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【背景と目的】 

 胃癌においてリンパ節転移は重要な予後因子である．リンパ節転移の分子機構を明らか

にすることは，予後予測マーカーや新規治療標的の開発にとって重要である． 

本研究の目的はレーザーマイクロダイセクションと蛍光 2次元電気泳動法 (2D-DIGE)を用

いたプロテオーム解析により，胃癌リンパ節転移に関わるタンパク質を同定し，胃癌細胞

の増殖能や浸潤能への関与を明らかにすることである． 

 

【方法】 

臨床検体 

 2010 年に新潟大学医歯学総合病院及びその関連病院で切除された，リンパ節転移陰性の

胃癌腫瘍組織 14 検体と対応する非腫瘍胃粘膜組織 14 検体，高度リンパ節転移陽性（転移

個数 7個以上）の胃癌腫瘍組織 8検体を解析に用いた．検体は OCTコンパウンドに包埋し

て液体窒素で凍結後，−80℃の冷凍庫で保管した．本研究は新潟大学医歯学総合病院および

関連施設における倫理委員会の承認および患者同意を得た後に施行した． 

タンパク質発現解析 

 レーザーマイクロダイセクションにより腫瘍細胞と非腫瘍細胞を選択的に回収し，タン

パク質を抽出した．全ての個別検体を混合した内部標準検体を作成し Cy3 で標識し，個別

検体は Cy5で標識した．内部標準検体と個別検体を混合して，2D-DIGEでタンパク質を分

離し定量化した．１次元目の分離は等電点電気泳動 (24cm, 等電点 4~7)で行った．2 次元

目の分離には，24㎝×33㎝大の 12.5%ポリアクリルアミドゲル（自家製）を用いた． 

統計学的に強度差を認めたタンパク質スポットについては，回収したゲル片からタンパク

質を抽出し，質量分析によるタンパク質の同定を行った． 

培養細胞を用いたMacrophage capping protein (CapG)の機能解析 

 MKN28 と SH-10-TC の 2 種類の胃癌細胞株を使用した．CapG 発現抑制には 2 種類の

siRNAを用い，トランスフェクションには Lipofectamin 2000 (Invitrogen)を使用した．細

胞増殖能の評価には，Cell Counting Kit-8 (Dojindo, 熊本)を用い，細胞浸潤能の評価には，

BD Biocoat Matrigel Invasion Chambers (BD Biosciences, Bedford, MA) を用いた． 
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【結果】 

 我々は 2D-DIGE により 3228 個のタンパク質スポットを解析した．検体間の比較から，

非腫瘍組織とリンパ節転移陰性腫瘍組織間では有意な発現差がなく，リンパ節転移陽性腫

瘍組織で有意に高発現している CapG に着目した (発現差 = 2.99 倍，Wilcoxon 検定の P

値 < 0.05) (図 1A)．Western blottingによる検証実験では，リンパ節転移陽性の腫瘍検体

において CapGは有意に高発現していた (P値 = 0.011) (図 1B)． 

 最後に，MKN28 細胞と SH-10-TC細胞を用いた CapGの機能解析を行った．siRNAに

よる CapG の発現低下により，細胞増殖能に有意な変化は認められなかった．一方，浸潤

能については 2種類の細胞株で有意な低下を認めた (P値 < 0.05) (図 2)． 

 

 【考察】 

 本研究では，2D-DIGEを用いたプロテオーム解析と CapGが胃癌細胞の浸潤に関わるこ

とを示した．CapG は actin調節タンパク質の gelsolin/villin ファミリーに属し，細胞運動

を調節することが知られている．CapGは膵癌，乳癌や前立腺癌の浸潤能に関わることが証

明されている．しかしながら，CapGが腫瘍の転移過程にどのように関与しているかについ

ては，いまだ不明な点が多い．これらを解明することは，癌転移の分子機構について理解

を深める上で重要である． 

 CapGを予後予測マーカーとして臨床応用するためには，検証実験が必要である．今回の

実験では，新鮮凍結検体を用いたが，同検体では大規模な検証実験を行うことは難しい．

検証実験には，パラフィン包埋検体を用いた免疫組織化学染色のような，より簡便な手法

が適している．我々は，Western blottingで使用した抗体を用いて免疫組織化学染色を施行

したが，胃癌組織における CapG 発現とリンパ節転移の関係は再現されなかった．CapG

の臨床応用のためには，免疫組織化学染色に使用可能な抗体が必要不可欠であり，抗体の

開発と多検体による検証は今後の課題である． 

 

【結論】 

 我々は，胃癌リンパ節転移に関わるタンパク質の探索を行った．レーザーマイクロダイ

セクションと 2D-DIGEを用いたプロテオーム解析により，CapGが胃癌リンパ節転移に関

与しているという新知見を得た．また，CapGは胃癌細胞の浸潤能に関与していた．CapG

は胃癌における予後予測マーカーや新規治療標的としての有用性を検証する価値のあるタ

ンパク質である． 

 

 

 

 

 

 

 

 



【別紙２】 

 

 


