として、元来存在していた細胞の残存と遺伝

子の発現誘導の 2 つの可能性が考えられる。そのどちらが寄与しているのかを明らかにす

るため、ソーティングにより分取した JSC15-3 CD44v(+)/(-)細胞及び緑色蛍光色素である

CytoTrackを用いて検討を行う。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

細胞数の測定 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

細胞のソーティング［FACSAria（BD）］ 

ディッシュ上の細胞をトリプシン処理により回収し、200 × g, 3 min, 4℃で遠心、上清吸引

後、PBS を添加し、細胞懸濁液をエッペンドルフチューブに移動した。400 × g, 3 min, 4℃で

遠心、上清吸引後、Suspension bufferを添加し、使用する抗体によって以下の方法で染色を

行った。Suspension bufferは PBS 40 mL、1M HEPES （pH 8.0） 1 mL、0.5M EDTA 80 

mL、FBS 200 µLを混合し作製、使用した。 

1 次抗体（ラット抗ヒト CD44v9 抗体、コスモバイオ、LKG-M001、1 µg/mL Suspension 

buffer）を添加後、4℃, 1 時間で反応させた。400 × g, 3 min, 4℃で遠心、上清吸引後、Suspension 
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buffer で 1 回洗浄した。2 次抗体（ラビット抗ラット IgG- Alexa488 抗体、life technology、

A21210、2 µg/mL Suspension buffer）を添加し、4℃, 1時間で反応させた。反応後のサンプル

は Suspension bufferにて 2回洗浄し、得られた細胞懸濁液を FACSAria（BD）にかけ、所定

のマニュアルに従い細胞をソーティングした。なお、ソーティング後の細胞は、培養液にて

2 回洗浄を行った後に、細胞数を合わせ、コラーゲンコートディッシュにて培養した。 

 

蛍光色素（CytoTrack）の細胞への導入 

CytoTrackTM Cell Proliferation Assay Kit の 500×stock solutionに DMSOを 50 µL添加して混

合しておき、細胞数測定により 1.0×106 個の細胞を 500 µL の培地で混合した細胞懸濁液に

対し、1 µL添加し混合の後、常温で 15分間、遮光状態で反応させた。反応後、200 × g,  3

分, 4℃で遠心し、上清を吸引した後、3 mLの培地で細胞を洗浄した。その後培地に懸濁し

た後にコラーゲンコートディッシュに添加し、培養を行った。 

 

FACSCalibur（BD）を用いたフローサイトメトリー 

ディッシュ上の細胞をトリプシン処理により回収し、200 × g, 3 min, 4℃で遠心、上清吸引

後、PBSを添加し、細胞懸濁液をエッペンドルフチューブに移動した。400 × g, 3min, 4℃で

遠心、上清吸引後、Suspension bufferを添加し、使用する抗体によって以下の方法で染色を

行った。 

1 次抗体（ラット抗ヒト CD44v9 抗体、コスモバイオ、LKG-M001、1 µg/mL Suspension 

buffer）を添加後、4℃, 1 時間で反応させた。400 × g, 3 min, 4℃で遠心、上清吸引後、Suspension 

bufferで洗浄を 1回行った。2次抗体（ラビット抗ラット IgG- Alexa488抗体、life technology、

A21210、2 µg/mL Suspension buffer）を添加し、4℃, 1時間で反応させた。反応後のサンプル

は Suspension bufferにて 2回洗浄し、得られた細胞懸濁液について FACSCalibur を用いて解

析を行った。 
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【結果】 

抗がん剤によりがん細胞が残存する原因 ～残存 or/and 発現誘導～ 

修士課程の検討でがん幹細胞マーカーとして用いた CD44v を基軸にして、抗がん剤により

がん細胞が残存する原因ついて関連する検討を行った。修士課程での研究により得られた

結果では、患者由来胃がん細胞に抗がん剤を添加すると CD44v(+)の割合が増加した。これ

が元来存在していた CD44v(+)細胞の残存によるものか、抗がん剤により CD44 が発現誘導

されたものなのかを検討する為に、JSC15-3 に関して CD44v(+)/(-)細胞を分離し、CD44v(+)

細胞に緑色蛍光色素の CytoTrackを導入して、未染色の CD44v(-)と 1:1で混合した。この細

胞に対して、5-FU および SN38 を添加した際に、CytoTrackの蛍光がどのように変化するか

について検討を行った。その結果、日数を経過するごとに抗がん剤処理をした JSC15-3 で

CytoTrackの陽性率の上昇が見られた（Fig. 7）。このことから、未染色の CD44v(-)細胞が死

滅することによって、相対的に CytoTrack を導入した CD44v(+)細胞の割合が増加し、抗が

ん剤添加による CD44v(+)細胞の割合の増加は元来存在していた CD44v(+)細胞の残存によ

ってもたらされていることが示唆された。一方、他の系として、JSC15-3 に関して CD44v(-)

細胞を分離し、5-FU および SN38 を添加した際に、CD44v の陽性率の増加が見られるかの

検討を行った。その結果、抗がん剤を処理することにより CD44v(-)細胞に関して、CD44vの

陽性率が上昇することが明らかになった（Fig. 8）。このことから、元来 CD44v が発現して

いない JSC15-3細胞に抗がん剤を添加することによって CD44vの発現が誘導されて CD44v

の陽性率が上昇していることが示唆された。このように CD44v を基軸にした検討により、

抗がん剤残存細胞に見られる CD44v の陽性率の上昇は、残存および発現誘導の双方によっ

てもたらされていることが示唆された。 
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Figure 7. 5-FU, SN38による CD44vの陽性率の亢進が残存によるものかを証明する系 

（A）JSC15-3 CD44v(+)/(-)細胞のソーティングからラベリングまでのフローチャートを示し

ている。赤の球体が CD44v(+)細胞、青の球体が CD44v(-)細胞、緑の球体が CD44v(+)細胞に

緑色の色素である CytoTrack を導入した細胞である。（B）緑色にラベリングした JSC15-3 

CD44v(+)細胞と未染色の JSC15-3 CD44v(-)細胞を 1:1 で混合した後に 5-FU, SN38 を添加し

た際のラベリングした細胞の陽性率の変化を示している。 

A 

B 
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Figure 8. 5-FU, SN38による CD44v陽性率の亢進が発現誘導によるものかを証明する系 

ソーティングした CD44v(-)細胞に対して、5-FU および SN38 を 6 日間処理した際の CD44v

の陽性率をフローサイトメトリーにより検討した結果を示している。 
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1-3. シングルセル解析の指標とする細胞系譜関連因子、幹細胞関連因子、抗

がん剤耐性関連因子群の選別 

 

【目的】 

シングルセル解析を行うにあたり重要なことは解析に用いる遺伝子セットの選別である。

この遺伝子セットについて、細胞系譜関連遺伝子、幹細胞関連遺伝子、抗がん剤耐性関連遺

伝子をそれぞれ文献情報やマイクロアレイ解析の結果から絞込みを行う。なお本研究では

抗がん剤添加時に発現が亢進する遺伝子を抗がん剤耐性関連遺伝子として検討を行う。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

患者腫瘍由来ヒト胃がん細胞 JSC15-3、JSC17-2、JSC17-7は、所内倫理委員会の承認と患

者の同意を得た上で、当研究室で患者腫瘍組織から樹立した。これらの患者腫瘍由来細胞は、

様々な培地を各細胞に適正な条件で混合し、37℃, 5% CO2 の条件下、インキュベーター

（ESPEC）で培養を行った。使用した培地を以下に列挙する。JC15-3は 1-1と同様の条件で 

培養した。JSC17-2 は JSC15-3 と同様の条件で培養した。JSC17-7 の培養には、ACL-4 と

RPMI1640（Nacalai）を 1：1で混合し、非働化済みの FBS を最終濃度 5%になるように加え、

さらに Kmを 1 g/20 mL PBS(-)を最終濃度 0.1 g/Lになるように加えた培地を用いた。 

 

包括的遺伝子発現解析（マイクロアレイ） 

細胞を回収し、RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いて、添付のプロトコルに従い RNAを

精製した。この RNAから、Gene Chip 3’ IVT Express Kit（Affimetrix）を用いて、cDNA を合

成した。その後、ビオチン化 RNA を合成し、フラグメント化した後に、Bioanalyzer（Agilent 

Technology）を用いて、その純度を測定した。合成されたプローブを用いて、Affymetrix Human 
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GenomeU133 plus2.0アレイ Chip に対して、添付のプロトコルに従い、ハイブリダイゼーシ

ョン、染色、洗浄を行い、その後 Gene Chip Scanner（Affymetrix）によりシグナルを検出し

た。 

 

Reverse Transcription (RT)-qPCR 

FastGene RNA Basic Kit（Nippon Genetics）を用いて、添付のプロトコルに従い、細胞から

RNAの精製を行った。抽出した RNAは ReverTra Ace qPCR RT Master Mix（Toyobo）を用い

て、cDNA 合成を行った。ここで得られたサンプルについて、Power SYBR™ Green PCR Master 

Mix（Applied Biosystems）を用いて Light Cycle 96（Roche）により、遺伝子発現レベルの測

定を行った。なお用いたプライマーを Table 1 にまとめる。プライマーの設計は基本的に

Roche の Universal ProbeLibrary Assay Design Centerから行い、それでは設計が困難なものに

関しては Primer-BLAST（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）から行った。なお

GAST、MIST1、SOX2 のプライマーに関しては、文献情報より選別した[68]。 

 

【結果】 

シングルセル解析の指標として用いる遺伝子群の設定 

シングルセル解析を行うにあたり、3つの軸で観察する遺伝子の選別を行った。 

1つ目は胃の系譜関連因子の選別を行った。胃組織は複数の分化段階の細胞で構成されて

おり[69]、胃の部位ごとに各分化段階で様々な因子がマーカーとして報告されている[68-74]。

例えば、前庭部および幽門部付近の細胞に関しては、LGR5、TROY、MIST1 が胃幹細胞マ

ーカー、SOX9が分化する前段階の前駆細胞マーカー、 MUC5AC、TFF1、GKN1 などが分

化で派生した細胞表面の粘液細胞（pit 細胞）のマーカー、MUC6 および TFF2 などが幽門

腺細胞のマーカーとして知られている[68][70-72]。一方で、胃底部の細胞に関しては、先に

記した幽門腺細胞と同様のマーカーが、粘液腺細胞（neck細胞）のマーカーとして知られて

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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いる[72]。また、酸を分泌する壁細胞などが存在しており、GIFなどがマーカーとして知ら

れている[72]。加えて、胃体部の細胞に関しては、GIFが主細胞（chief細胞）のマーカーと

して知られている。また、腸内分泌細胞のマーカーとして CHGA などが知られている[73]。

さらに部位ごとによって幹細胞マーカーが異なるという報告もある[74]。しかしながら、文

献情報を見ると、各部位のマーカーとして共通に報告されている因子もある一方で、文献に

よって異なる因子もあるので、胃の系譜関連遺伝子については未だ十分に明らかではない。

加えて、それぞれの段階の細胞あるいはマーカー陽性細胞が、胃がん細胞の生存維持や抗が

ん剤抵抗性にどのような役割をもたらしているのか、あるいはそもそもどのような不均一

性が存在するのかは十分に明らかではない。シングルセル解析により、この不均一性を明ら

かにすることができると考え、系譜関連因子の選別を行った。選別には、先程の論文情報を

用い[68][70-74]、選別した遺伝子から胃系譜関連因子の体系的な模式図（Fig. 9）および遺伝

子リストを作成した。 

2つ目は胃の幹細胞関連因子の選別を行った。幹細胞マーカーに関しては、胃がんにおい

ても様々な因子の報告があり、胃は複数の部位に分けることが出来るが[75]、その部位ごと

に発現が異なっていることが知られている[72][75-80]。同様に、胃のがん幹細胞に関しても、

様々な因子がマーカーとして報告されており、それらの因子におけるがん細胞の生存増殖

への寄与が示唆されている[53][55][78][81-90]。しかしながら、これらの因子にどのような不

均一性が存在しており、抗がん剤処理によりどのように変化するかについては十分に明ら

かではない。また幹細胞関連因子の包括的な解析は十分になされていない。シングルセル解

析により、幹関連因子の不均一性および抗がん剤処理による変化、また種々の因子の発現レ

ベルの差などを明らかにできると考え、幹関連因子の選別を行った。選別には、系譜関連因

子と同様に上に示した論文情報をもとに行った。 

3つ目は抗がん剤処理により高発現する遺伝子群の選別を行った。抗がん剤で発現が亢進

する因子に関しては、抗がん剤処理後の残存細胞のマーカーになる可能性があるだけでな
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く、抗がん剤残存細胞ひいてはがん細胞の生存に機能的に寄与している可能性もある。それ

らの因子の発現を観察するために用いる WB や RT-qPCR などの手法は、細胞全体の平均的

な発現を見ているにすぎず、それらの不均一性までは明らかにすることが出来ない。これら

を明らかにするために抗がん剤処理で発現が亢進する因子に関して選別を行った。選別は、

樹立した患者由来胃がん細胞 JSC15-3、JSC17-2、JSC17-7に関して、5-FU および SN38 を処

理し、未処理の細胞と並べて GeneChipマイクロアレイ解析を行うことにより、発現の亢進

する遺伝子を選別し、遺伝子リストを作成した（Fig. 10）。選別した因子は、JSC15-3に対す

る 5-FU 処理後の残存細胞で 2倍以上、JSC15-3 に対する SN38 処理後の残存細胞で 1.5倍以

上、JSC17-2 に対する 5-FU 処理後の残存細胞で 1.5 倍以上、未処理と比較して発現量が高

いという特徴を有していた。上述した遺伝子リストに加え、内部標準や他のがん種で標的と

されている遺伝子を加えたリストを作成し、それぞれの遺伝子に対してプライマーをデザ

インした後、RT-qPCRでワークするのかを確認した。 

これら 3つの指標により見出した候補因子の中から、melting curveが単一で、目的の因子

の発現を解析できると考えられる遺伝子 47種を選別してシングルセル解析を行った。選別

した遺伝子をリスト化して以下にまとめる。（Table 2） 

 

シングルセル解析の条件設定 

シングルセル解析を行うにあたって様々な条件を設定した。まず細胞は患者由来胃がん

細胞 JSC15-3 およびその抗がん剤処理後の残存分画を使用した。このがんは Stage3 の進行

がんで、先に述べた通り、樹立した細胞は安定培養可能で、元の形質をよく反映した胃がん

細胞である。次に薬剤は、修士課程の検討より CD44v の陽性率の上昇が見られた 5-FU を

使用した。次に薬剤の処理日数は 7 日間処理とした。その後に 4 日間薬剤を抜いて培養す

ることとした。これは 5-FU を処理してすぐに検討を行うと、細胞へのダメージが著しく大

きく、その直接的な影響による遺伝子変動が見られる可能性が高いので、5-FU 処理後の残
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存細胞で変動する遺伝子を正確に観察できないと判断したためである。なお、5-FU を 3 µM

で 7 日間処理すると 52%の細胞が死滅することが明らかになっている（Fig. 6A）。さらに

JSC15-3 はディッシュより細胞を乖離した際、凝集しやすいという特徴を有していたために、

20 µmのフィルターを用いて細胞を分離した後に検討を行った。次に細胞集団をシングルセ

ルに分離するための C1 プレートに関しては、JSC15-3 に関して予備検討を行った結果、5-

FU 処理前の細胞径が 12-15 µm, 5-FU 処理後の細胞径が 15-18 µmであったことから、5-FU

処理前の JSC15-3は Medium (10-17 µm)、5-FU 処理後の JSC15-3は Large（17-25 µm）のプ

レートを使用した。これらの条件でシングルセル解析の実験を 5-FU 処理前後でそれぞれ 2

回ずつ行った。実際に行ったシングルセル解析の流れを以下に示す（Fig. 11）。次にポジテ

ィブコントロールとネガティブコントロールに関して記す。前者は JSC15-3 についてシン

グル化を行う前の 5-FU 処理前後の細胞より RNAを抽出し、1細胞レベルまで RNA 量を希

釈して検討に用いた。後者は細胞を抽出していない液をそのまま検討に使用した。 

また、フリューダイムのアプリケーションおよび R を用いた解析によって得られた結果

から、全体的な遺伝子の発現が著しく低い細胞、ネガティブコントロール、ポジティブコン

トロールをそれぞれ除いてシングルセル解析を行った（Fig. 12）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. 胃の細胞系譜とマーカー分子 

黄色が stem cell、橙色が Progenitor cell、赤色が Surface mucous (Pit) cell、青色は Endocrine 

cell、緑色がMucous gland (Neck) cell、紫色が Chief cellで、各マーカータンパク質とともに

示している。矢印は分化の方向を示している。右下の模式図は胃組織の中の細胞の構成であ

る。 
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Figure 10. 抗がん剤処理後の残存分画における種々の遺伝子の発現亢進 

JSC15-3 に 3 µMの 5-FU および 30 nMの SN38 を 7 日間、JSC17-2に 3 µM の 5-FU を 6 日

間処理した細胞について、GeneChip マイクロアレイ解析により網羅的遺伝子発現解析を行

った。その中から JSC15-3 の 5-FU 処理後の細胞の遺伝子発現と未処理の遺伝子発現で fold 

changeが 2倍以上のもの、JSC15-3の SN38 処理後の細胞の遺伝子発現と未処理の遺伝子発

現で fold change が 1.5 倍以上のもの、JSC17-2 の 5-FU 処理後の細胞の遺伝子発現と未処理

の遺伝子発現で fold change が 1.5 倍以上のものからシングルセル解析の候補因子として選

別した。選別した遺伝子におけるそれぞれの fold changeの実値を、左から JSC15-3の 5-FU

処理、JSC15-3の SN38処理、JSC17-2の 5-FU 処理の順に示す。 
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Figure 11. シングルセル解析の手順 

シングルセル解析には JSC15-3の DMSO処理（ネガティブコントロール）と 5-FU を７日間

処理の後 4 日間回復培養を行った細胞を用いた。細胞をシングル化する際、DMSO 処理は

Medium (10-17 µm)、5-FU 処理は Large（17-25 µm）の C1プレートを使用した。機器および

プレートの写真は、「シングルセル解析技術セミナー（Fluidigm）」、「C1 Quick-Start Guide

（Fluidigm）」および「BioMarkHDシステム簡易操作説明書 v4 -Real Time qPCR-（Fluidigm）」

より引用した。 

 

 

 

 



32 

 

 

 

 

 

Figure 12. シングルセル解析に用いる細胞の選別 

縦軸がシングルセル解析に用いた遺伝子の平均的な発現量、横軸が検討に用いた個々の細

胞、ポジティブコントロール、ネガティブコントロールである。いずれの図においても右端

に位置するドットのみが記載されているものがネガティブコントロールである。この中か

ら遺伝子発現が著しく低い患者由来胃がん JSC15-3 細胞を外れの細胞として解析から除外

した。上 2つが薬剤未処理の細胞、下 2つが 5-FU 処理の細胞の結果である。今回の検討で

は、系の都合上、1 度の検討での上限が 48 細胞のため、解析する細胞を増やすことを目的

に、それぞれ 2度の検討を行い、それらを合わせて解析した。青色が解析に含めた細胞、赤

色が解析から除外した細胞である。なお４つのグラフのいずれも最も右端に位置する発現

の見られないプロットが、細胞がないネガティブコントロールである。 
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Table 1 シングルセル解析に使用したプライマーリスト 

これらのプライマーはシングルセル解析に用いた。胃系譜関連因子、幹細胞関連因子、抗が

ん剤で遺伝子発現が亢進する因子、内部標準の因子、その他の因子が含まれている。 
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Table 2 シングルセル解析に用いた遺伝子セット 

これらの遺伝子をシングルセル解析に用いた。Table 1 と同様、胃系譜関連因子、幹細胞関

連因子、抗がん剤で遺伝子発現が亢進する因子、内部標準の因子、その他の因子が含まれて

いる。 
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1-4. シングルセル解析による患者由来胃がん細胞の不均一性の評価および抗

がん剤処理による遺伝子発現の変動 

 

【目的】 

1-3で定めた条件で、3種 47遺伝子（胃系譜関連因子、胃幹関連因子、薬剤残存分画で高

発現している因子）について、5-FU 処理前後の細胞を用いてシングルセル解析を行い、胃

がんの不均一性および薬剤残存時の遺伝子発現の変動を、個々の細胞レベルの結果を体系

的にまとめて明らかにする。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

細胞数の測定 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

シングルセル解析 

患者由来胃がん細胞 JSC15-3 を PBS に回収し、C1 プレート(Fluidigm)を用いて細胞のシ

ングル化を行った。具体的には、C1 Single-Cell Auto Prep Reagent Kit (Fluidigm) and C1 Single-

Cell Auto Prep IFC for Preamp (10-17 µm and 17-25 µm)を用いた。そこから顕微鏡で確認して

流路内に 1 つの細胞だけが捕捉できているサンプルに関して各々RNA を抽出し、逆転写に

より cDNA のプレ増幅を行った。この過程では an Ambion Single Cell-to-CT qRT-PCR Kit 

(Thermo Fisher Scientific)を使用し、プライマーとしては後の解析に使用する 47 種を混合し

たものを使用した。プレ増幅した cDNA をそれぞれ 48.48 Dynamic Array IFC EvaGreen 
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(Fluidigm)、GE 48.48 Dynamic Array DNA Binding Dye (Fluidigm)、SsoFast EvaGreen Supermix 

Low ROX (Bio-Rad)を用いて、各々Biomark の系により RT-qPCRを行った。得られたデータ

は Fluidigm Real-Time PCR Analysis software (Fluidigm)により解析を行った。また、プログラ

ム言語の R を用いて、ヒートマップ、バイオリンプロット、主成分分析など、より詳細な解

析を行った。検討を行った遺伝子 47種については上述した。（Table 2） 

 

【結果】 

薬剤処理前後における不均一性の変動と薬剤抵抗性への寄与 

シングルセル解析の結果、ヒートマップおよびバイオリンプロットから胃系譜関連遺伝

子、胃幹関連遺伝子、薬剤残存分画で高発現している遺伝子は、抗がん剤未処理の段階で不

均一性を有していることが明らかになった（Fig. 13, 14）。また、ヒートマップから 5-FU処

理前後でそれぞれ大きなクラスターに分離することが出来るが、未処理の細胞にも関わら

ず 5-FU 処理後のクラスターに属する細胞や 5-FU 処理後の細胞にも関わらず未処理のクラ

スターに属する細胞が存在することが明らかになった（Fig. 13）。この結果とバイオリンプ

ロットの結果を合わせて見てみると、前者の 5-FU 処理前の細胞にも関わらず 5-FU 処理後

のクラスターに属する細胞について、大部分の 5-FU 処理前の細胞と比較すると、LGR5, 

TROY, ALDH1A3, DKK1, CXCL8, LAMA3, LAMC2 などシングルセル解析に用いた 47 種の

遺伝子の中で、一部の遺伝子の発現が亢進していた（Fig. 14）。ヒートマップの結果より、

5-FU 処理後の大きなクラスターの方が未処理の大きなクラスターよりも同遺伝子の発現が

亢進していることから、5-FU 処理前の細胞にも関わらず 5-FU 処理後のクラスターに属す

る細胞は 5-FU 処理後の大きなクラスターに属する細胞、つまり、5-FU 処理後の大部分の細

胞と類似した遺伝子形質を 5-FU 処理前から有していたということになる。これを支持する

結果として、上に記した 4つのクラスターについて主成分分析を行った所、確かに未処理の

細胞にも関わらず 5-FU 処理後のクラスターに属する細胞は 5-FU 処理後の大きなクラスタ
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ーに近い位置に分類された（Fig. 14）。このことは JSC15-3 細胞自体に薬剤抵抗性を示す細

胞分画が存在しており、その細胞が残存して抵抗性の形質を示している可能性が示唆され

た。一方で、先に述べた通り、5-FU 処理後の大きなクラスターの方が未処理の大きなクラ

スターよりも種々の遺伝子発現が亢進していたことから、遺伝子の発現誘導による適応応

答が抵抗性に寄与していることも示唆された。すなわち、元来存在していた薬剤抵抗性を示

す細胞分画の残存と遺伝子発現誘導による適応応答の双方が薬剤抵抗性に寄与している可

能性が考えられる。 

 

患者由来胃がん細胞における系譜遺伝子群を指標とした細胞不均一性 

胃系譜関連因子のみをピックアップしてシングルセル解析を実施した結果、ヒートマッ

プから JSC15-3に関して、未処理の細胞を TROY(+) / TFF1(+)、TROY(+) / TFF1(-)、TROY(-) 

/ TFF1(+)、TROY(-) / TFF1(-)の分画に大別できることが明らかになった（Fig. 13）。これを裏

付ける結果として、未処理の細胞に関して主成分分析をしても、4つのクラスターに目視で

も分けることが出来た（Fig. 15）。本来 TROY は幹細胞のマーカー、TFF1 は分化細胞のマー

カーとして知られているが、本検討により、これら双方が発現する単純な系譜では分類しき

れない複雑な細胞が、がんにおいて存在していることが明らかになった。 
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Figure 13. シングルセル解析の結果より得られたヒートマップ 

ヒートマップに関して、青色が遺伝子の発現量が低く、赤色が遺伝子の発現量が高いことを

示している。また緑色が未処理の細胞における 2回分の解析結果を合わせたもの、桃色が 5-

FU 処理の細胞における 2回分の解析結果を合わせたものを示している。 
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Figure 14. シングルセル解析から得られた主成分分析プロットおよびバイオリンプロット 

（A）シングルセル解析における主成分分析の結果を示している。この解析では tSNE 解析

を用いた。赤色の丸が未処理の細胞、緑色の三角が未処理の細胞であるが大部分の 5-FU 処

理の細胞によって形成されるクラスターに属する細胞、青色の十字が 5-FU 処理の細胞、小

麦色のバツ印が 5-FU処理の細胞であるが大部分の未処理の細胞によって形成されるクラス

ターに属する細胞である。（B）シングルセル解析におけるバイオリンブロットの結果を示

している。各色は（A）と同様のものを表している。 

 

A 

B 
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Figure 15. シングルセル解析による系譜関連因子のヒートマップ、主成分分析 

シングルセル解析の結果について胃の細胞系譜に関連する因子のみで未処理の細胞につい

て再解析を行った（A）ヒートマップおよび（B）主成分分析の結果を示す。黄色が

TROY(+)/TFF1(+)の細胞群、青色が TROY(-)/TFF1(+)の細胞群、赤色が TROY(+)/TFF1(-)の細

胞群、緑色が TROY(-)/TFF1(-)の細胞群である。 

 

A 

B 
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＜考察＞ 

患者由来胃がん細胞 JSC15-3 に対して細胞傷害性抗がん剤 5-FU および SN38 を処理した

際の薬剤残存分画は、これらの抗がん剤に対して交差抵抗性を示した。このことから、細胞

傷害性抗がん剤処理後の残存分画における薬剤抵抗性は、複数の同抗がん剤共通であるこ

とが示唆された。また、この薬剤抵抗性は細胞増殖の遅延により生じている可能性が示され

た。このことは、不均一ながん細胞集団に存在している元々増殖の遅い細胞が生き残った可

能性を示唆している。しかし、初めから増殖の遅い細胞は、周囲の増殖の速い細胞に淘汰さ

れると推察される。したがって、抗がん剤処理により、細胞に選択圧がかかり、通常の細胞

周期から逸脱して適応応答した細胞が生じた可能性が示唆される。さらに、CD44v を基軸

にした検討から、患者由来胃がん細胞における薬剤抵抗性は、薬剤抵抗性を示す細胞分画の

残存と遺伝子発現誘導による適応応答の双方から生じていることが明らかになった。これ

までのがん幹細胞の知見から考えると、生存に有利な特徴を有するがん幹細胞が抗がん剤

により残存するという見方が有効であった。実際に本検討でも蛍光色素を導入した

CD44v(+)細胞と未処理の CD44v(-)細胞を 1：1 で混合して、5-FU および SN38 を処理する

と、蛍光色素の陽性率が 50%を大きく上回ることから、元来存在する CD44v(+)細胞が抗が

ん剤によって残存していることは事実であると考えられる。しかしながら、CD44v(-)細胞に

5-FUおよび SN38を処理した際にDMSOを処理したコントロールの細胞と比較して CD44v

の陽性率が上昇することから、残存だけではなく抗がん剤による発現誘導も薬剤抵抗性に

寄与している可能性が示唆された。 

そして CD44 も含めた胃系譜関連因子、胃幹細胞関連因子、抗がん剤により発現が亢進す

る因子について、患者由来胃がん細胞 JSC15-3 を用いた細胞傷害性抗がん剤 5-FU 処理前後

のシングルセル解析により、抗がん剤処理前の段階で、既に種々の遺伝子発現に細胞ごとの

不均一性が存在していることが明らかになった。また、抗がん剤処理によって、LGR5, TROY, 

ALDH1A3, DKK1, CXCL8, LAMA3, LAMC2などの遺伝子発現は亢進するが、細胞全体の遺
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伝子の発現が単純に亢進するのではなく、遺伝子によっては発現の不均一性も変動するこ

とが明らかになった。なお CD44 の遺伝子発現に関しては、抗がん剤処理により確かに亢進

しており修士課程における検討の再現性を得る形になった。しかし興味深いことに、発現の

不均一性は変化しなかった。近年の研究で、マウスモデルでのシングルセル解析による検討

において、大腸がん幹細胞は均一な細胞集団ではなく、遺伝子発現の特徴によって複数の分

画に大別できることが報告されている[91]。本研究においても、マイクロアレイ解析の結果

では、上述の遺伝子の発現が 5-FU 処理により一律に亢進していたが、シングルセル解析を

行うことで、細胞ごとに発現の不均一性があり、抗がん剤添加によりその不均一性が遺伝子

によっては変動することが明らかとなった。また、未処理の細胞にも関わらず 5-FU 処理後

と類似した遺伝子発現を示す小亜集団や、5-FU 処理後にも関わらず未処理の細胞と類似し

た遺伝子発現を示す小亜集団が存在することが明らかになった。これらのことから、抗がん

剤処理前後の細胞にもそれぞれ不均一性が存在していることが明らかになった。この不均

一性がもたらす一部の細胞の残存が薬剤抵抗性を生み出している一因であることが示唆さ

れる。一方で、シングルセル解析のバイオリンプロットより、元々細胞ごとに不均一に発現

していた遺伝子の一部が、5-FU により発現亢進する際に、5-FU 処理前に遺伝子発現が高い

分画の発現レベルを超えて、発現が亢進することが明らかになった。このことから、単なる

残存だけでなく発現誘導も抗がん剤抵抗性に寄与していると推察される。これらの結果か

ら、CD44vの陽性率の上昇と同様に、抗がん剤抵抗性についても、残存と発現誘導の双方が

寄与している可能性が示唆された。 

加えて、シングルセル解析におけるヒートマップをについて、幹細胞関連遺伝子の発現に

注目して観察した場合でも、細胞ごとに不均一に発現していた。前述したとおり、がん幹細

胞のマーカーは胃がんにおいて様々な因子が知られているが、それらの遺伝子は必ずしも

細胞共通に発現している訳ではないことが示唆された。故に、がん幹細胞は 1 つや 2 つの

マーカーで断定的に規定できるものではなく、より複雑なものであることが推察された。 
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本研究のシングルセル解析では、47 遺伝子を選別しており、また細胞も抗がん剤処理前

後でそれぞれ 89個でのみ解析している。故に、限られた遺伝子の発現を見ることしかでき

ず、細胞中に 1%未満の分画が存在するときに解析結果に現出しない可能性がある。しかし

ながら、本研究における限定された範囲での解析でさえ、抗がん剤処理前後の細胞で選別し

た遺伝子発現の不均一性が著しく変動することや、抗がん剤処理の大部分のクラスターに

分類される抗がん剤未処理の細胞群が存在することなどが明らかになった。したがって、解

析する遺伝子や細胞数を増やすことで、遺伝子発現の不均一性や抗がん剤処理前後の細胞

クラスターに関して、新たな知見が得られる可能性があり、非常に興味深い。 
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第 2章  

 

抗がん剤処理後の残存細胞における ALDH1A3 の発現亢

進と細胞増殖維持への寄与 

 

＜要約＞ 

第 1 章の結果より、患者由来胃がん細胞に対し、5-FU を処理することによって、1 細胞

レベルで様々な遺伝子の発現の不均一性や発現量が変動することが明らかになった。本章

では、これらの遺伝子の中から、がん細胞あるいは persister細胞の生存増殖に機能的に関与

する因子を同定するために siRNA を用いた遺伝子抑制実験を行った。その結果として

ALDH1A3を同定した。ALDH1A3 は、他の aldehyde dehydrogenase（ALDH）ファミリーと

比較しても、複数の患者由来胃がん細胞で共通して、5-FU および SN38 処理により発現が

最も著しく亢進する遺伝子であった。加えて免疫蛍光染色により、患者由来胃がん細胞に 5-

FU 処理をした際、タンパク質レベルでも ALDH1A3 の発現亢進が観察された。特に JSC15-

3 に関しては発現の不均一性の変化も見られ、第 1章のシングルセル解析の結果と一致して

いることが確認された。5-FU 処理による ALDH1A3 遺伝子の発現は、免疫不全マウスに移

植して形成された JSC15-3ゼノグラフト腫瘍における 5-FU処理後の残存分画でも同様に亢

進する傾向が観察された。組織マイクロアレイにより、患者腫瘍において Stage 3以上の検

体は ALDH1A3の発現が高い傾向が見られ、TCGA データベースの解析より、胃がんにおい

て ALDH1A3 の発現が亢進している方が予後不良であることが明らかとなった。以上の結

果より、ALDH1A3は、患者由来胃がん細胞に薬剤を処理した際の残存分画で高発現してお

り、がんの生存増殖および悪性度に関与していることが示唆された。 
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2-1. 抗がん剤処理後の残存細胞に発現亢進を示す因子群の細胞増殖への寄与 

 

【目的】 

前章で行ったシングル細胞解析の結果から、患者由来胃がん JSC15-3細胞において、胃系

譜関連遺伝子、胃幹細胞関連遺伝子、抗がん剤により発現が亢進する遺伝子の一部が不均一

に発現しており、細胞傷害性抗がん剤 5-FU 処理によってその発現が亢進し、かつ、不均一

性が変化することが明らかになった。これらの遺伝子の中から薬剤残存へのマーカーとし

て有望な因子および機能的な寄与が大きい因子を同定するために、一過的に遺伝子発現を

抑制した際にコロニー形成能の評価および RT-qPCR による解析を行う。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

1-3に示した方法に準じて行った。 

 

細胞数の測定 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

siRNAを用いたノックダウン 

ディッシュ上の細胞をトリプシン処理により回収し、210 × g, 3 min, 4℃で遠心、上清吸引

後、硫酸カナマイシン未添加のメディウムを添加し、2.5×105 cells/2.5 mLになるように細胞

懸濁液を調製した。その後、別のチューブに OptiMEM（gibco） を 0.45 mL/well、silencer 

select siRNA（Thermo Fisher）を 0.41 µL/well、Lipofectamine RNAi Max（Invitrogen）を 2.3 

µL/well、順に添加し、常温で 10 分インキュベートした。その後細胞懸濁液 2.5 mL/well と

混合し、6ウェルのコラーゲンコートディッシュに 3 mL/wellずつ添加した。 
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抗がん剤処理後の残存細胞数の評価（MTS Assay） 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

コロニー増殖能の評価 

細胞をコラーゲンコートのプレートに播種し、その翌日に DMSO および 5-FU を添加し

て 14 日間培養した。その後細胞を 10%のホルムアルデヒド（Muto Pure Chemicals, Tokyo, 

Japan）で固定し、0.5%のクリスタルバイオレット（Nacalai）で染色した。染色したプレー

トを純水で洗った後に乾燥させ、コロニー数および面積を ImageJ により定量した。  

 

包括的遺伝子発現解析（マイクロアレイ） 

1-3に示した方法に準じて行った。 

 

Reverse Transcription (RT)-qPCR 

1-3に示した方法に準じて行った。なお用いたプライマーを以下に表でまとめる（Table 3）。

プライマーの設計は Roche の Universal ProbeLibrary Assay Design Centerから行った。 

 

【結果】 

抗がん剤処理後の細胞残存に寄与する ALDH1A3の同定 

前章においてシングルセル解析により、患者由来胃がん JSC15-3 細胞に対して細胞傷害

性抗がん剤を処理した際に、一部の胃系譜関連遺伝子、胃幹細胞関連遺伝子、抗がん剤によ

り発現が亢進する遺伝子の発現における不均一性の変化および発現亢進が見出された。こ

れらの遺伝子の抗がん剤残存に対する機能的な役割の有無を検討するために、上述の 5-FU

処理により発現が亢進し、さらに発現の不均一性が大きく変化する因子について、siRNAを
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用いたノックダウン実験を行った。siRNA を導入した JSC15-3に関して、MTS Assayおよび

Clonogenic Assay により細胞増殖能およびコロニー増殖能の評価を 5-FU 処理前後で検討し

た。結果、細胞増殖抑制に大きな差は見られなかったが、ALDH1A3 をノックダウンした際

にコロニー増殖の抑制が見られ、さらに 5-FU を処理すると、より強くコロニー増殖を抑制

することが明らかになった（Fig. 16）。この結果から、胃がん細胞における ALDH1A3 のコ

ロニー増殖能への寄与が示唆された。なお、コロニー増殖能の検討は 5-FU 1 μMで行った。

予備検討にて、シングルセル解析と同様の 5-FU 濃度 3 μM で検討を行った際に、ネガティ

ブコントロールの siRNA を導入した細胞で 65～80%のコロニー増殖能の抑制が見られた。

したがって、この状態から種々の遺伝子を抑制すると、死滅する細胞の量が多くなり、評価

が困難になると考えたため、5-FU 1 μMでコロニー増殖能の評価を行った。 

 

ALDHファミリーにおける ALDH1A3の薬剤残存における発現亢進の優位性 

ALDH1A3 は 19 種類存在するアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ALDH）ファミリーの 1 つ

である。そこで ALDH1A3 を含めた全 19種の ALDH ファミリーの発現が抗がん剤処理によ

りどのように変動するかの検討を行った。具体的には、ALDH1A3 ファミリー全 19 種類に

ついて、先に述べたマイクロアレイの結果から JSC15-3、JSC17-2、JSC17-7 の 5-FU 処理前

後の細胞の発現を確認した。その結果、いずれの細胞に関しても、ALDH1A3の発現亢進の

度合いが他の 18種類の遺伝子と比較して著しく高いことが明らかとなった（Fig. 17）。そし

て、このことを確認するために ALDH ファミリーのプライマーを用いて RT-qPCR で発現量

を定量したところ、4 種類の遺伝子はそもそも発現量が低く評価できなかったが、残る 15

種類の遺伝子については確かにALDH1A3が 5-FU処理後の細胞で最も発現亢進しているこ

とが確認された（Fig. 17）。 
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Figure 16. 種々の遺伝子のノックダウン効率および細胞増殖、抗がん剤感受性への影響 

（A）JSC15-3 に対し、種々の遺伝子の siRNAによるノックダウン時の遺伝子発現の抑制効

率について RT-qPCR で検討したものである。内部標準には GAPDH を用い、SYBR Green の

系により検討した。siRNA の処理日数は 2 日間である。（B）siRNA を導入後の JSC15-3 細

胞を 12ウェルプレートに 2,000 細胞ずつ添加し、その翌日にDMSOおよび 5-FUを添加し、

14 日後にクリスタルバイオレットによりコロニーを染色し、ImageJ により解析を行った結

果を示している。上にコロニー数、下にコロニーの面積での評価結果を示している。 

 

 

 

 

A B 
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Figure 17. 患者由来胃がん細胞における 5-FUによる ALDHファミリー遺伝子の 

発現変動 

（A）JSC15-3, JSC17-2, JSC17-7の 5-FU 処理前後の細胞に対する GeneChipマイクロアレイ

を用いた包括的遺伝子発現解析の数値データより算出した ALDH ファミリーの遺伝子発現

変動を示している。縦軸の値は 5-FU 処理後の細胞の ALDH ファミリーの発現量を未処理の

細胞の ALDH ファミリーの発現量で除した数値を示している。（B）Aを RT-qPCR で検証し

た結果である。19 種類の ALDH ファミリーのうち ALDH1A2、ALDH1L1、ALDH1L2、

ALDH8A1の 4種類に関しては発現量が著しく低く、検出できなかったため、結果から除外

した。 

 

A 

B 
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Table 3 全 19種の ALDH1A3ファミリー遺伝子群の mRNA発現定量解析に用いた 

プライマーリスト 

ALDHファミリー全 19種のプライマーを示す。全てのプライマーは Rocheの Universal 

ProbeLibrary Assay Design Center より設計した。 
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2-2. 患者由来胃がん細胞における 5-FU 処理後の ALDH1A3 の発現亢進およ

び不均一性の変動 

 

【目的】 

第 1章のシングルセル解析および 2-1の結果から、患者由来胃がん JSC15-3細胞において

5-FU 処理後の残存分画で ALDH1A3 の不均一性が変動し、かつ、発現が顕著に亢進するこ

とが示唆された。これらの結果が複数の患者由来胃がん細胞あるいは、複数の細胞傷害性抗

がん剤で共通の現象であるか、またタンパク質レベルでも見られるかを検討するために RT-

q PCRおよび免疫蛍光染色を行う。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

1-3に示した方法に準じて行った。 

 

細胞数の測定 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

Reverse Transcription (RT)-qPCR 

1-3 に示した方法に準じて行った。用いたプライマーは Table 2 で示した ALDH1A3 と同

様のものである。 

 

免疫蛍光染色 

コラーゲンコートの 6 ウェルプレートにカバースリップを落とし込み、その上に回収し

た細胞を培地と懸濁して添加し、培養を行った。翌日に 5-FU を添加し、JSC15-3 は 6 日後



52 

 

に、JSC17-2および JSC17-7は 4日後に細胞を固定した。具体的には、培地を吸引し PBS で

1 回洗浄した後、PBS で希釈した 2%のパラホルムアルデヒド（Wako）を添加し 10 分間常

温で反応させた。その後、PBSで 2分×3回洗浄し、PBSで希釈した 0.5%の NP-40（Nacalai）

を添加し 10 分間常温で反応させた。その後、PBS で 2 分×3回洗浄し、0.02%のアジ化ナト

リウムが入った PBS を添加し、4℃で保存した。カバースリップを取り出し、1%BSA/PBS(-)

を 100 µL添加し、15分常温で反応させた。その後 PBSで 2分洗浄し、1%BSA/PBS(-)で 500

倍希釈したマウス抗ヒト ALDH1A3 抗体（GT926: Gentex）を 100 µL添加し、4℃で一晩反

応させた。その後 PBSで 2 分×5回洗浄し、1%BSA/PBS(-)で 500倍希釈した抗マウス 2次抗

体（A11029）を 100 µL添加し、30分暗室で反応させた。反応後 PBS で 2分×5回洗浄し、

VECTASHIELD（Vector）とともにスライドガラス上にマニキュアで封入、乾燥後、顕微鏡

にて観察を行った。 

 

【結果】 

複数の患者由来胃がん細胞での細胞傷害性抗がん剤による ALDH1A3の発現亢進 

複数の患者由来胃がん細胞において、ALDH1A3 の発現亢進が他の細胞傷害性抗がん剤で

も見られるかどうかを検討するため、JSC15-3, JSC17-2, JSC17-7 に関して、5-FU に加えて

SN38 処理後の ALDH1A3の発現を RT-qPCRにより定量した。その結果、いずれの細胞にお

いても SN38 処理後にも ALDH1A3 の発現が亢進していることが確認された（Fig. 18）。こ

れらのことから複数の細胞傷害性抗がん剤で共通に ALDH1A3 の発現が亢進することが明

らかになった。 

 

抗がん剤処理後の ALDH1A3のタンパク質レベルの発現亢進および不均一性の変化 

患者由来胃がん細胞への細胞傷害性抗がん剤処理による ALDH1A3 の発現亢進がタンパ

ク質レベルでも観察されるかどうかの検討を行うために、5-FU 処理前後の JSC15-3 に関し
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て ALDH1A3 について免疫蛍光染色を行った。結果、濃度依存的に ALDH1A3の発現が亢進

することが明らかになった（Fig. 19）。ここで特筆すべきは、ALDH1A3の発現が単純に亢進

するだけではなく、発現の不均一性が変化したことである。すなわち、薬剤未処理の細胞で

は ALDH1A3 は細胞ごとに不均一に発現していたが、5-FU の濃度依存的に発現の不均一性

が緩和され、かつ、亢進していることが明らかになった（Fig. 19）。この結果はシングルセ

ル解析のバイオリンプロットの結果と類似しており、遺伝子レベルで得られた結果と同様

の傾向がタンパク質レベルでも観察された。他の患者由来胃がん細胞 JSC17-2、JSC17-7 に

関しても、JSC15-3と同様に 5-FUを処理することで ALDH1A3の発現が亢進した（Fig. 20）。

これらのことから、複数の患者由来胃がん細胞で 5-FU 処理後の ALDH1A3の発現がタンパ

ク質レベルでも亢進することが明らかになった。 
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Figure 18. 患者由来胃がん細胞に細胞傷害性抗がん剤を処理した後の残存細胞における 

ALDH1A3の発現亢進 

JSC15-3 に 10 µMの 5-FU および 100 nMの SN38 をそれぞれ 7日間、JSC17-2に 3 µMの 5-

FU および 10 nM の SN38 をそれぞれ 6 日間、JSC17-7 に 0.3 µM の 5-FU および 10 nM の

SN38 をそれぞれ 6日間処理した後、それらの ALDH1A3の発現変動を RT-qPCR により評価

を行った。内部標準として GAPDH を用いた。図中のアステリスク（*）は有意差（P 値）

を表している。**P < 0.01, ***P < 0.001 
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Figure 19. JSC15-3における 5-FU処理後の ALDH1A3の発現亢進および不均一性の瓦解 

JSC15-3 に対して 5-FU を 3 µM および 10 µM 処理し、6 日間後に免疫蛍光染色を行った。

青色が核、緑色が ALDH1A3を示している。 
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Figure 20. JSC17-2および JSC17-7における 5-FU処理後の ALDH1A3の発現亢進 

JSC17-2 および JSC17-7 に対して 5-FU を 3 µM および 10 µM 処理し、4 日間後に免疫蛍光

染色を行った。青色が核、緑色が ALDH1A3を示している。 
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2-3. 患者由来胃がん細胞における 5-FU 処理後の ALDH1A3 の発現亢進（in 

vivo）および腫瘍における悪性度との相関 

 

【目的】 

前項より、患者由来胃がん細胞において、5-FU 処理後の残存細胞において ALDH1A3 の

発現亢進が認められることが明らかになった。こうした結果が腫瘍組織でも見られるのか

を検討するために、RT-qPCRおよび組織マイクロアレイの免疫組織染色により検討を行う。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

細胞数の測定 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

In vivoでの腫瘍形成能の検討および薬剤投与 

細胞を 210 × g, 3 min で遠心、上清吸引後、Hank’s Balanced Salt Solution（gibco）とマトリ

ゲル（BD マトリゲル基底膜マトリックス BD）を 1:1 で混合し、免疫不全ヌードマウス

（Charles River）の背部に 2×106個の細胞を皮下注射（100 µL/site）した。その後、形成され

た腫瘍の腫瘍径を電子ノギスにより測定し、平均腫瘍体積が 118 mm3 に至った日から抗が

ん剤の投与を開始した。なお、長辺と短辺を測定後、長辺×短辺×短辺/2を腫瘍体積とした。

動物実験は全て、がん研究会動物委員会の審査承認を受けた上で、所内ガイドラインに基づ

いて実施した。 

抗がん剤の投与には、5-FU注 250 mg（協和発酵キリン株式会社）を使用した。5-FU の投
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与量がヌードマウス個体あたり 150 mg/kgもしくは 75 mg/kgとなるように PBSにて希釈し、

それぞれヌードマウスの腹腔内に投与した。この際のコントロールとしては PBS のみの溶

液を用いた。投与は 1 週間毎に 4回行い、その間上記の方法での腫瘍径測定に加えて、電子

量りによる体重測定を行った。 

 

Reverse Transcription (RT)-qPCR 

基本的には 1-3に示した方法に準じて行ったが、RNAの抽出は RNeasy Mini Kit（QIAGEN）

を用いて行った。また、プライマーは Table 2で示した ALDH1A3と同様のものを用いた。 

 

免疫組織染色（IHC） 

パラフィン包埋切片の組織マイクロアレイ（BIOMAX）を購入し、キシレンおよびエタノ

ールにより脱パラフィン処理をした後、Dako REAL Target Retrieval Solution （pH6.0）（Dako）

を DW で 10 倍希釈した中に入れ、圧力釜で加熱した。常温まで冷却した後、0.3% H2O2メ

タノール［30% H2O2（Wako）を 1.5 mL、MeOH（nacalai tesque）を 150 mL］を添加し、常

温で 10 分インキュベートした。その後流水にて洗浄し、PBS にて 3 回洗浄した。次に、

Blocking One Histo (nacalai tesque)を 3滴添加し、10分インキュベートした後、1次抗体を添

加し、4°Cで一晩静置した。なお、1次抗体にはマウス抗ヒトALDH1A3抗体（GT926: GeneTex）

を 5 µg/mLで添加した。そして、TBSTにて 3回洗浄した。以降の反応には、ダコ ChemMate 

ENVISION キット/HRP（DAB）（Dako）を用いた。2次抗体（抗マウス）（Dako）を 2～3滴

/slide で添加し、30 分インキュベートした。さらに、TBST にて 3 回洗浄後、発色反応を行

った。まず、基質緩衝液［BottleB（Dako）］1 mLに発色基質［BottleC（Dako）］1滴（約 20 

µL）を添加し、発色されるまでインキュベートした。次に、水道水で発色反応を停止し、流

水で洗浄した。その後、カラッチ・ヘマトキシリン（武藤化学）を添加し、約 10秒インキ

ュベート後、流水にて洗浄により、対比染色を行った。そして、70%エタノールで 10 回洗
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浄を行った。その後、エタノールで 10 回洗浄を 1 セットとしてこの洗浄を 3 セット行い、

次いでキシレンで 10 回洗浄を 1セットとし、これを 4セット行った。最後に、Entellan new

（Merck）で封入を行い、染色した切片を作製した。 

 

【結果】 

In vivo xenograftに対する抗がん剤投与時の残存腫瘍における ALDH1A3の発現亢進 

ここまでは in vitro での抗がん剤処理後の残存細胞における ALDH1A3の発現亢進につい

て検討したが、in vivo での抗がん剤処理後の残存細胞における ALDH1A3 の発現亢進につ

いても検討を行った。まず、ヌードマウスに JSC15-3を移植し、腫瘍を形成したマウスに対

して、腹腔より 5-FU を投与し、縮退した腫瘍を採材した（Fig. 21）。なお投与は 1週間ごと

に 4回行った。また DMSO、5-FU 75 mg/kg、5-FU 150 mg/kg について、それぞれ 3匹のマ

ウスで検討する予定であったが、投与開始から 18日の段階で、5-FU 150 mg/kg 投与のマウ

スが 1 匹死亡したため、残りの 2 匹で以降の検討を行った。その腫瘍から RNA を抽出し、

RT-qPCR により ALDH1A3 の遺伝子発現を検討した。その結果、有意な差は見られないも

のの 5-FU の投与濃度依存的に ALDH1A3の発現が亢進する傾向が見られた（Fig. 22）。この

結果から、in vivoでも患者由来胃がん細胞に 5-FUを処理した残存細胞に関してもALDH1A3

の発現が亢進することが示唆された。 

 

胃がん組織における ALDH1A3の発現量とステージおよび予後との相関 

次に ALDH1A3 の発現が臨床腫瘍でどのようになっているかを検討するために、組織マ

イクロアレイを用いて免疫組織染色により ALDH1A3の発現を検討した。ALDH1A3の発現

量が低い順に 0、0.5、1、1.5、2、2.5、3でスコアを定め、全 69サンプルについて定量を行

ったところ、特に Stage3以降のがんで ALDH1A3の発現が高い傾向が確認された（Fig. 23）。

さらに、TCGA のデータベースを用いて、胃がんについて発現と全生存曲線について検討を
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行ったところ、ALDH1A3の発現量が高いほど有意に予後不良になるという結果が得られた。

興味深いことに、胃がん組織における ALDH1A3の発現に関しては、がんによって不均一で

あった。また公的データベースの Oncomine により ALDH1A3 の発現を正常組織とがん組織

で比較したところ、特に胃について、がん組織で発現が亢進していることが明らかになった

（Fig. 24）。これらの結果は ALDH1A3 が、がんの悪性度に寄与していることを示唆してい

る。 
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Figure 21. 患者由来ゼノグラフトモデルにおける抗がん剤処理による腫瘍系の縮退 

ヌードマウスに JSC15-3 を投与し、形成された腫瘍に対してフルオロウラシルを投与した

際の（A）腫瘍径と（B）体重変動を示している。ヌードマウスに JSC15-3 を皮下移植して

45 日後にフルオロウラシルの投与を開始した。投与形態は腹腔内投与、投与日数は 1 週間

毎に 4 回行い、28 日後に採材した。検討は 1 群 3 匹で行ったが、投与から 18 日目に 5-FU 

150 mg/kg投与しているマウスの内、1匹が死亡した。 

 

 

A 

B 



62 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. 患者由来ゼノグラフトモデルにおける抗がん剤処理後の残存細胞での 

ALDH1A3の発現亢進 

ヌードマウスに JSC15-3 を投与し、形成された腫瘍に対してフルオロウラシルを投与した

際の残存腫瘍に対して、RT-qPCRにて ALDH1A3 の発現を定量した。内部標準には GAPDH

を用いた。 
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Figure 23. 組織マイクロアレイにおける ALDH1A3 の免疫組織化学染色 

BIOMAX より購入した胃がんの組織マイクロアレイを用いた染色の評価は、ALDH1A3 の

染色度合いによって、0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 でスコアを定めた。（A）はそのスコアを示す胃

がんの組織における ALDH1A3 染色の例である。これらのスコアを元に、72 サンプル中、

添付の HE 染色の結果とも照らし合わせ、明確にがんと識別できた 69 サンプルについて、

Stage3 以上と Stage3 未満で分別して評価を行った。（B）はその評価を箱ひげ図により行っ

たものである。なお、Stage3以上のがんは 7 サンプル、Stage3 未満のサンプルは 62 サンプ

ルであった。 

 

 

 

 

A B 
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Figure 24. ALDH1A3の発現と予後との相関 

OncoLnc を用いて、TCGA のデータを元に胃がんにおける ALDH1A3 の発現上位 15%と下

位 15%を比較した結果を示している。赤色は ALDH1A3 が高発現している患者群、青色は

ALDH1A3が低発現している患者群を示している。 
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＜考察＞ 

本章の検討では、患者由来胃がん細胞において、細胞傷害性抗がん剤残存分画で

ALDH1A3の発現が亢進していた。さらに元々不均一性であった ALDH1A3 の発現が、抗が

ん剤処理によって不均一性が緩和され、かつ、亢進することが明らかになった。また、この

発現亢進の度合いは ALDH ファミリーの中でも突出していた。ALDH1A3は 19種類存在す

るアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ALDH）ファミリーの 1種である。この ALDH は、アルデ

ヒドをカルボキシレートに変換する酵素であるが、古くからその活性と幹細胞との関係性

[92]や、その阻害剤と抗がん剤の併用の有効性[93]について報告されており、がん幹細胞性

を有する分画[82][94]として報告されてきた因子である。ALDH ファミリーの中でも

ALDH1A1と ALDH1A3に関しては、乳がんにおいて薬剤耐性と代謝を介したそれぞれの役

割は異なるといったような報告[95]があることから、ALDH ファミリーの因子はそれぞれに

がんにおける役割があることが示唆される。本検討では、患者由来胃がんにおいて ALDH

ファミリーの中でも突出して ALDH1A3 が抗がん剤処理後の残存分画で発現亢進していた

ので、ALDH1A3は胃がんにおける抗がん剤処理後の残存分画のマーカーと成り得ると考え

られる。 

ALDH1A3は 58種ものヒトがん細胞株において ALDH酵素活性に中心的に寄与している

と報告されている[96]。また乳がん、グリオーマ、皮膚がんにおいて ALDH1A3の発現はエ

ピジェネティックな修飾や転写翻訳によって制御されているという報告がある[97-99]。特

に ALDH ファミリーの中でも ALDH1A3は間葉系のグリオーマ幹細胞において、FOXD1に

よって転写レベルで高発現していることが知られている [98]。また同細胞において、

ubiquitin-specific protease 9X (USP9X)により ALDH1A3 は脱ユビキチン化し安定化している

という報告がある[100]。本検討により ALDH1A3 の発現が胃がんの残存細胞で高発現して

いることと、Oncomine のデータベースにおいて ALDH1A3 の正常組織とがん組織での発現

を比較した際、胃では特にがん組織の方が高発現していることを加味すると、FOXD1 より
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も特異的かつ関係性の強い転写因子がこの発現を調整している可能性も考えられる。 

加えて、胃がん組織において ALDH1A3 の発現が亢進しているほどステージの進行した

がんである傾向が見られ、TCGA のデータベースでも ALDH1A3 の発現が亢進しているほ

ど予後不良であることから、ALDH1A3 はがんの悪性度にも寄与していることが示唆される。

先に述べた通りOncomineのデータベースによればALDH1A3は胃がん組織で高発現してい

ることも悪性度に寄与していることを支持している。これらのことから、ALDH1A3 が単に

抗がん剤処理後の残存細胞のマーカーになり得るだけではなく、がん細胞あるいはがん組

織の生存にも寄与している可能性が示唆される。 
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第 3章  

 

患者由来胃がん細胞における ALDH1A3-mTOR 経路を介

した細胞増殖 

 

＜要約＞ 

第 1章、第 2章の検討より、ALDH1A3が患者由来胃がん細胞における細胞傷害性抗がん

剤処理後の残存分画のマーカーとなり得るだけでなく、がんの悪性度に寄与している可能

性があるという結果が得られた。そこで、shRNA を用いて ALDH1A3 の発現を恒常的に抑

制した際の生存増殖への影響を検討した。その結果、ALDH1A3の恒常的な遺伝子発現抑制

は、細胞増殖を抑制し、そこに抗がん剤を処理することで更なる増殖抑制が見られることが

明らかになった。これがどのような経路によるものかを検討するために、包括的遺伝子発現

解析を行った。その結果、mTOR 経路の寄与が示唆された。ALDH1A3 の恒常的な抑制は

mTOR 経路の介在因子 p70S6K のリン酸化レベルを低下させた。また mTOR 経路を抑制し

た状況で 5-FU 処理を行うと、アポトーシス様 subG1 分画の割合が増加した。そして、mTOR

阻害剤テムシロリムスおよび 5-FU の併用は、単剤処理と比較してより顕著に細胞増殖を抑

制した。以上の結果より、患者由来胃がん細胞における ALDH1A3 を介した生存増殖には

mTOR 経路が寄与していることが示唆された。 
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3-1. ALDH1A3の抗がん剤処理後の細胞残存および腫瘍増殖への寄与 

 

【目的】 

第 1章、第 2章の検討より、患者由来胃がん細胞において、抗がん剤処理後の残存分画に

おける ALDH1A3 の機能的重要性が示唆された。特に 2-1 で行った siRNA による遺伝子発

現抑制実験から、患者由来胃がん細胞および抗がん剤処理後の残存細胞の生存増殖に対す

る ALDH1A3 の機能的な関与が示唆された。そこで患者由来 JSC15-3 細胞において

ALDH1A3の発現を恒常的に抑制した際に、生存や増殖にどのような影響が生じるかを検討

した。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

細胞数の測定 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

shRNAの構築と細胞への導入 

Short hairpin RNA（shRNA）の配列をMISSION shRNA clones (Sigma-Aldrich)によりデザイ

ンし、FASMAC で合成を行った。合成したオリゴをハイブリダイズし、pLKO.1 プラスミド

（Addgene）の stuffer部分を除去し、その部位に導入した。目的の配列が導入できているか

どうかの確認はシーケンシングにより行った。構築されたプラスミド DNA を HEK293T 細

胞に導入し、レンチウイルスへのパッケージングを行った後、これを JSC15-3細胞に感染さ

せた。感染させた細胞は 1 µg/mL の puromycin で 8 日間選択した。shRNA の配列を以下に
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示す。 

・shALDH1A3 #2 

Fw: 5′-CCGGGCAACCAATACTGAAGTTCAACTCGAGTTGAACTTCAGTATTGGTTGCTTTTTG-3′ 

Rv: 5′-AATTCAAAAAGCAACCAATACTGAAGTTCAACTCGAGTTGAACTTCAGTATTGGTTGC-3′ 

・shALDH1A3 #3 

Fw: 5′-CCGGGCTGTATTAGAACCCTCAGATCTCGAGATCTGAGGGTTCTAATACAGCTTTTTG-3′ 

Rv: 5′-AATTCAAAAAGCTGTATTAGAACCCTCAGATCTCGAGATCTGAGGGTTCTAATACAGC-3′ 

 

ウェスタンブロッティング 

細胞から TNE lysis buffer（150 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 60 mM Tris and 1 mM EDTA に

1× protease inhibitor cocktail （Nacalai）と PhosSTOP phosphatase inhibitor cocktail （Roche）

を加えたもの）を用いてタンパク質を抽出した。その後、BCA Assayにより得られたタンパ

ク質の量を定量し、sodium dodecyl sulfate（SDS）を用いて調製した後に、Extra PAGE One 

Precast Gel（Nacalai）を用いて電気泳動を行った。そのゲルをメタノール処理後の poly 

vinylidene difluoride（PVDF）のメンブレンに転写した。その後、非リン酸化抗体を見る際に

は Blocking ONE（Nacalai）を、リン酸化抗体を見る際には Blocking ONE-P（Nacalai）を用

いてブロッキングを行い、TBSTで洗浄後、1%スキムミルクで希釈した mouse anti-ALDH1A3 

(0.5 μg/mL, GT926; GeneTex)、mouse anti-GAPDH (0.02 μg/mL, 10R-G109a; Fitzgerald)を添加し

インキュベートした。TBST で洗浄後、1%スキムミルクで希釈した 2次抗体（ECL anti-mouse 

IgG; GE Health care）を添加しインキュベートした。そして、TBST で洗浄後、（ECL GE Health 

care）で現像を行った。 

 

抗がん剤処理後の残存細胞数の評価（MTS Assay） 

1-1に示した方法に準じて行った。 
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【結果】 

ALDH1A3 の恒常的な抑制による胃がん細胞の増殖抑制と抗がん剤処理後の残存細胞数

の減少 

ALDH1A3 の発現を恒常的に抑制した場合にどのような影響が見られるかを検討するた

めに ALDH1A3 の shRNA（shALDH1A3）を 2 種類作製した。Addgene の pLKO.1 プラスミ

ドベクターを用いて shALDH1A3 の配列を導入したものを作製し、レンチウイルスに封入

後、JSC15-3に感染させ、ピューロマイシンによる選択を行った。まず導入した shALDH1A3

の発現抑制効率をウェスタンブロッティングにより検討したところ、遺伝子発現の抑制が

タンパク質レベルで確認できた（Fig. 25）。そして、shALDH1A3 を導入した JSC15-3に関し

て、細胞増殖および細胞傷害性抗がん剤への影響を検討した。その結果、ALDH1A3 を恒常

的に抑制した JSC15-3 は増殖能が低下し、そこに 5-FU や SN38 を加えると、さらに増殖能

が低下するという結果が得られた（Fig. 26）。また、各サンプルの DMSO 処理を 100%に補

正し、IC50 により評価を行うと、SN38処理では ALDH1A3 を抑制した状態で相乗的に感受

性が増強する傾向が見られたが、5-FU では有意な差が見られなかった（Fig. 27）。 

 

ALDH1A3の恒常的な抑制による造腫瘍性と腫瘍増殖能の抑制 

shALDH1A3を導入した JSC15-3とネガティブコントロールの shRNAを免疫不全のNOD-

SCID マウスに移植し、腫瘍形成能および腫瘍増殖能についてどのような差があるか検討し

た。その結果、移植 21 日後に 10 mm3以上に成長した腫瘍の数を生着腫瘍数として検討す

ると、shALDH1A3 を導入した JSC15-3は 8匹中 4匹に腫瘍の生着が見られたが、ネガティ

ブコントロールの shRNAを導入した JSC15-3は 7匹中 7匹全てに腫瘍が生着していた。す

なわち、shALDH1A3を導入した JSC15-3では腫瘍形成能が低下していることが明らかにな

った（Fig. 28）。加えて、腫瘍が生着してから 89日後まで 3,4日毎に腫瘍径を測定したとこ
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ろ、shALDH1A3を導入した JSC15-3由来の腫瘍の平均腫瘍径が対照群と比較して小さいこ

とが明らかとなった。これらの結果から、ALDH1A3が JSC15-3の造腫瘍性および腫瘍増殖

能に寄与している可能性が示唆された（Fig. 26）。 
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Figure 25. JSC15-3における shALDH1A3のノックダウン効率 

左図は、shALDH1A3 #2および shALDH1A3 #3を導入した JSC15-3細胞における ALDH1A3

タンパク質の発現レベルをウェスタンブロットで調べたものである。右図は、そのバンドを

ImageJ により定量した結果である。内部標準として GAPDHを用い、NCを 100％としてデ

ータを示している。なお、shRNA を導入した JSC15-3 はピューロマイシンにより 8 日間選

択を行った後にペレットを回収し、タンパク質を抽出した。NC: negative control 
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Figure 26. shALDH1A3による発現抑制がもたらす細胞増殖及び薬剤感受性への影響① 

JSC15-3 に対して shALDH1A3により恒常的に遺伝子発現を抑制した際の、細胞増殖及び 5-

FU（左図）および SN38（右図）の影響をMTS Assayにより検討した結果である。JSC15-3

をコラーゲンコートの 96 ウェルプレートに 3,000 細胞播種し、その翌日に抗がん剤をそれ

ぞれ添加し、7日後に評価を行った。図中のアステリスク（*）は有意差（P 値）を表してい

る。**P < 0.01, ***P < 0.001 
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Figure 27. shALDH1A3による発現抑制がもたらす細胞増殖及び薬剤感受性への影響② 

（A）Figure 26 の結果について、各サンプルの DMSO処理を 100%とした際の 5-FU および

SN38 処理における細胞の生存率を示している。（B）A の結果の 50%阻害濃度を表にまとめ

ている。 

 

 

50%阻害濃度 5-FU SN38 

NC 7.3 μM 92 nM 

shALDH1A3 #2 7.2 μM 49 nM 

shALDH1A3 #3 6.2 μM 27 nM 

A 

 

B 

A 
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B 
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Figure 28. shALDH1A3による腫瘍形成能および腫瘍増殖能 

（A）移植から 21日時点で形成された腫瘍の数を示している。この時点で 10 mm3以上の腫

瘍径のものを腫瘍が形成されていると判定した。（B）A の時点を 0 日とした時の、89 日ま

での腫瘍増殖能を示している。Negative control shRNA（shNC）を導入した JSC15-3は 7匹、

shALDH1A3 を導入した JSC15-3は 8匹で検討を行った。検討は NOD-SCID マウスにそれぞ

れの細胞を皮下移植して行った。図中のアステリスク（*）は有意差（P 値）を表している。

***P < 0.001 
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3-2. ALDH1A3に連関する経路の同定 ～mTOR 経路～ 

 

【目的】 

3-1 の検討より、ALDH1A3 の発現を恒常的に抑制することで、細胞増殖能が抑制され、

抗がん剤処理後の残存細胞の数が減少するという結果が得られた。この結果が、どのような

経路に起因するのかを調べるために種々の検討を行った。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

細胞数の測定 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

包括的遺伝子発現解析（マイクロアレイ） 

1-3 に示した方法に準じて行った。得られたデータを用いて gene set enrichment analysis

（GSEA）を行った。 

 

ウェスタンブロッティング 

3-1に示した方法に準じて行った。 

なお 1次抗体には、mouse anti-ALDH1A3 (0.5 μg/mL, GT926; GeneTex)、rabbit anti-phospho-

p70S6 kinase (p70S6K, phosphorylated at T389) (1:1,000, #9234; Cell Signaling Technology)、

rabbit anti-p70S6K (1:1,000, #9202; Cell Signaling Technology)、mouse anti-GAPDH (0.02 μg/mL, 

10R-G109a; Fitzgerald)を使用した。 
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【結果】 

包括的遺伝子発現解析による mTOR経路の同定 

3-1におけるALDH1A3の恒常的な発現抑制による細胞増殖および抗がん剤処理後の残存

細胞数の減少にどのような分子経路が寄与しているのかを明らかにするために、

shALDH1A3 を導入した細胞およびネガティブコントロールの shRNA を導入した細胞に関

して、GeneChip マイクロアレイ解析による網羅的遺伝子発現解析を行った（Fig. 29A）。そ

の結果、様々な遺伝子の発現変動が認められたが、GSEAを行ったところ、mTOR 経路との

関係性が示唆された（Fig. 29B）。 

 

ALDH1A3の抑制による mTOR 経路の不活性化 

上述の結果に基づき、shALDH1A3 を導入した JSC15-3に関して、mTOR 経路の関連因子

についてウェスタンブロッティングによりタンパク質レベルの発現変動について検討した。

その結果、mTOR 経路の介在因子である p70S6K（T389）のリン酸化が発現抑制されていた

ことから、同経路の活性が低下しているものと判断された（Fig. 30）。 

 

mTOR 経路以外の ALDH1A3の寄与 

GSEA では MEK 経路や Wnt 経路の関与も示唆された（Fig. 31）。しかし、Wnt 経路に関

しては、ALDH1A3 の発現抑制により、LEF1 など Wnt経路が活性化する際に働く遺伝子が

発現亢進していた。また、MEK経路やWnt経路に関連するタンパク質に関して、ウェスタ

ンブロッティングにより発現を検討したところ、安定したリン酸化レベルの発現低下など

が見られなかった。これらのことから、MEK経路やWnt経路の寄与は小さいと判断された。 
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Figure 29. shALDH1A3を導入した JSC15-3細胞の網羅的遺伝子発現解析① 

（A）マイクロアレイ解析の結果をもとに、shALDH1A3 #2, #3 と Untreated, NC（negative 

control）で Fold Change が 1.5 倍以上の遺伝子を示している。（B）Oncogenic 経路に関する

GSEA の結果で、左は shALDH1A3 で濃縮されている経路、右は NC で濃縮されている経路

を示している。 
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Figure 30. shALDH1A3を導入した JSC15-3における mTOR経路の抑制  

左図は shALDH1A3 を導入した JSC15-3 における mTOR 関連因子のウェスタンブロッティ

ングの結果、右図は 3回の独立したウェスタンブロッティングの結果を定量し、平均化した

結果である。定量は ImageJ で行い、内部標準として GAPDH を用いた。図中のアステリス

ク（*）は有意差（P 値）を表している。**P < 0.01, ***P < 0.001 
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Figure 31. shALDH1A3を導入した JSC15-3細胞の網羅的遺伝子発現解析により見出され

た他の経路 

shALDH1A3 を導入した JSC15-3におけるマイクロアレイ解析の結果をもとに、がんに関連

する経路について GSEAを行った際、見出された normalized enrichment score（NES）値上位

の他の経路を示している。左が Wnt 経路、右が MEK 経路への関与が示唆される GSEA の

結果である。 
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3-3. ALDH1A3 抑制による細胞周期への影響および 5-FU と mTOR 阻害剤の

併用による細胞増殖抑制効果 

 

【目的】 

3-2 の検討より、JSC15-3 に対して ALDH1A3 を抑制した際、mTOR 経路が不活性化する

ことが示唆された。この結果を詳しく検証するため、ALDH1A3の発現抑制時の遺伝子発現

変動データを用いて Gene Ontology解析を実施した。また、腎がんの治療でも実際に使用さ

れている mTOR 阻害剤テムシロリムスについて、5-FU との併用時にどのような効果が得ら

れるのか検討を行った。 

 

【材料・方法】 

細胞と培養条件 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

細胞数の測定 

1-1に示した方法に準じて行った。 

 

包括的遺伝子発現解析（マイクロアレイ） 

1-3に示した方法に準じて行った。得られたデータを用いて GSEA および GO 解析を行っ

た。 

 

DNA量の定量による細胞周期の検討 

フローサイトメトリーを用いて細胞周期分布と subG1分画の定量を行った。具体的には、

70%エタノールにより細胞を固定し、50 µg/mLのヨウ化プロピジウム（propidium iodide: PI）
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で染色した後、FACSCalibur (BD Biosciences)を用いて解析を行った。 

 

抗がん剤処理後の残存細胞数の評価（MTS Assay） 

1-1 に示した方法に準じて行った。なお検討には 5-FU に加えて、mTOR 阻害剤であるテ

ムシロリムス（Sigma-Aldrich）を用いた。 

 

ウェスタンブロッティング 

3-1に示した方法に準じ、3-2に示した 1次抗体を用いて検討した。 

 

【結果】 

ALDH1A3の発現抑制時における細胞周期およびアポトーシスへの寄与 

3-2で行ったマイクロアレイ解析の結果をもとに GO 解析を行ったところ、細胞周期に関

連する GOタームが得られた（Fig. 32A）。また、KEGG経路について、GSEA を行ったとこ

ろ、細胞周期に寄与する因子が JSC15-3に対して shALDH1A3を導入した細胞で濃縮されて

いることが明らかになった（Fig. 32B）。これを踏まえて、shALDH1A3 を導入した JSC15-3

に関して、抗がん剤処理前後で DNA 量がどのように変化するかを検討するため PI 染色を

行った。その結果、shALDH1A3 を導入した JSC15-3 に 5-FU を処理することでアポトーテ

ィックな分画（subG1分画）の割合が増加した（Fig. 33）。これらの結果は、細胞の生存増殖

に寄与している mTOR経路の関与を間接的に支持するものと考えられる。 

 

mTOR 阻害剤テムシロリムスと細胞傷害性抗がん剤 5-FUの併用による細胞増殖抑制 

mTOR経路を阻害するテムシロリムスに関して、細胞傷害性抗がん剤と併用を行った際、

どのような効果が得られるかについて、細胞増殖アッセイにより検討した。その結果、JSC15-

3 に関しては、mTOR 経路を阻害するだけで細胞増殖が抑えられ、そこに細胞傷害性抗がん
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剤を処理すると、さらに強く細胞増殖が抑制されることが明らかになった（Fig. 34A）。なお、

併用に用いた阻害剤濃度で、P70S6Kのリン酸化レベルが低下することはウェスタンブロッ

ティングにより確認した（Fig. 34B）。また、各サンプルの DMSO 処理を 100%に補正し、

IC50 により評価を行うと、相乗的な効果は見られなかった。 
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Figure 32. shALDH1A3を導入した JSC15-3に関する網羅的遺伝子発現解析② 

（A）Figure. 29A のマイクロアレイ解析の結果に対して GO 解析を行った結果を示してい

る。P 値の高い順に p<10-15までを示している。太字は p<10-30以下の GO Termである。（B）

Figure. 29Aのマイクロアレイ解析の結果に対して KEGG経路について GSEA を行った結果

を示している。shALDH1A3を導入した JSC15-3で濃縮されている遺伝子群が関連する経路

について解析を行った。 

A 

 

B 
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B 

 

B 
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Figure 33. ALDH1A3を枯渇させた JSC15-3細胞に抗がん剤を処理した際の DNA量の変動 

NC、shALDH1A3 #2、shALDH1A3 #3 に関して、いずれも DMSO および 5-FUを 7日間処理

した。ヨウ化プロピジウムで細胞を染色し、FACSCalibur によるフローサイトメトリーで細

胞内 DNA 含有量を解析した。ピンク色の四角の数値はアポトーティックな subG1 分画の割

合を示している。NC: negative control 
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Figure 34. JSC15-3に対する mTOR阻害剤および 5-FUとの併用による細胞増殖抑制効果 

（A）mTOR阻害剤テムシロリムスと 5-FU の併用時における細胞増殖を示している。JSC15-

3 細胞を 96 ウェルプレートに 3,000 細胞播種し、翌日にテムシロリムスと 5-FU を添加し、

7 日後にMTS Assayにより評価を行った。（B）テムシロリムスによる mTOR 関連因子の発

現変動を示している。JSC15-3に対してテムシロリムスを 2時間処理した後、ペレットを回

収してタンパク質を抽出した。（C）A の結果について、各サンプルの DMSO 処理を 100%

とした際の 5-FU および SN38処理における細胞の生存率を示している。（D）C の結果につ

いて、50%阻害濃度をまとめたものである。図中のアステリスク（*）は有意差（P 値）を表

している。**P < 0.01, ***P < 0.001 

50%阻害濃度 5-FU 

Temsirolimus 0 μM 8.1 μM 

Temsirolimus 0.3 μM 8.4 μM 

Temsirolimus 1 μM >10 μM 
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＜考察＞ 

患者由来胃がん細胞において、ALDH1A3の発現の恒常的な抑制により細胞増殖が抑制さ

れ、さらに抗がん剤処理後の残存細胞の数が減少することから、ALDH1A3の発現が、がん

細胞の増殖に寄与することが明らかになった。また同細胞は腫瘍形成能および腫瘍増殖能

が低下していることから、ALDH1A3が腫瘍形成能や腫瘍増殖能にも寄与していることが明

らかになった。第 2 章では、患者由来胃がん細胞における抗がん剤処理後の ALDH1A3 の

発現亢進および不均一性の欠落から、がん幹細胞分画あるいは薬剤残存分画のマーカーと

しての有用性について述べたが、第 2章の考察で述べた通り、ALDH1A3は単なるマーカー

ではなく、がん細胞の生存増殖に寄与することが明らかになった。また、これらの抑制に

mTOR 経路が寄与していることが示唆された。 

mTOR 経路はがん細胞の生存や増殖に寄与する経路として知られており、この経路の阻

害剤は実臨床の場で使用されている。しかし、進行胃がんの臨床試験では、第三相試験にお

いて、mTOR 阻害剤の 1 つであるエベロリムスとパクリタキセルの併用はあまり効果的で

はなかったという結果が示されている。一方で、エベロリムスが、タキサン系の抗がん剤に

より治療した患者集団の無増悪生存期間および全生存期間を改善するという報告がある

[101]。さらに、難治の胃がん患者に対して、カペシタビンとエベロリムスの併用の第二相試

験が行われたという報告がある[102]。本研究において ALDH1A3 の不均一性が患者由来胃

がん細胞において観察されたことから、生存や増殖に対する ALDH1A3-mTOR の寄与は胃

がんの中でも限られた集団に制限されるものであると推察される。この推察に基づくと、

mTOR を標的とした治療は、一部の患者集団に対して有効な可能性が考えられる。したがっ

て、mTORと細胞傷害性抗がん剤との併用を考える場合、効果が得られそうな集団のバイオ

マーカーを同定することが重要であることが示唆される。 

また、ALDH1A3の細胞増殖への寄与に関しては、ALDH1A3が特に重要な役割を担って

いるレチノール経路の関与が示唆される。ALDH ファミリーは先に述べた通りアルデヒド
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デヒドロゲナーゼとして知られているが、その役割として著名なものはアルコールから生

成されるアセトアルデヒドの分解酵素である。この分解に主に関わる ALDH ファミリーは

ALDH2である。飲酒をした際に、酵素として働くのは主にこの因子である。しかしながら、

多量の飲酒つまり高濃度のアルコールを摂取した際は ALDH1 も酵素として働くことが知

られている。加えて ALDH1の主な役割としてレチノール合成経路に関与することが知られ

ている。この ALDH1 に関しては ALDH1A3 が ALDH1A1 と ALDH1A2 に比べて 10 倍以上

酵素活性が高いことがマウスレベルの実験により報告されている[103]。ALDH1A3 と

ALDH1A1および ALDH1A2の配列の相同性は高く、70%以上の配列が共通している[104]に

も関わらず、ALDH1A3の酵素活性がより高いことは非常に興味深い。特にノックアウトマ

ウスに関しては ALDH1A3 を欠落させると胚性致死になることが知られており、ここにレ

チノール合成経路の終着点として知られている All-trans retinoic acid (ATRA)を添加すると胚

性致死を妨げることができるという報告がある[105]。対して ALDH1A1 を欠落させてもノ

ックアウトマウスは生存するという報告がある[106]。これらのことからレチノール合成経

路への寄与は ALDH1A3の方が大きいことが示唆される。  

レチノール合成経路に関しては、ATRA の合成から遺伝子発現を介して、細胞の分化およ

び増殖に寄与することが知られている。実際に米国ではニキビの治療薬としてトレチノイ

ンが知られており、この薬剤は皮膚細胞の分化と増殖を促進する。がんにおいても、急性前

骨髄球性白血病（acute promyelocytic leukemia: APL）の治療としてトレチノインが使用され

ており、白血球の分化および血液凝固作用の抑制を介して治療に貢献している。このように、

レチノール合成経路またはその終着点にある ATRA は細胞の分化に寄与していると考えら

れるが、その一方で、がん幹細胞という視点に立つと、近年興味深い報告がなされている。

具体的には、間葉系グリオーマ幹細胞に関して、ALDH1A3 がレチノール合成経路を活性化

させ、ATRAの合成を促進し、tissue transglutaminaseを介して自己複製能や増殖に寄与する

ことが報告されている[107]。これらのことから、ALDH1A3 はレチノール経路を介してがん
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幹細胞、ひいてはがん細胞の生存に寄与していることが示唆される。 

また ALDH1A3 と mTOR 経路の関係については、レチノール経路も寄与している可能性

が示唆される。レチノール自体が insulin-like growth factor-1 receptorを介して PI3K/Akt経路

の活性化によりマウスの胚性幹細胞の自己複製能に寄与するという報告がある[108]。Akt経

路と mTOR 経路が繋がっていることを加味し、これを本研究に当てはめると、ALDH1A3 を

抑制することにより、レチノール合成経路を阻害し、mTOR 経路を不活性化することで、が

ん幹細胞の自己複製能や増殖に寄与している可能性が示唆される。 
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第 4章 総括 

 

患者由来胃がん細胞のシングルセル解析により、胃系譜関連因子、胃幹細胞関連因子、抗

がん剤により発現が亢進する因子の発現が、細胞傷害性抗がん剤処理前の段階から細胞ご

とに不均一性を示すことが明らかになった。ここに細胞傷害性抗がん剤を処理するとこれ

らの遺伝子の一部の発現が亢進したが、その中でも特に ALDH1A3 は、発現が亢進するとと

もに、発現の不均一性も変動することが示された。また、この患者由来胃がん細胞に細胞傷

害性抗がん剤を処理した時に ALDH1A3 の発現が亢進したことに関して、複数の患者由来

胃がん細胞および複数の細胞傷害性抗がん剤でも同様の知見が得られた。 

これらのことから ALDH1A3 は患者由来胃がん細胞に共通で、抗がん剤処理後の残存細

胞における重要な因子であることが示唆された。これまで報告されてきた多くの検討では、

マイクロアレイ解析やウェスタンブロッティングなどの手法を用いており、細胞集団全体

の平均像で遺伝子発現を評価するに留まっていた。しかしながら、本研究で行ったシングル

セル解析により細胞間での不均一性を評価することで、ALDH1A3を persister関連因子とし

て同定するに至った。また、複数のがん幹細胞マーカーを指標とした胃幹関連因子について

シングルセル解析を行ったため、がん幹細胞マーカーの中でも特に ALDH1A3 が persisterに

寄与している可能性が見出された。 

シングルセル解析では薬剤未処理の分画と 5-FU 処理後の分画が明確に区別されたが、未

処理の分画の一部は 5-FU 処理後の分画に分類された。一方で、5-FU 処理後の分画の一部は

未処理の分画に分類された。これらの細胞分画が薬剤抵抗性に寄与している可能性が示唆

された。抗がん剤処理後の分画に分類される未処理の分画においても、他の未処理の分画と

比較して、ALDH1A3の遺伝子発現が亢進していた。しかし、抗がん剤処理後の大部分にお

ける ALDH1A3の発現は、この分画の発現よりもさらに亢進していた。したがって、患者由
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来胃がん細胞における ALDH1A3 を含む複数の遺伝子発現の亢進は、細胞の残存によるも

のと抗がん剤による発現誘導によるものの、双方が寄与している可能性が示唆された。修士

課程の研究においては、抗がん剤処理後の残存分画では CD44v の発現が亢進していること

が示されたが、本研究ではそのメカニズムとして薬剤耐性細胞の残存と適応遺伝子の発現

誘導の双方が寄与していることを示した。シングルセル解析によって得られた知見は、この

結果を支持するものであった。さらには抗がん剤抵抗性の原因となりうる要素として、薬剤

抵抗性を示す細胞分画の残存と遺伝子発現誘導による適応応答の双方が寄与している可能

性が示唆された。 

 患者由来胃がん JSC15-3 細胞において ALDH1A3 の発現を一過的に抑制するとコロニー

増殖能が低下し、そこに 5-FU を処理するとさらにコロニー増殖能が低下した。また、抗が

ん剤により、ALDH1A3 は ALDH ファミリーの中でも突出して発現が亢進することが明ら

かとなった。加えて、ALDH1A3は in vitroでも in vivo でも抗がん剤処理後の残存分画にお

いて高発現していることが明らかになった。さらに、ALDH1A3の発現が亢進している胃が

んほど、悪性度が高い可能性が示唆された。以上の結果より、ALDH1A3 が胃がんそのもの、

あるいは、抗がん剤処理後の残存分画の生存増殖に寄与していることが示唆された。

ALDH1A3の発現を恒常的に抑制した際にも、細胞増殖能の低下が見られ、そこに細胞傷害

性抗がん剤を処理すると、更なる細胞増殖能の低下が見られた。この抑制状態の細胞につい

て、包括的遺伝子発現解析を行ったところ、mTOR 経路の寄与が示唆された。実際に、

ALDH1A3の発現を恒常的に抑制した状態下で、mTOR 経路介在因子の P70S6Kのリン酸化

レベルの低下が見られた。この状態下で 5-FU を処理すると、アポトーティックな分画の割

合が増加した。さらに mTOR 阻害剤テムシロリムスを患者由来胃がん細胞に処理したとこ

ろ、細胞増殖を抑制した。そこに、5-FU を処理することで、相乗効果までは見られなかっ

たが、より強い細胞増殖抑制効果が見られた。これらの結果から、ALDH1A3は mTOR経路

を介して、がん細胞および抗がん剤処理後の残存細胞の生存に寄与していることが示唆さ
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れた。このことと第 3章の結果を加味すると、患者由来胃がんにおける細胞傷害性抗がん剤

5-FU との併用が有効と考えられる薬剤の候補として、mTOR 阻害剤、ALDH 阻害剤、トレ

チノイン等が考えられる。mTOR 阻害剤に関しては、第 3 章でも述べた通り、5-FU との併

用が細胞増殖の抑制に有効であるという結果が得られている。実際に、mTOR 阻害剤は臨床

で腎がんなどの治療薬として使用されており、胃がんにおける persister細胞の減少という観

点においてもその有用性が期待される。ALDH 阻害剤に関しては、古くより用いられている

ジスルフィラムが有名である。この薬剤は抗がん剤ではないが、検酒薬にも使用されている

ことを考えると、副作用の影響も低く実用的であると考えられる。また近年では、乳がんに

おいてシトラールが ALDH1A3 を特異的に抑制するという報告がある[109]。本検討でも、

第 2章の 2-1において、ALDH ファミリーの中でも特に ALDH1A3が抗がん剤残存分画で高

発現していたので、このような ALDH1A3 特異的な阻害剤も併用に有効であると考えられ

る。トレチノインに関しても、第 3章の考察で示した通り、白血病の治療で使われているこ

とを考えると有用であると考えられる。しかしながら、レチノイン酸症候群など重篤な副作

用を生じる場合があるので、併用には十分な注意が必要である。 

 以上のように本研究では、患者由来胃がん細胞において抗がん剤処理後の残存細胞のマ

ーカーになり得て、かつ、生存増殖に寄与する遺伝子として ALDH1A3 を同定した。

ALDH1A3は mTOR 経路を介し、がん細胞の生存増殖に寄与することが示唆された。これら

の知見は、5-FU と mTOR阻害剤や ALDH1A3阻害剤、トレチノインとの併用が、胃がんの

薬物療法に有効である可能性を示唆しており、臨床の場で使用される新たな治療法として

有用な可能性を秘めている。 
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