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研究成果の概要（和文）：上皮間葉移行（EMT）新たな視点から胃癌の浸潤転移を抑制し進行胃

癌の治療に役立てることを目的に研究した。手術で切除した胃を調べたところHOXB9というEMT

を誘導する分子の発現がリンパ節転移や脈管浸潤と関連していることと、生命予後が悪いこと

を明らかにした。TMK-1 という胃癌細胞に HOXB9 の遺伝子を導入して EMT を誘導すると癌の悪

性度が増す傾向がみられた。さらなる研究によりリンパ節転移抑制の観点から治療応用を切り

開ける可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We have conducted our research in order to investigate the 
possibility of therapeutic application of the concept of epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) for the treatment of advanced gastric cancer. Gastric cancer tissue from 
the patient treated in our hospital was immunostained with the antibody of an EMT inducer 
HOXB9. Immunopositivity was correlated with lymph node metastasis and vascular/lymphatic 
invasion. Survival analysis was revealed that HOXB9 positive group had a worse prognosis. 
The virulence of gastric cancer cells was increased by gene introduction of HOXB9 by in 
vitro experiments. Further investigation will reveal the pathways for the development 
of a novel therapy of gastric cancer in the aspect of the inhibition of lymph node 
metastasis.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 胃がんは我が国のがんの死亡率の上位
を占めその新たな治療戦略の確立は公衆衛
生学上重要である。我々はこれまで胃癌の浸
潤・転移におけるマトリックス分解酵素
（MMP）の関与を研究し報告してきた。1997
年、肝細胞癌における MMP-1 の特徴的な発現

（ Okazaki I, Wada N, et al.: Hepatol 
1997;25:580-4）を解明するとともに、胃癌
における MMP-1 の発現を報告した（Otani Y, 
et al. J Gastroentelol 1994;29:391-7）。
さらに 1999 年には MMP 阻害剤の R-94138
（Igarashi N, et al.: Jpn J Cancer Res 
1999;90:116-121）により、また 2002 年には
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他の MMP 阻害剤 marimastat（Kimata M, Wada 
N, et al.: Jpn J Cancer Res 2002;93:834-41）
や、nobiletin（Minagawa A, et al.: Jpn J 
Cancer Res 2001;92:1322-8）により in vivo
の腹膜播種モデルにおいて胃癌の腹膜転移
抑制が認められることを報告した。この機序
として marimastat に血管新生を阻害する作
用があることも明らかにしてきた（Wada N, 
et al.: Clin Exp Meta 2003;20:431-5）。さ
らに胃癌ではスキルス胃癌が予後不良な難
治癌として知られているが、スキルス胃癌に
おける MMP や、その生理的阻害物質の TIMP
の発現を非スキルス胃癌との比較して網羅
的に解析し、スキルス胃癌におけるマトリッ
クス代謝を明らかにした（Yokoyama T, et 
al.: Clin Exp Meta 2004;21:223-33）。すな
わち胃癌の浸潤・転移には MMP が関与し、MMP
阻害には治療応用の可能性があることを実
験的に証明し、報告してきた。 
 
(2) 近年、癌の浸潤・転移過程において上皮
間 葉 移 行 （ Epithelial Mesenchymal 
Transition: EMT）という現象が広く受け入
れられてきている。我々は免疫賦活剤として
知られている PSK（クレスチン®）に、TGFβ
により活性化される主要な経路である smad
経路を抑制する働きがあることを確認した。
この結果 PSK に EMT を阻害する薬剤としての
働きが期待され、この独創的な研究を推進す
る大きな動機となっている。 
 
(3) 胃癌においても EMTに関する報告が散見
される。EMT inducer のひとつの Twist を
antisense vector で down regulation するこ
とで、胃癌細胞（MKN45）の浸潤が抑制され
る（Yang Z, et al. Biochem Biophys Res 
Commun 2007;358:925-30）。また、乳癌にお
いて MMP 自体が EMT を誘導することが明らか
となってきている（Radisky DC, et al.: 
Nature 2005;436:123-7）が、これまで我々
が明らかにしてきた胃癌における MMPの動態
と EMT の関係は不明な点が多い。 
 
(4) そこで胃癌において MMP が EMT を誘導し、
その調節により胃癌の浸潤転移を抑制しう
る、という仮説を検証し、胃癌治療への応用
に着目した。 
 
２．研究の目的 
(1) 我々はこれまで胃癌の浸潤・転移におけ
る MMP の役割を明らかにし、MMP 阻害の治療
的応用可能性について報告してきた。また既
に上皮間葉移行（Epithelial Mesenchymal 
Transition: EMT）という新たな視点から消
化器癌の研究を開始しており、マトリックス
代謝の視点から研究を推進する。 
 

(2) ３年間に、胃癌切除検体における EMT の
確認、in vitro において EMT 誘導後の浸潤・
転移能の変化確認、EMT 抑制による浸潤・転
移能の低下の確認、EMT 抑制の臨床応用の計
画立案を行う。 
 
(3) 胃癌での EMT研究は世界的に立ち遅れて
いる。我々は以前からスキルスと非スキルス
胃癌の相違に着目している点で世界的に独
創的で研究成果が難治癌治療へ全く新規の
戦略のひとつになりうる。 
 
３．研究の方法 
 (1) 胃癌切除検体における EMT の組織学的
検討： 既に倫理委員会で承認を得た手順で、
当院における胃癌手術検体を取り扱う。2008
年 6月～2012年 2月に当院で胃切除を行った
症例で，文書にて本研究の同意を得られた 69
例を対象とした。免疫染色は既報（Seki H, et 
al. Ann Surg Oncol. 2012;19:1831-40）の
通りとする。JPXB9 発現は図 1 に従い半定量
化した。EMT 関連分子（Smad2, Snail, Slug, 
Twist, SIP1 など）、epithelial マーカー
（E-cadherin など）、mesenchymal マーカー
（vimentin など）の発現と、癌細胞の浸潤形
態とを癌の heterogeneityを考慮しつつ比較
検討する。さらに臨床病理学的因子（T, N, M, 
ly, v, 予後など）との相関をみる。特に sm
および mp程度に浸潤した癌を中心に検討し、
EMT の初期の変化を捉える。またスキルス胃
癌と非スキルス胃癌との比較検討を合わせ
て行う。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ HOXB9 の免疫組織化学的評価基準 
 
(2) 胃癌細胞に対する in vitro での EMT 誘
導と転移浸潤能の検討：教室で保有する胃癌
培養株 TMK-1、MKN45、MKN74、MKN28 などに
ついて、EMT の状況を qRT-PCR にてスクリー
ニングする。Epithelial な形質が強い胃癌細
胞株 TMK-1 に HOXB9 遺伝子(コントロールは
LacZ 遺伝子)を導入する。HOXB9 を恒常的に
高発現する TMK-1/HOXB9 と、テトラサイクリ
ン発現誘導システム（Tet-On&reg; 3G 発現
誘導システム、タカラバイオ(株)）により



HOXB9 発現を調節可能な TMK-1/TR/HOXB9 の 2
種類の細胞を作成する。遺伝子導入の効率を
評価する。逆に mesenchymal な形質の強い培
養株は shRNA による阻害で MET を誘導し、そ
の後の浸潤能の変化を検討する。浸潤能の評
価は scratch assay および invasion assay
を用いる。 
 
(3) In vivo では、免疫不全マウス(SCID)の
xenograft モデルにおいて、 テトラサイクリ
ンを経口投与することで HOXB9遺伝子の発現
を調節しながら、腫瘍の増殖能、脈管浸潤能、
ＥＭＴを評価する。また得られた腫瘍におけ
る種々の病理学的因子を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 胃癌切除検体における EMTの組織学的検
討：HOXB9 の免疫組織学的発現と臨床病理学
的因子の検討（表 1）では、以下の表のごと
く HOXB9を発現している群で有意にリンパ節
転移が多く、病期が進行しており、脈管浸潤
が高度であった。 
 
表 1  HOXB9の免疫組織学的発現と臨床病理
学的因子の検討 

 
また予後因子としての意義については、図２
にしめすように、HOXB9 発現群において有意
に不良であり、HOXB9 が胃癌において予後不
良を予測する因子となりうる可能性が示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ HOXB9 の免疫組織学的発現と生存の検
討 
 

(2) 胃癌細胞に対する in vitro での EMT 誘
導と転移浸潤能の検討：教室で保有する胃癌
培養株 TMK-1、MKN45、MKN74、MKN28 などに
ついて、EMT の状況を qRT-PCR にてスクリー
ニングした。HOXB9、Ｅカドヘリン、Ｎカド
ヘリン、Vimentin、slug、snail、twist の発
現状況を調べたところ（図３）、TMK-1 は
epithelial な形質が強く、一方 MKN74、MKN45
は mesenchymalな形質が強いことが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 胃癌培養株におけるＥＭＴ関連分子
の発現状況 
 
Epithelialな形質が強い胃癌細胞株 TMK-1

に HOXB9 遺伝子(コントロールは LacZ 遺伝
子)を導入しえた。HOXB9 を恒常的に高発現す
る TMK-1/HOXB9 と、テトラサイクリン発現誘
導システムにより HOXB9 発現を調節可能な
TMK-1/TR/HOXB9 の 2 種類の細胞を作成した。
逆に mesenchymal な形質の強い MKN45 では
shRNA により HOXB9 の発現を阻害しえた（図
４）。これにより mesenchymal ない癌細胞で
MET を誘導し、その後の浸潤能の変化を検討
することが可能となり、MET 誘導による新た
な胃癌治療への応用が展望されうる。浸潤能
の評価は scratch assay および invasion 
assay を用いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ MKN45 に対する shRNA による HOXB9 の
発現抑制 
 
TMK-1 に HOXB9 遺伝子を導入し、EMT を誘導
することで遊走能がどのように変化するか
を検討した。図５に示すように、HOXB9 導入
により遊走能が亢進する傾向が認められた
が、統計学的な有意差を検出するには至らな
かった。今後、条件設定を最適化することで、
詳細な検討を進める予定である。 
 
 

 HOXB9 (+) 

(n=30) 

HOXB9 (-)

(n=39) 

P val.

T1 /T2 /T3 /T4 11 /5 /10 /4 4 /5 /15 /15 0.012

N0 /N1 /N2 /N3 19 /3 /1 /7 11 /5 /8 /15 0.005

M0 /M1 29 /1 37 /2 0.35 

Stage IA/IB/IIA/IIB 

/IIIA/IIIB/IIIC/IV 

8 /4 /8 /3 

 /1 /2 /2 /2 

3 /2 /6 /5 

 /7 /7 /7 /2

0.002

ly0 /ly1 /ly2 /ly3 14 /5 /5 /6 5 /11 /14 /9 0.005

v0 /v1 /v2 /v3 13 /11 /3 /2 6 /16 /15 /1 0.002

med /int /sci 2 /15 /9 2 /18 /14 0.79 

INFa/INFb/INFc 2 /12 /12 3 /12 /22 0.32 

Diff./Undif. 16/14 16/21 0.46 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ＥＭＴ誘導した胃癌細胞の Scratch 
assay による遊走能の検討 
 
(3) In vivo では、免疫不全マウスによる
xenograft モデルにおいて、 テトラサイクリ
ンを経口投与することで HOXB9遺伝子の発現
を調節しながら腫瘍形成能を評価した。しか
しながら腫瘍の増大能が低く（図６）、実験
条件のさらなる最適がが必要であった。今後、
さらなる研究の推進により、腫瘍の増殖能、
脈管浸潤能、ＥＭＴを評価することで、胃癌
の悪性化における EMTの関与を生体内で明ら
かにし、リンパ節転移の観点から治療応用を
切り開く必要があると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 免疫不全マウス背部皮下の xenograft
モデル 
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