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緒言 

 
生理的な真核生物の細胞分裂は厳密な制御機構の中で行われるが，悪性腫瘍

の本質的な異常は無秩序な細胞増殖であり，細胞分裂の制御機構の破綻にある．

細胞分裂の過程では，ゲノム全体を正確に複製する必要があり，DNA 複製の起

点で複数のタンパク質アセンブリーを形成し，秩序だったDNA複製が行われる．

この制御システムは種にわたって高度に保存されている 1． 

DNA 複製の起点部では，不活性状態で DNA 上に存在する MCM

（minichromosome maintenance）と ORC（origin recognition complex）が結合し，

引き続き Cdc45，GINS 複合体と結合し，CMG（Cdc45-MCM-GINS）複合体が形

成される．さらに DNA ポリメラーゼ-αが動員されることで DNA 複製が開始さ

れる 2,3（図 1）． 

GINS複合体はSaccharomyces cerevisiaeを用いた研究によって同定されたDNA

複製因子で，進化的に非常に良く保たれており，Sld5，PSF（Partner of Sld Five）

1，PSF2，PSF3 の 4 つのサブユニットで構成されている．この名称は各分子の

日本語数字 5-1-2-3（Go-Ichi-Ni-San）の頭文字に由来する．GINS 複合体は DNA

複製プロセスの開始と伸長に必須であり，ヘリカーゼとして機能する CMG

（Cdc45-MCM-GINS）複合体の一部として，真核生物の DNA 複製において中心

的な役割を果たしている 4． 

生理的には，GINS 複合体は発生の段階において重要な役割を果たしており，

GINS 遺伝子の欠損では胚盤胞の内部細胞塊の細胞分裂が障害されるため，胎生

6 日目の段階で致死的である（図 2）．一方，成体において GINS 複合体の発現は

骨髄，胸腺，精巣などの限られた臓器と，消化管の粘膜や表皮の基底層など増殖

と再生の活発な一部の細胞において観察される．また，造血系前駆細胞等の未熟

な細胞の増殖にも必要であり、未成熟造血細胞プールサイズの維持や骨髄の急

速な再生に関わっている 5,6,7． 

最近の報告により，GINS 複合体のサブユニットが結腸癌，乳癌，肝内胆管癌，

肺癌などの悪性腫瘍において過剰発現していることが明らかになり，腫瘍細胞

の増殖過程に関与している可能性が示唆された 8-10.さらに，c-Myc proto-oncogene

（MYC）過剰発現による DNA 不安定化や腫瘍化において GINS 複合体が重要な
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役割を果たしていることが報告された 11（図 3）． 

GINS 複合体の腫瘍細胞における発現誘導の分子メカニズムは不明であるが，

GINS 複合体の生理的役割を考慮すると，その過剰発現は腫瘍発生や腫瘍増殖に

大きな役割を有している可能性が推定される．本研究では，GINS 複合体のうち，

PSF1，PSF3 と腫瘍細胞における発現を検討した．第一章では，子宮体部上皮性

腫瘍における PSF3 発現の臨床病理学的意義を明らかにするため，PSF3 発現と

子宮体部上皮性腫瘍の組織学的分化度，及び臨床病理学的因子との関連性につ

いて解析を行った．第二章では，予後不良な固形癌の 1 つである膵臓癌由来の

細胞株を用いて，PSF1 と PSF3 の発現，癌幹細胞マーカーや関連分子の発現に

ついて検討を行なった． 
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図 1  DNA 複製開始の為，段階的に集合される複合蛋白アセンブリー 
 

 
図 2  哺乳類の胚発生における GINS 複合体の働き 

 

 

図 3  腫瘍細胞における GINS 複合体の役割 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

 

Cdc45      cell division control protein 45 

GINS      an acronym for go-ichi-ni-san, the Japanese for 5-1-2-3, after the four  

subunits of the complex Sld5, PSF1, PSF2, and PSF3  

HE        hematoxylin and eosin 

HUVEC    human umbilical vein endothelial cell 

MCM          minichromosome maintenance 

MDR      multidrug resistance 

MELF     microcystic, elongated and fragmented 

MMP      matrix metallopeptidase 

MYC      c-Myc proto-oncogene 

NHDF     normal human dermal fibroblasts 

ORC       origin recognition complex 

OS        overall survival 

PAX1      paired boxed gene 1 

PSF1/2/3   partner of Sld five 1/2/3 

RFS       recurrence free survival 

Sld5       an acronym for synthetic lethal with dpb11-1 

TPS       tumor proportion score 

WHO      World Health Organization 
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第一章 

 

 

 

 

 

 

子宮体部上皮性腫瘍における PSF3 発現の 

臨床病理学的研究 
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緒言 
 
先進国の女性生殖器腫瘍において，子宮体部上皮性腫瘍は子宮頸部の上皮性

腫瘍と並び頻度の高い悪性腫瘍である 12．日本産科婦人科学会の統計によると，

1983 年に登録された子宮体部上皮性腫瘍は 976 例であったが，1994 年では 2115

例，2009 年では 6113 例が報告され，近年その発生率が増加傾向にあることが問

題となっている 13． 

 子宮体部上皮性腫瘍は，1983 年 Bokhman によって提案された分類法により，

1 型または 2 型に分類される．1 型は内膜増殖症を母地として estrogen 依存性に

発生した腫瘍で，2 型は萎縮性内膜の背景に estrogen 非依存性に発生した腫瘍と

して定義されている 14．しかしながら，p53，PTEN，MSI，POLE 等，子宮体部

上皮性腫瘍の発癌に関与する遺伝子変異に関する研究の進歩により，子宮体部

上皮性腫瘍は既存の分類に基づく考え方では必ずしも十分な説明が成し得ない

ことが明らかになってきた 15．加えて，子宮体部上皮性腫瘍の病理診断では，良

悪の判定や組織学的分類において，診断の再現性の面でも多くの課題が残され

ているのが現状である 16,17，子宮体部上皮性腫瘍の病理診断では，客観性のある

診断マーカーの確立を目指した研究の進展が望まれている． 

本章では，子宮体部上皮性腫瘍における PSF3 発現の臨床病理学的検討を行な

った．2008-2012 年に摘出術が施行された子宮内膜異型増殖症 25 例，類内膜癌

123 例，非類内膜癌 32 例を対象として，PSF3 の免疫組織化学染色を施行し，臨

床病理学的因子と PSF3 発現との関連について解析を行った． 
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研究方法 
 
1．症例 

2008-2012 年に北海道がんセンターにおいて摘出術が施行された子宮内膜異

型増殖症 25 例，類内膜癌 123 例，非類内膜癌 32 例（漿液癌 10 例，明細胞癌 8

例，混合癌 14 例），計 180 例を対象とした．検討にあたり，全症例を 3 人の病理

医により 2014 年 WHO 分類 18に基づいた評価を行なった． 

無再発生存期間（Relapse-free survival：RFS）は手術日から画像診断及び病理

学的に再発を認めた日，また再発を認めない場合は最終受診・検査日までの期間

とした．全生存率（Overall survival: OS）は，手術日から死亡した日もしくは生

存している場合は最終受診・検査日までの期間とした．RFS 及び OS の評価は，

標準的治療を受けた症例を対象とし，治験参加症例は除外した．また，病変の完

全切除が確認された症例のみを対象とした．尚，ヒト組織切片を用いた検討は北

海道がんセンター倫理委員会の承認のもとで施行した． 

 
2．免疫組織化学染色 
パラフィン切片は脱パラ後，CC1 バファー（Roche，Switzerland）を用い，30

分間加熱（95-99℃）して抗原賦活化を行った．抗 PSF3 抗体（GeneStem，clone# 

aps3.2，1:1000 希釈），抗 Ki-67 抗体（Roche，clone 30-9，ready to use），抗 p53 抗

体（Roche，clone D0-7，1:100希釈）を室温で 30分間反応し，Roche社の autostainer，

iVEW DAB 検出キットで免疫組織化学染色を行なった．PSF3 のポジティブコン

トロールとしてはヒト男性セミノーマ組織切片を用いた（図 4）．また，組織学

的検討には hematoxylin＆eosin (HE)染色標本を用いた． 

 
図 4  セミノーマ組織における PSF3 陽性所見 A．×100，B．×400 
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3．免疫組織化学染色の評価 
抗 PSF3 抗体に対する免疫組織化学染色は，核陽性像をもって，陽性と判断し

た．陽性細胞の割合を，TPS（tumor proportion score: %）で換算し，0-20%をスコ

ア 0，21-40%をスコア 1，41-60%をスコア 2，61%以上をスコア 3 として評価し

た評価した． 

 Ki-67 と PSF3 の比較検討については，30 症例を無作為抽出し，連続切片にて

免疫組織化学染色を施行した． 

 

図 5  PSF3 TPS スコア別の代表的染色像 
 
4．統計解析 

Pearson’s χ2 検定，Fisher’s exact test，t-test，Wilcoxon 符号付き順位検定を解

析に応じて用い，p 値は<0.05 を有意とした．RFS および OS の解析には，Kaplan-

Meier 生存曲線を作成した．統計解析は IBM SPSS ソフトウェアバージョン 24

を用いて行った． 
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研究結果 
 
1. 異型増殖症と G1 類内膜癌における PSF3 発現  
子宮体部における内膜増殖性病変は一般的に過剰な estrogen 刺激による過形

性病変として知られ，自然退縮を示すこともあるが，持続また進行すると内膜癌

に移行する前駆病変として考えられている 19,20． 

 PSF3 の発現が，過形成病変と腫瘍性病変で異なるのか，異型増殖症（n=25）

と G1 類内膜癌（n=69）の症例において，PSF3 免疫組織化学染色による検討を

実施した．両者に代表的な HE と PSF3 染色像，両群間の PSF3 TPS を比較した

結果を示す（図 6）．G1 類内膜癌の症例は平均 PSF3 TPS 値が 30.7%に対して，

異型増殖症の平均 PSF3 TPS 値は 10.4%であり，両群間の PSF3 TPS 値は統計的

に有意差を示した（p <0.001）．以上より，PSF3 の検討は良悪の鑑別に有用な診

断マーカーになり得る可能性が示された． 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 異型増殖症と G1
類内膜癌における PSF3
発現 
A．代表的 HE と PSF3 染

色像 

B．両者の PSF3 TPS 値

で，統計的に有意差を認

めた． 
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2. 類内膜癌および非類内膜癌における PSF3 発現 
PSF3 発現が子宮内膜癌の分化度に関与しているのかを確かめるために，類内

膜癌 123 例と非類内膜癌 32 例において免疫組織化学染色による検討を行った． 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 類内膜癌および非類内膜癌における PSF3 発現 
A．代表的 HE と PSF3 染色像  
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図 7 類内膜癌および非類内膜癌における PSF3 発現 
B．各組織型による PSF3 TPS 値 

 

G2類内膜癌の症例は PSF3 TPS平均値 55.0％，G3類内膜癌では 59.9%を示し，

組織学的分化度に従って PSF3 TPS 値の段階的な上昇が認められた（図 2 A）．

尚，69 例の G1 類内膜癌のうち 55 例（79.7％）が PSF3 TPS スコアリングで 0，

1 を示したのに対して，G2 と G3 類内膜癌を合わせた 54 例うち 42 例（77.7％）

が PSF3 TPS スコア 2，3 であった．これらの結果から，PSF3 の過剰発現と子宮

内膜癌の組織学的分化度の間には相関があることが示された（図 2B）． 

 
3. 子宮体部上皮性腫瘍における PSF3 と Ki-67 染色性の比較検討 
一般的に細胞増殖の指標として使われている Ki-67 index は，日常の病理診断

で非常に有用な増殖マーカーである 21．他施設による検討では，Ki-67 と PSF3 は

染色パターンに多少の違いがあるものの，腫瘍細胞において共発現が認められ

るとの報告がある 10,22．180 症例より無作為的に 30 例を抽出し，PSF3 と Ki-67

の免疫組織化学染色を連続切片にて施行し，比較検討を行った．その結果，PSF3

発現は腫瘍細胞では Ki-67 と比較してほぼ同等であった．その一方，間質細胞で

は PSF3 陽性細胞は Ki-67 陽性細胞に比して少ない傾向が見られた．腫瘍細胞と

間質細胞における陽性率を比較した結果，間質細胞ではPSF3陽性細胞が少なく，

PSF3 が腫瘍細胞に選択的に発現していることが明らかになった（図 8A-D）． 
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図 8  子宮体部上皮性腫瘍における PSF3 と Ki-67 染色性の比較 

A．PSF3 及び Ki-67 の代表的染色像，内膜病変（上段），筋層浸潤部（下段） 

B-D．同一観察領域における PSF3 及び Ki-67 陽性率の比較，両者間の間質細胞

での陽性率に有意差がみられた．（Wilcoxon 符号付き順位検定法による検定） 
 
4. G2 と G3 類内膜癌症例における PSF3 発現と p53 変異の関連性 
非類内膜子宮体癌の代表的な組織型である漿液性癌や高悪性度の子宮内膜癌

の一部で p53 癌抑制遺伝子の変異を認めることが報告されている 10,23．PSF3 と

p53 変異の関連について，G2 と G3 類内膜癌 54 例を対象として検討を行なっ

た．その結果，54 例の中 5 例で変異型 p53 発現が確認されたが，これらの症例

の PSF3 スコアに一定の傾向を認めなかった（図 9）． 
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図 9  G2 と G3 類内膜癌症例における PSF3 発現と p53 変異 

代表的な2症例を提示，p53変異とPSF3陽性率との一定の傾向は見られない． 

 

5. 子宮体部上皮性腫瘍病変における PSF3 TPS スコアの分布 
子宮体部上皮性腫瘍における PSF3 TPS スコアをまとめた結果を表 1 に示す．

前駆病変である異型増殖症は PSF3 TPS スコア 0 が 88%，G1 類内膜癌は PSF3 

TPS スコア 1 が 49.3%，G2 類内膜癌，G3 類内膜癌，及び非類内膜癌では殆どの

症例が PSF3 TPS スコア 2 以上を示した． 

表 1. 子宮体部上皮性腫瘍における PSF3 TPS の組織型による分布 

 PSF3 TPS 

Score Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 

TPS (%) 0-20 21-40 41-60 >60 

Atypical hyperplasia (AH) 22 (88.0%) 3 (12.0%) 0 (0%) 0 (0%) 

G1 Endometrioid carcinoma 21 (30.4%) 34 (49.3%) 8 (11.6%) 6 (8.7%) 

G2 Endometrioid carcinoma 1 (2.9%) 9 (25.7%) 9 (25.7%) 16 (45.7%) 

G3 Endometrioid carcinoma 0 (0%) 2 (10.5%) 8 (42.1%) 9 (47.4%) 

Non-endometrioid carcinomas 0 (0%) 4 (12.5%) 11 (34.4%) 17 (53.1%) 

 非類内膜癌は漿液性癌 10 例，明細胞癌 8 例，混合癌 14 例．症例数（%）． 
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6. PSF3 過剰発現と臨床病理学的因子との関連性 
PSF3 TPS スコア 0，1 を PSF3 低発現群，PSF3 TPS スコア 2，3 を PSF3 高発

現群とし，臨床病理学的因子との関連性を検討した．全組織型と類内膜癌を抽出

して解析した結果を表 2 に示す．PSF3 高発現と統計的に有意な関連性を示した

臨床病理学的因子は，病理学的 T 因子（P = 0.000, P = 0.001）,リンパ侵襲（P = 

0.001, P = 0.008）および術後再発率（P = 0.000, P = 0.002）であった．患者の年

齢，病理学的 N 因子，静脈浸潤との関連性は認めなかった． 

 

表 2．臨床病理学的因子と PSF3 発現 

N 因子の解析はリンパ節郭清を施行した症例のみを対象とした．† pT1a/b vs. pT2 and 

pT3a/b 間で検定を施行．Pearsonχ2検定または Fisher’s exact test により解析． 

Factors  PSF3 expression  

(All histologic types) 

 PSF3 expression 

 (Endometrioid carcinoma) 

 Patients (n) Low High P  Patients (n) Low High P 

Age (y)   
 

 

< 60  79 36 43 0.540  67 33 34 0.457 

≥ 60  76 35 41  56 32 24 

T   
 

 

pT1a/b  140 71 69 † 0.000 
 

 115 67 48 † 0.001 

pT2  8 0 8  5 0 5 

pT3a/b  7 0 7  3 0 3 

N   
 

 

Negative  105 50 55 0.156  89 49 40 0.186 

Positive  17 5 12  9 3 6 

Lymphatic invasion   
 

 

Negative  91 52 39 0.001  79 50 29 0.008 

Positive  64 19 45  44 17 27 

Vascular invasion   
 

 

Negative  137 65 72 0.319  110 61 49 0.524 

Positive  18 6 12  13 6 7 

Recurrence   
 

 

Negative  125 66 59 0.000  107 63 44 0.002 

Positive  22 1 21  11 1 11 
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7. PSF3 発現と予後との関連性 
PSF3 過剰発現と子宮体部上皮性腫瘍の予後との相関関係を調べる為に，RFS，

OS について PSF3 高発現群と低発現群で Kaplan-Meier 生存曲線を作成した．

PSF3 高発現群では，全組織型及び類内膜癌抽出群いずれも RFS，OS が有意差

をもって短かった（図 10 A-D，p < 0.05）．更に，FIGO stage I と II 症例を抽出し

て解析した結果においても，PSF3 高発現群で予後が不良であった（図 10E，F）． 

 

図 10  PSF3 発現と予後との関連性 

A-B. 全組織型，C-D. 類内膜癌、E-F. FIGO stage I と II の症例で算出した RFS 及

び OS 生存曲線，いずれも PSF3 高発現群で予後不良を呈した． 
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考察 

 

子宮体部上皮性腫瘍における PSF3 発現を免疫組織化学的に検討した結果，

50％以上が PSF3 高発現であり，PSF3 の TPS 値が異型増殖症と G1 類内膜癌の

鑑別診断，ならびに類内膜癌の組織学的分化度の評価に有用であることが明ら

かとなった．また，PSF3 発現の組織型による特異性は見られなかったものの，

PSF3 過剰発現は病理学的 T 因子，リンパ管侵襲や術後再発など臨床病理学的因

子と関連していることが明らかになった． 

前駆病変である異型増殖症の 88%は PSF3 TPS 20%以内であるが，G1 類内膜

癌の 69.6%は PSF3 TPS 20%を超えており，PSF3 TPS 20％が両者の鑑別において

cut-off 値の参考値となる．しかしながら，G1 類内膜癌の 30.4%は PSF3 TPS 20%

以内であり，他の診断マーカーと組み合わせた検討が必要と考えられる．内膜病

変における良悪鑑別診断の組織学的マーカーとして，最近 Liu らから PAX1

（Paired boxed gene 1）の報告があった．PAX1 は異型増殖症で 87.5%，G1 類内

膜癌で 30.1%の陽性率を示す 24．今後，さらに内膜病変の鑑別診断に有用な診断

マーカーの検索が進むことが期待される． 

早期の子宮体癌の予後は良好であり，進行した子宮体癌においてもアジュバ

ント化学療法により予後が改善されている．しかし，中間群においては，特定の

リスク因子（子宮筋層浸潤，特定の組織型（G3 類内膜癌，漿液性癌），リンパ管

侵襲 25,26）を伴う症例で手術後の追加加療が考慮されるが，中間群の中には想定

より悪い経過をたどる症例が少なからず存在し，治療選択の上で課題が残る部

分である 27,28．本章では，全組織型，類内膜癌を抽出した群，FIGO stage I-II 群

いずれにおいても，PSF3 を過剰発現している症例で予後不良であることが明ら

かとなった．したがって，子宮体部上皮性腫瘍の治療において，追加加療が考慮

される対象の抽出に PSF3 の検討が有用である可能性が示唆された． 

p53 関連タンパク質の異常発現は，漿液性癌や一部の高悪性度の類内膜癌にお

いて病態的に重要な役割を果たしていることが知られており，p53 突然変異は類

内膜癌の予後不良因子の 1つとして認識されている 29．しかし，GINS 複合体と

p53 変異との関連性に関しては，一定の見解が得られていない．肺癌細胞株にお

いては PSF1 のノックダウンによる腫瘍細胞の増殖抑制は p53 非依存的であるこ
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とが報告されている 30．乳癌細胞株では PSF2 が p53 変異と依存的に働く可能性

が報告されている 31．本研究で施行した G2/G3 類内膜癌 54 例における p53 突然

変異と PSF3 過剰発現の比較検討でも双方の明らかな相関関係は見いだされな

かった．子宮体癌の発癌過程は特定の遺伝子変異に限らず，様々な遺伝子変異の

多段階的な蓄積によるとされており 32，PTEN，PIK3CA，CTNNB1 などの遺伝子

変異がその過程に関連していることが報告されている 33．前駆病変である異型増

殖症から高異型度の内膜癌にかけ，PSF3 陽性細胞の増加を認めることから，

PFS3 は発癌と進行の過程で重要な役割を果たしている可能性が考えられ，今後

既知の遺伝子変異らと PSF3 の関連性に関するさらなる解析が必要と考えられ

る． 

Ki-67 は，G0 期以外の細胞周期すなわち分裂期にある全ての細胞で陽性にな

り，腫瘍の増殖性を表わすマーカーとして広く使われている 34．一方，子宮体部

上皮性腫瘍において，PSF3 がより選択的に腫瘍細胞に発現していることが明ら

かとなった．PSF3 が DNA 複製に働いているという生理的役割を考慮すると，

PSF3 の増殖性マーカーとしての利用を視野においた，多種の癌腫を対象とした

検討を進める必要があると考えられた．  
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第二章 

 

 

 

 

 

 

膵癌細胞株における PSF1 及び PSF3 の発現に関する研究 
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緒言 

 

浸潤性膵管癌は，膵管上皮由来の悪性腫瘍であり，原発性膵悪性腫瘍の約 8 割

を占める．組織学的には膵管類似の分化型腺癌や分化傾向がはっきりしない低

分化型病変まで多彩な組織像を呈する．5 年生存率は 5％程度で，診断後の生存

期間の中央値は約 9 ヵ月であり，極めて予後不良な難治性固形癌の 1 つでる．

現在，浸潤性膵管癌の治療には外科的切除や化学療法が用いられているが，発見

時には進行している症例が多く，初診断時に手術可能な症例は 20%程度である

35．また，治療技術の向上により，長期生存例も存在するが，治療成績や予後の

十分な改善には至っていないのが現状である 36．標準的化学療法としては，ゲム

シタビン単独または S-1 単独療法が推奨されているが，治療抵抗性を呈する症

例も見られ，問題となっている 37． 

近年のがん研究の進歩により，悪性腫瘍における治療抵抗性の原因の一つと

して，癌幹細胞の存在が指摘されている．癌幹細胞は細胞周期静止期を保ちつつ

自己複製能を保持する為，化学療法に抵抗性であり，再発や遠隔転移の原因にな

ることが知られている 38．様々な癌幹細胞マーカーが報告されているが，癌幹細

胞では GINS 複合体のサブユニットである PSF1 と PSF3 の過剰発現が見られ，

特に腫瘍細胞の増殖や脈管浸潤に関わることが報告されている 39． 

 本章では，膵癌細胞株を用い，PSF1，PSF3，癌幹細胞マーカー，癌細胞の悪

性形質に関わる分子の発現を検討した．腫瘍細胞の幹細胞様形質の獲得には腫

瘍微小環境が影響することから，膵癌細胞株と正常ヒト臍帯血管内皮細胞

（HUVEC）との直接共培養実験系を構築し，膵癌細胞の性質変化について解析

した． 

  



21 
 

研究方法 
 
1. 材料及び実験モデル 

実験には，所属教室で樹立された膵癌細胞株である PCI43，PCI66 に加えて，

一般的に広く使われている膵癌細胞株である Mia-PaCa2 を使用した．血管内皮

細胞との共培養モデル実験には，正常ヒト臍帯血管内皮細胞株である HUVEC を

使用した． 

24 時間培養によって monolayer 化した CFSE 標識血管内皮細胞の上に膵癌細

胞を蒔き，更に 24 時間共培養を行った．共培養後に FACS Aria Ⅲ（Becton 

Dickinson，Franklin Lakes，NJ）を用いて，CFSE 陰性細胞集団として膵癌細胞を

分離し，実験に使用した．コントロール群では細胞条件の一致のため，細胞数を

2 倍にして培養した． 

 

 
図 11  血管内皮細胞と膵癌細胞の共培養実験モデル 

 
2. Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)及び Quantitative 
reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
フィーダー細胞との共培養後に分離した膵癌細胞および，単独培養時の膵癌

細胞から RNeasy mini kit（QIAGEN，VALENCIA，CA）を用いて RNA を抽出し

た．得られた RNA 1 µg に DNase I（Invitrogen）処理を行い，Go ScriptTM Transcriptase 

& Reverse Transcription System（Promega）によって cDNA を合成した．PCR 反応

は Go Taq® Green Master Mix（Promega）を使用し，95℃ 15 分の変性後，95℃ 30
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秒，55℃ 30 秒，72℃ 30 秒の反応を 35 サイクル行ったのち，72℃ 7 分間の伸長

反応を行った．qPCR 反応は Go Taq® qPCR Master Mix（Promega）を用いて，Step 

One Plus（Thermo Fisher SCIENTIFIC，Massachusetts，USA）にて 95℃ 2 分間の

反応後，95℃ 15 秒の熱変性，60℃ 60 秒のアニーリング，伸長反応を 40 サイク

ル行った．反応終了後，内在性コントロールである GAPDH との相対比を 2-△Ct

法を用いて算出した．PCR および qPCR に用いたプライマーの塩基配列は表 3

の通りである． 

 

表 3．使用したプライマーの塩基配列 

遺伝子名 方向 塩基配列（5'-3'） 

CD44v9 Forward GAATCCCTGCTACCAATATGGAC 
 Reverse TGGAATGTGTCTTGGTCTCCTG 

PSF1 Forward CGCTGCACTGTAGCATACCT 

 Reverse TCGAGGTAAAAAGTGCTGGCT 

PSF3 Forward AGACTGACAACGCGGTCC 

 Reverse CAGGGCTGAAGTGTCTTCGT 

MMP14 Forward GCTCAGCTGCCCTCACATTA 
 Reverse GGTAGCCCGGTTCTACCTTC 

HIF1α Forward GGCAGCAACGACACAGAAAC 

 Reverse GTGCAGGGTCAGCACTACTT 

GAPDH Forward AGCGAGATCCCTCCAAAATC 
  Reverse GGCAGAGATGATGACCCTTT 

               

 
3. 蛍光免疫染色 

チャンバースライド上に培養した細胞を，4%パラホルムアルデヒドで室温，

15 分間固定し，0.1% Triton X-100（Roche Diagnostics GmbH，Mannheim, Germany）

で 4 分間の細胞透過処理を行った後，70%メタノールで室温，4 分間固定した．

抗体の非特異反応抑制のため，0.1%正常ヤギ血清で 10 分間ブロッキングを行っ

た．その後，一次抗体を室温，60 分間反応させ，二次抗体として Alexa Fluor 標

識ポリクローナル抗体を室温，45 分間反応させた．免疫蛍光染色にウサギ抗ヒ

ト PSF1 ポリクローナル抗体（GeneTex，California），ラット抗ヒト CD44v9 抗体
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（コスモバイオ，Japan），マウス抗ヒト MDR-1 抗体（BioLegend，California），

ウサギ抗ヒト MMP14 モノクローナル抗体（Abcam，United Kingdom）を使用し

た．細胞ソーティング及び生細胞標識には 5-（and 6-）carboxyfluorescein diacetate 

succinimidyl ester（CFSE）を使用した．染色像の撮影には Olympus DP70 カメラ， 

Olympus DP controller software version 1.2.1.108（Olympus，Tokyo，Japan）を使用

した． 
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研究結果 

 

1. 膵癌細胞株と HUVEC の共培養による PSF1 と 3 の変化 

血管内皮細胞と膵癌細胞との直接共培養を行い，細胞間相互作用による PSF1

と PSF3 の発現を検討した．まず，24 時間共培養後 FACS Aria Ⅲにて sorting し

た膵癌細胞において mRNA 発現を RT-PCR で確認し，引き続き，Real time PCR

にて共培養した膵癌細胞群と単独培養群のメッセージ発現量の比較検討を行っ

た（図 12A）．検討した三つの膵癌細胞株，いずれでも共培養群で統計的に有意

な PSF1 と PSF3 の発現亢進を認めた． 

 続いて，チャンバースライド上で培養した細胞の蛍光免疫染色を施行した．図

12B に示す様に，膵癌細胞単独培養群（上段）と比較して，CFSE 標識 HUVEC

共培養群（下段）において PSF1（Alexa 594 により赤色に標識）の発現亢進が膵

癌細胞の核で認められた（図 12B）． 
 
A.                

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



25 
 

B. 

 
図 12  HUVEC 共培養時の膵癌細胞株における PSF1 と PSF3 の発現 

共培養後の PSF1 と PSF3 の発現亢進．A. Real-time PCR，B. 免疫蛍光染色 

 

検討した膵癌細胞株 3 株で同様の結果を認めたため，以下の実験に関しては，

E-cadherin を発現し，上皮性性質が保たれている PCI-43 株を用いて検討した 40．  

 

2. 膵癌細胞株と HUVEC の共培養による癌幹細胞マーカーの変化 

CD44 は，膜貫通型糖タンパク質であり，特にそのスプライス変異体である

CD44v9 は近年，胃癌や膵臓癌で癌幹細胞マーカーとして報告されている 40,41,42.

共培養による CD44v9 の発現変化について，Real-time PCR により検討したとこ

ろ，PSF1 及び PSF3 の発現亢進と連動して CD44v9 mRNA の発現の亢進が認め

られた（図 13A）．蛍光免疫染色による検討では，図 13B に示すように，膵癌細

胞単独培養群（上段）と比較して，CFSE 標識 HUVEC 共培養群（下段）におい

て CD44v9 の発現亢進が膵癌細胞膜に確認された．以上より，膵癌細胞株と

HUVEC の直接共培養により，CD44v9 と PSF1 及び PSF3 の発現は共に亢進して

いことが明らかとなった． 

  A. 
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B. 

 
図 13  HUVEC 共培養時の膵癌細胞株における CD44v9 の発現 

共培養後の CD44v9 の発現亢進．A. Real-time PCR，B. 免疫蛍光染色 

 
3. 膵癌細胞株と HUVEC の共培養による MMP14 発現の変化 

次に，癌浸潤能力の指標となる分子である MMP14 の発現変化について検討し

た．MMP14 は，pro-MMP-2 の活性化および多数の細胞外マトリックス成分の分

解において重要な役割を果たす膜結合型 metalloprotease で，MMP14 の発現亢進

は，多くの癌種において観察され，癌浸潤能を推定する指標の 1 つと考えられ

ている 43,44． 

Real time PCR にて MMP14 mRNA 発現量を検討した結果，共培養群の膵癌細

胞株において有意な発現亢進を認めた．また，蛍光免疫染色による検討では，膵

癌細胞単独培養群（上段）と比較して，CFSE 標識 HUVEC 共培養群（下段）に

おいて MMP14 の発現亢進が確認された（図 14）． 
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図 14  HUVEC 共培養時の膵癌細胞株における MMP14 発現 
Real-time PCR と免疫蛍光染色で，共培養後の MMP14 発現亢進を認めた．  

 
4. 膵癌細胞株と HUVEC の共培養による薬剤耐性能の変化 

癌細胞の薬剤耐性機構において，ATP 依存性多剤排出トランスポーターであ

る MDR1 の発現により，薬物の細胞膜外への輸送能が亢進し，多剤耐性能の獲

得に関連することが報告されている 45.先行研究では，CD44 は MDR1 と相互作

用し，癌細胞の難治性に寄与するとの報告がある 46. 

MDR1 発現に関して，蛍光免疫染色による検討では，膵癌細胞単独培養群（上

段）と比較して，CFSE 標識 HUVEC 共培養群（下段）において MDR1 の発現亢

進が認められた（図 15）． 
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図 15  HUVEC 共培養時の膵癌細胞株における MDR1 発現 

HUVEC との共培養群で，MDR1 発現亢進を認めた． 

 
5. 膵癌細胞株における PSF1発現と共培養細胞種による相違 

最後に，共培養時に観察される膵癌細胞株の性質変化が共培養する細胞種に

よる相違があるのか検討を行なった．膵癌細胞株とヒト線維芽細胞株（NHDF）

を共培養し，HUVEC 共培養時の PSF1 発現変化と比較した結果，図 16 に示す様

に，NHDF との共培養に比べ（下段），HUVEC との共培養を行なった際（上段）

に膵癌細胞における PSF1 発現がより亢進することが明らかになった． 

 
図 16  HUVEC または NHDF 共培養時の膵癌細胞株における PSF1 発現 

HUVEC との共培養群で，より著明な PSF1 発現亢進を認めた． 
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考察 

 
悪性腫瘍において，脈管侵襲や間質浸潤能の獲得は悪性形質を反映する因子

であり，診断や治療の両面で癌の生物学的悪性度を理解する上で重要な指標と

なる．既報の報告では，マウスの Lewis 肺癌モデルの実験系で，脈管侵襲を示す

腫瘍細胞において GINS 複合体のサブユニットである PSF1 の発現が亢進してい

るとの報告がある 47．また，トリプルネガティブ乳癌細胞株において PSF2 が高

発現していること，PSF2 をサイレンシングすることで癌浸潤マーカーの 1 つで

ある MMP9 の発現が低下し，腫瘍浸潤能を抑制することが報告されている 48．   

 これまでに浸潤性膵管癌における PSF1 及び PSF3 発現を検討した報告はない

が，今回の検討により，血管内皮細胞との共培養を行った膵癌細胞群で PSF1 お

よび PSF3 の発現亢進を認めた．癌細胞単独培養時に比べて，癌幹細胞マーカー

である CD44v9 や癌浸潤能を推定する指標である MMP14 の発現亢進を，細胞質

には薬剤耐性機構に関わる MDR-1 の発現亢進を認めた．本研究結果により，

GINS 複合体サブユニットである PSF は癌細胞における悪性形質に関連する分

子と連動して発現が誘導されている可能性が考えられた． 

今回の実験では，膵癌細胞株と HUVEC の間接共培養による実験を行ってお

らず，膵癌細胞株で見られた形質変化に対して HUVEC との cell contact が必要

であるのか，HUVEC から産生される何らかの液性因子が関与しているのかが不

明であり，引き続き検討する必要があると考えられる．しかしながら，NHDF と

の共培養より HUVEC と共培養を行った際に PSF1 の発現が亢進したことは，非

常に興味深い部分である．今後は，HUVEC と膵癌細胞株の相互作用に着目した

詳細な解析を進めることで，癌細胞の幹細胞化を含む悪性形質獲得のメカニズ

ムが明らかになることが期待される． 
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総括 

 
本研究で得られた知見は以下の通りである． 

 

 第 1 章では，前駆病変を含む 180 例の子宮体部上皮性腫瘍において PSF3 の免

疫組織化学的検討を施行し，PSF3 の検討が異型増殖症と高分化型の G1 類内膜

癌の鑑別に有用なマーカーになりうる可能性を提示した．PSF3 の発現は類内膜

癌の分化度や臨床病理学的因子と相関していること，予後予測因子になりうる

ことを明らかにした． 

 

 第 2 章では，膵癌細胞株を用い，HUVEC との共培養実験を行った．共培養に

より，膵癌細胞株で PSF1 及び PSF3 の発現誘導を認め，癌幹細胞マーカーであ

る CD44v9 や癌浸潤能を推定する指標である MMP14，薬剤耐性機構に関わる

MDR1 の発現増強が認められた． 

 

以上の研究により，生理的には DNA 複製に働く GINS 複合体のサブユニット

である PSF の過剰発現が腫瘍増殖や悪性形質と関連している可能性が考えられ

た．今後の課題としては，より多くの症例や多種の癌腫を対象とした解析を行う

ことで，臨床病理学的な診断マーカーとしての有用性を確認する必要が考えら

れる．また，PSF 発現誘導のメカニズムを明らかにすること，発現誘導された

PSF が果たして GINS 複合体を形成し，生理的作用と同等の機能を発揮している

のか，あるいは癌細胞において別機能を発揮しているのか，分子メカニズムの詳

細を明らかにしていくことで，将来的には治療ターゲットとして癌の治療戦略

に一助となることが期待される．  
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