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緒緒  言言  

 
近年、胃癌に対する薬物療法においてもハーセプチンなどの分子標的薬が認可され従来の抗がん剤との併用によって

一定の効果を示しているが、腹膜播種を有する進行・再発胃癌のコントロールは困難である。またスキルス胃癌は、  

腫瘍間質（ストローマ）成分が豊富なため周囲微小環境から常に影響を受けていることが知られている。さらに腹膜播

種転移を来たした結節内も線維化が著明であり線維芽細胞（Cancer Associated Fibroblasts：CAFs）などの間質細胞

との相互作用が強く治療抵抗性の一因となっている［1，2］。我々はこれまでスキルス胃癌由来CAFsを用いた網羅的

ゲノム解析を行いCAFsに依存する胃癌浸潤のメカニズムを明らかにしてきた［3］。 
腹膜播種に伴う癌性腹水を用いた研究では癌細胞に焦点を当てた解析が主流であったが、近年シングルセルレベルで

のプロテオミクス解析により癌性腹水に含まれる細胞分画の多様性についても解析が可能となった。 
本研究の目的は、腹膜播種を伴うスキルス胃癌において、癌‐ストローマ細胞ネットワークの分子メカニズムについ

てシングルセルプロテオミクス解析技術を用いて明らかにすることである。スキルス胃癌の腹膜播種におけるCAFsの
存在意義と活性化機構を明らかにすることは、現状では制御不能な胃癌腹膜播種をコントロールする治療戦略構築に 

向けた基盤となり、難治癌であるスキルス胃癌治療法開発への貢献が期待できる。 
 

方方  法法  

 
11．．ヒヒトトががんん性性腹腹水水のの成成分分解解析析  
胃がん性腹水サンプルを用いて、LC-MS/MS による網羅的なプロテオミクスを実施した。またサイトカインについ

てはELISAにて測定し肝硬変による腹水との比較解析を行った。 
22．．ヒヒトトががんん性性腹腹水水のの細細胞胞分分画画解解析析・・活活性性化化シシググナナルル解解析析  
我々が所属する熊本大学の国際先端医学研究機構（IRCMS）内に Helios マスサイトメーターが設置されている。  

がん性腹水中の多様な細胞分画・活性化シグナルを同定するための重金属抗体パネルを作製した。 
33．．抗抗ががんん剤剤抵抵抗抗性性にに関関わわるるCCAAFFエエククソソソソーームム内内因因子子のの同同定定  
胃がん切除検体を用いた、腫瘍内 CAFs 含有量の定量化と臨床病理学的検討・予後解析を行った。胃癌細胞および

CAFsから超遠心法を用いてエクソソームを抽出し、エクソソーム添加後の胃癌細胞の特性変化について検討を行った。

さらに、LC-MS/MSによるエクソソーム内の網羅的なプロテオミクスを実施した。 
44．．胃胃癌癌細細胞胞ととCCAAFFssをを用用いいたた腹腹膜膜播播種種ママウウススモモデデルル  
免疫不全マウスへの胃癌細胞とCAFsの胃壁への同所移植、腹腔内移植による腹膜播種結節モデルにおいて、CAFs

との共移植により腫瘍・転移形成が促進されることを既に確認している。本研究においては、胃癌進展に関わる腫瘍  

間質因子が腹膜播種結節の形成に与える影響を生体レベルで検討した。さらに CAFs によって活性化するシグナルの

阻害剤と抗がん剤の併用による腫瘍抑制効果について検証を行った。 
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結結  果果  

  

11．．ヒヒトトががんん性性腹腹水水のの成成分分解解析析  
肝硬変にともなう腹水をコントロールとして胃がん性腹水サンプルを用いた網羅的なプロテオミクスの結果、胃癌が

ん性腹水に特異的なタンパク質としてマトリソーム分子を複数同定した。同様に腹水を用いたELISA により、これま

でに胃癌がん性腹水では有意にTGFβ1の含有量が多いことを見出した。現在は、特定のマトリソーム分子を産生する

細胞分画の同定、腹膜播種形成における働きについて機能解析を進めている。 
22．．ヒヒトトががんん性性腹腹水水のの細細胞胞分分画画解解析析・・活活性性化化シシググナナルル解解析析  
これまでに5症例の進行胃癌患者の腹水を用いてシングルセル解析を行った結果、癌細胞、血球系細胞とともに間葉

系細胞のマーカーとして知られる CD90 および PDGFRα陽性の CAFs 分画の存在を証明した。さらに CD90／ 

PDGFRα陽性のCAFs分画の中に細胞老化マーカーであるp16タンパク質陽性の老化細胞が存在し、炎症性サイトカ

イン IL-6を産生することを明らかにした（図1）。この結果を踏まえると、腹膜播種の進展を防ぐには、播種巣のがん

細胞だけでなく、細胞老化を起こした、がん関連線維芽細胞（CAFs）をターゲットとした新たながん腹膜播種の治療

戦略が期待できる［4］。 

 
図1．胃癌がん性腹水中の老化CAFsの存在と IL-6産生 

胃癌がん性腹水を用いて、マスサイトメトリーによる細胞分画解析をおこなった。

腹水中に存在する老化CAFsでは IL-6産生が亢進していることが分かった。 
* P＜0.01、マン・ホイットニーのU検定。 

 
33．．抗抗ががんん剤剤抵抵抗抗性性にに関関わわるるCCAAFFエエククソソソソーームム内内因因子子のの同同定定  
胃切除を施行された臨床サンプルを用いて、CAFs の主要なマーカーであるαSMA の免疫染色・定量化を行い予後

との相関を比較したところ、CAFsが多い胃癌症例（CAF-high）では有意に予後不良と相関することを明らかにした。

CAF 由来エクソソームを用いた網羅的プロテオミクスの結果、最も特異的に高発現していた AnnexinA6 の存在を  

見出した（図 2）。さらに機能解析をおこない AnnexinA6 は胃癌細胞膜上の Integrinβ1 を安定化させ、FAK-YAP 
pathwayを介して抗がん剤抵抗性獲得に寄与すること証明した［5］。 
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図2．CAFエクソソーム特異的に含まれるタンパク質（ANXA6）の同定 

a） CAFエクソソーム、胃がん細胞エクソソームを用いた網羅的プロテオミクスの結果。 
b） 胃がん細胞および樹立したCAFsにおけるANXA6発現量。 
c） 胃がん組織におけるANXA6発現の局在。スケールバーは200μmを示す。 

  
44．．胃胃癌癌細細胞胞ととCCAAFFssをを用用いいたた腹腹膜膜播播種種ママウウススモモデデルル  
免疫不全マウスを用いた腹膜播種結節モデルにおいて、Annexin A6 を含むCAF エクソソームによって播種結節の

シスプラチン抵抗性が起こることを明らかにした。さらに FAK 阻害剤もしくは YAP 阻害剤の投与によって、CAF  

エクソソームによって引き起こされるシスプラチン抵抗性が有意に減弱することを証明した。 
 

考考  察察  

 
これまでの解析により、腫瘍間質由来のエクソソームが胃癌抗がん剤抵抗性を促進していることが明らかになった。

この結果を受けて、癌治療において癌細胞を標的とした抗がん剤に加えて、腫瘍間質（ストローマ）を標的とした   

抗ストローマ治療の併用が抗がん剤の治療効果を高めることが示唆された。さらに、胃癌がん性腹水を用いたマスサイ

トメトリー解析によってがん性腹水中の多様な細胞分画が明らかになった。中でも、CD90／PDGFRα陽性の CAFs
分画の中に細胞老化マーカーである p16 タンパク質陽性の老化細胞が存在し、この老化 CAFs 分画の細胞が炎症性サ

イトカイン IL-6 を産生することを見出した。老化細胞由来の IL-6 は胃がん細胞の STAT シグナル活性化に伴う    
anti-apoptosisを促進し、腹膜播種結節の増大に繋がることが明らかになった。これまでの研究によって得られた知見

は、がん性腹水中のnon-malignant cellが腹膜播種形成を促進するメカニズムの一端を明らかにしたと言える。 
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