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研究成果の概要（和文）：本研究は、胃癌における上皮間葉移行（EMT）を制御することでリンパ管浸潤を抑制し、治
療的応用を検討することを目的とした。先行研究で着目してきたHOXB9と胃癌の悪性度の関係を調べた。臨床検体を用
いたHOXB9免疫染色の臨床病理学的検討で、HOXB9発現とリンパ節転移、リンパ管・血管浸潤との関連が認められた。ま
た生存予後との関連も認められた。HOXB9を遺伝子導入した胃癌株TMK-1でリンパ管新生因子の発現亢進が認められた。
胃癌ではHOXB9がリンパ管新生を誘導することで進展する可能性が示唆された。HOXB9分子に着目した胃癌の進展抑制の
治療的応用は新たな治療戦略の一つとなる可能性が期待された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the therapeutic effect of suppression of lymphatic 
invasion by regulating epithelial-mesenchymal transition (EMT) in gastric cancer. Clinicopathological 
study using gastric cancer specimen revealed that patients with HOXB9 expression have higher node 
metastasis and vascular/lymphovascular infiltration. HOXB9 positive group had worse overall survival, as 
well. We established a gastric cancer cell line TMK-1 with HOXB9 gene and showed higher level of 
lymphangiogenic factors using RT-PCR. HOXB9 would be a promising molecule which could suppress the 
gastric cancer progression in the aspect of lymphatic invasion.

研究分野： 一般・消化器外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
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。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）。MMP 阻害（Kimata M, Wada N, 
et al.: Jpn J Cancer Res 2002;93:834-41、
Minagawa A, Wada N, et al.: Jpn J Cancer 
Res 2001;92:1322-8）により胃癌の腹膜転移
が抑制されることを報告した。この機序とし
て血管新生阻害が関与することを明らかに
してきた（Wada N, et al.: Clin Exp Meta 
2003;20:431-5）。 
胃癌の進展様式には、血行性転移および直

接浸潤があるが、リンパ行性転移は比較的早
期からみられ、予後規定因子となることが多
い。リンパ行性転移の制御に着目した研究は
なく、この方面からのアプローチは胃癌の新
たな治療戦略を築く成果が期待できる。 
我 々 は こ れ ま で 規 管 形 成 に 関 わ る

homeobox 遺伝子群のうち HOXB9 に着目し、
種々の癌における悪性度との関連を研究し
てきた（Hayashida, et al. PNAS 2010;107(3) 
1100-1105、Seki, et al. Ann Surg Oncol 
2012; 19(6):1831-40）。乳癌では HOXB9 の発
現 に よ り Epithelial Mesenchymal 
Transition (ＥＭＴ) が誘導され（図左）、
転移浸潤能が増強し、血管新生関連因子の発
現がみられることを報告した。さらに大腸に
おいては、HOXB9 が bevacizumab による抗血
管新生療法のbiomarkerのひとつとなりうる
ことを報告してきた（Hoshino Y, et al. Mol 
Cancer. 2014; 13:102 1-14）。 
先行研究（基盤Ｃ、H22-H24 年度）により、

臨床検体におけるHOXB9の発現を検討したと
ころ、リンパ節転移およびリンパ管浸潤と関
連がみられ、また HOXB9 発現例が予後不良で
あることが判明した。このことから、胃癌に
おいてHOXB9がリンパ節転移に関与しており、
またHOXB9の制御によりリンパ行性転移が抑
制できる可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
研究期間内に明らかにすることとして、以

下の３点を計画した。 
[Ａ] 臨床検体より得られた結果について、
さらに症例数増やして結果の妥当性を確認
する。また他の臨床病理学的因子と HOXB9 お
よびＥＭＴのマーカーとの関連を調査する。
有意な結果が得られた場合、prospective に
臨床検体を検討し、胃癌のリンパ節転移予測
因子となるかどうか、高い臨床的エビデンス
として追及する。 
[Ｂ] In vitro では、これまでに得られた
HOXB9 低発現胃癌細胞株の TMK-1 に HOXB9 遺
伝子を導入する。培養細胞のＥＭＴ、悪性度
(浸潤能、増殖能)、血管新生・リンパ管新生

関連因子の発現を、 HOXB9 遺伝子の発現を調
節して検討する。 
[Ｃ] In vivo では、免疫不全マウスの
xenograft モデルにおいて、 HOXB9 遺伝子の
発現を調節しながら、ＥＭＴ、腫瘍の増殖能、
脈管浸潤能を評価する。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。さら
にリンパ節転移モデルを用いてHOXB9のリン
パ節転移形成への関与を検討する。HOXB9 の
発現調節によるリンパ節転移能の変化を検
討し、HOXB9 をターゲットにしたリンパ行性
転移の治療応用を検討する。 
 
さらに、学術的な特色・独創的な点及び予

想される結果と意義として、以下の点が挙げ
られる。 
固形癌ではHOXB9によるＥＭＴ誘導に関す

る研究は、これまで欧米を中心に血行性転移
が主体の乳癌や大腸癌を対象に行われてき
ている。一方、リンパ行性転移が特徴的な胃
癌は欧米では稀な疾患であることから、胃癌
研究は我が国および東アジアを中心に進め
られており、この方面の研究が相対的に立ち
遅れており、また国際的に優位に立てる分野
といえる。 HOXB9 の基礎的研究は、分担研究
者の林田が米国留学中から取り組んでおり、
他の研究者に比し有利な立場にあり、独創性
が極めて高い。 
我々は以前からマトリックス代謝に着目

して胃癌の浸潤転移を研究してきた。ＥＭＴ
という新たな視点からこれまでの研究を再
構築することで、飛躍的な学問の進歩が期待
される。また当科は数多くの胃癌症例を取り
扱っていることから、臨床検体の獲得が容易
である点で有利である。また、臨床へのフィ
ードバックを展望した研究の進捗が期待で
きる。さらに、大教室制による学際性と豊富
な人材により、他のグループの研究手法を容
易に取り込める土壌が醸成している点も有
利といえる。特に教室ではセンチネルリンパ
節研究の豊富な経験を有し、さまざまな研究
手法が確立している。 
既に HOXB9とリンパ節転移およびリンパ管

浸潤とのpreliminaryな結果が得られている
ことから、胃癌におけるＥＭＴ制御によりリ
ンパ管浸潤を抑制できる可能性が高く、
HOXB9 をターゲットにした治療応用の可能性
も期待される。少なくとも HOXB9 および関連
した因子が、胃癌のリンパ節転移の独立した
予測因子となりうる可能性が高い。 
胃癌は内視鏡的粘膜下層剥離術（ＥＳＤ）

などの局所治療が大きく進歩してきたが、リ
ンパ節転移のリスクがある場合には、リンパ
節郭清を伴う胃切除が必要である。リンパ節
転移の機序解明と、高リスク群の絞り込み手
法の確立は、ＥＳＤの適応拡大にも応用しう
るため、低侵襲治療の機会拡大になり、早期
胃癌患者にとって大きな福音となりうる。 
 
３．研究の方法 



(1)-①当院における胃癌切除検体 69 例を用
いてHOXB9の発現の確認を免疫染色にて行っ
た。HOXB9 陽性群と陰性群で、進行度・組織
型・リンパ管浸潤・静脈浸潤・予後などの項
目につき、臨床病理学的患者比較を行った。 
②さらにリンパ管マーカーであるD2-40を用
いて胃癌臨床検体のリンパ管濃度を免疫染
色にて評価し、HOXB9 陰性群と陽性群での比
較を行った。 
 
(2)-①我々が保有する胃癌細胞培養株 5 種
（TMK-1, MKN-28, MKN-45, MKN-74, KATOⅢ）
の HOXB9 発現を定量的 PCR法にて比較解析し
た。そこで最もHOXB9が低発現であったTMK-1
に対し、ウイルスベクターを用いて HOXB9 を
高発現させたTMK-1/HOXB9とコントロール株
である TMK-1/LacZ を作成した。 
②この細胞株を用いて HOXB9 による EMTの誘
導を評価した。具体的には定量的 PCR 法にて
EMTマーカーであるE Cadherin、N Cadherin、
Vimentin、Snail、Slug、Twist の発現量の変
化を解析した。さらには増殖能・遊走能・浸
潤能の変化を検討した。具体的にはMTT Assay、
Scratch Assay、Invasion Assay を行った。 
③HOXB9 誘導による血管新生およびリンパ管
新生を検討した。具体的には、血管新生マー
カー（VEGF-A、bFGF、IL-8、ANGPTL2、TGF-
β1、TGF-β2）・リンパ管新生マーカー
（VEGF-C、VEGF-D、VEGFR-3）の比較を PCR
法にて行った。 
 
(3)Tet on System にて作成した胃癌細胞株
TMK-1/TR/HOXB9 を免疫不全マウスの背部に
移植した Xenoglaft モデルを作成した。この
細胞はテトラサイクリン経口投与にて、In 
vitro にても HOXB9 発現調節が可能である。
本実験にてHOXB9発現による継時的な腫瘍径
と重量の増大を比較解析した。 
 
４．研究成果 
(1)-①HOXB9 を免疫染色し、染色強度と染色
範囲でスコアリングし陰性か陽性かを判定
した（図１）。胃癌切除検体69例のうち、HOXB9
陰性は 30 例、陽性は 39例と陽性率は 56.5％
であった。 

図１ HOXB9 陽性の免疫染色例 
HOXB9 陽性群では腫瘍深達度が深く

（p=0.012）、リンパ節転移陽性例が有意に多
かった（p=0.007）．さらに、リンパ管浸潤
（p=0.003）および静脈浸潤（p=0.017）も有
意に多いという結果であった（表１）。HOXB9
は胃癌の悪性度と相関しているものと考え
られた。 
表１ HOXB9 発現の臨床病理学的特徴 
 HOXB8 P 値 

陰性 
n=30 

陽性 
n=39 

性 男性 23 28 0.78 
女性 7 11 

年齢 ＜60 18 17 0.23 
≧60 12 22 

深達度 T1-2 16 9 0.012 
T3-4 14 30 

ﾘﾝﾊﾟ節 
転移 

(-) 19 11 0.007 
(+) 11 28 

ly (-) 14 5 0.003 
(+) 16 34 

v (-) 14 7 0.017 
(+) 16 32 

さらに予後に関しても解析した（図２）。
HOXB9 陽性の胃癌は有意に全生存率が低いと
いう結果が得られた。HOXB9 は胃癌の予後規
定因子である可能性が示唆された。 

図２ HOXB9 発現と予後（全生存率） 
 
(1)-②我々の保有している胃癌検体は主に
病理学的診断の前に腫瘍から採取した癌組
織の小片であった。リンパ管は主に粘膜下組
織に存在するため、我々の検体では評価困難
であった。臨床検体におけるリンパ管新生の
評価は断念した。 
 
(2)-①HOXB9 低発現胃癌野生株である TMK-1
に対し、HOXB9 発現調整を行い、定量的 PCR
法により Transfectant の mRNA が首尾よく亢
進していることを確認した。 
 
(2)-②TMK-1/HOXB9 とそのコントロールとの

HOXB9 陰性 

HOXB9 陽性 

P=0.055 



比較実験において、EMT マーカーの変化は確
認できなかった。また、MTT Assay、Scratch 
Assay、Invasion Assay においても明らかな
差は確認されなかった。 
 
(2)-③ TMK-1/HOXB9 とそのコントロールと
の比較実験において、各種血管新生マーカー
の mRNA 発現の変化は確認できなかった。一
方で、リンパ管新生マーカーである VEGF-D
の mRNA 発現量が TMK-1/HOXB9 で亢進してい
ることが PCR 法により確認された（図３）。 

図３ リンパ管新生マーカー発現 
 
(3)マウス Xenograft モデルにおいて、HOXB9
高発現腫瘍とコントロールの間には、腫瘍径
および腫瘍重量に関して有意な差は観察さ
れなかった。 
 
本研究では、HOXB9 発現は胃癌において悪

性度と正の相関があり、予後不良因子である
ことが判明した。仮説で考えた EMT の誘導や
血管新生の亢進については今回の一連の実
験では証明されなかった。しかし、HOXB9 が
リンパ管新生を導く可能性について示され
た。HOXB9 発現がリンパ管新生を導き、リン
パ節転移が起こることにより予後が増悪し
ている可能性が示唆された。HOXB9 は、胃癌
の制御における、新しい治療ターゲット、お
よびバイオマーカーとなる可能性が示唆さ
れ、さらなる研究が必要であると考えられた。 
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