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研究成果の概要（和文）：　本研究では、がん細胞が発現する上皮細胞接着分子（EpCAM）の骨転移形成に対す
る役割を検討した。in vitroの解析においてEpCAM陽性細胞（EpCAMpos）と陰性細胞（EpCAMneg）はそれぞれ上
皮系、間葉系形質を示した。また、EpCAMposからは継時的にEpCAMnegへの分化がみられた。EpCAMposは浮遊培養
系でのsphere形成、マウス乳腺内移植での腫瘍形成、および骨転移形成がいずれもEpCAMnegと比較して亢進して
いた。これらの結果から、乳がん細胞におけるEpCAM発現は、がん幹細胞様形質と関連し、腫瘍形成能の亢進を
介して骨転移形成を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the current study, we examined the roles of epithelial cell adhesion 
molecule (EpCAM) in the development of cancer bone metastasis. EpCAM-negative (EpCAMneg) and 
EpCAM-positive (EpCAMpos) populations isolated from cancer cell lines exhibited mesenchymal and 
epithelial phenotypes, respectively. Flow cytometric analysis revealed that EpCAMpos, but not 
EpCAMneg, cells possessed self-renewal and differentiation potentials. Tumorsphere formation in 
vitro and tumorigenicity in the mammary fat pad of mice were significantly greater in EpCAMpos cells
 than in EpCAMneg cells. Furthermore, the development of bone metastases was markedly increased in 
mice inoculated with EpCAMpos cells. These results suggest that the expression of EpCAM in cancer 
cells is associated with cancer stem-like phenotypes, which contribute to the promotion of bone 
metastases by enhancing tumorigenicity. 

研究分野： 口腔解剖学
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１．研究開始当初の背景 
がん患者を死に至らしめる最大の原因である

転移のメカニズムの解明は、がん研究において
最も重要な課題である。骨は肺、肝とならんでが
んが最も転移しやすい臓器の一つである。がん
の骨転移は、様々な合併症を引き起こし、患者
の QOL を著しく低下させるのみならず、生命予
後にも重大な影響を与える。にもかかわらず、骨
転移に対する効果的な治療法は確立されてい
ない。 

近年、がん組織中には幹細胞様の性格を示
す「がん幹細胞」が存在するとの概念が提唱さ
れている。がん幹細胞は、「腫瘍内において、自
己複製能と腫瘍を構成する様々な分化系統の
がん細胞を生み出す能力を併せ持つ細胞」と定
義されている。現在、がん幹細胞の同定・分離
には数多くの分子がマーカーとして報告されて
いる。これらのうち、Epithelial Cell Adhesion 
Molecule（EpCAM、上皮細胞接着分子）は複数
のがん種において重要ながん幹細胞マーカー
として報告されている。 

EpCAM は当初、その名の通り細胞接着分子
として報告されたが、その後、細胞内シグナル伝
達、遊走、増殖、分化、転移など多くの細胞機
能に関与することが明らかにされている。また、
多くのがん種において発現が認められており、
EpCAM 高発現は予後不良因子の一つとされて
いる。さらに、EpCAM は血中循環腫瘍細胞
（circulating tumor cells, CTC）や播種性腫瘍細
胞（disseminated tumor cells, DTC）のマーカー
の 一つ と しても 臨床 的に 用い ら れて い る 。
CTC/DTC ががん幹細胞様の性質を示すことや、
DTC が骨髄で高頻度に検出されることなどの知
見から、「がん細胞の EpCAM 発現」、「がん幹細
胞」、「骨転移」、の三者が密接に関連しているこ
とが示唆される。 

以上の所見から、EpCAM ががん幹細胞の同
定・分離のための単なるマーカーにとどまらず、
骨転移の成立・進展に積極的に関与する機能
分子として働くことが推測される。さらには、
EpCAM が骨転移に対する効果的な治療法確
立のための重要な標的となり得る可能性が期待
される。 
 
２．研究の目的 

本研究では、①骨転移の成立・進展に対する
EpCAM 陽性がん幹細胞の関与を明らかにする
こと、および、②EpCAM を標的とした治療につ
ながる知見を得ること、を目的として、「EpCAM
が単なるがん幹細胞のマーカー分子ではなく、
機能分子としてがんの骨転移に対し促進的に働
く」という作業仮説に基づき、骨転移に対する
EpCAM 陽性がん細胞の関与を分子、細胞、及
び個体レベルで明らかにするために、以下の検
討を行った。 
(1) 骨転移性がん細胞株の EpCAM 発現 
(2) EpCAM 低/高発現がん細胞の分離 
(3) EpCAM 低/高発現がん細胞の in vitro 性

状解析 
(4) EpCAM 陽性がん細胞のがん幹細胞様形

質 
(5) EpCAM 陽性がん細胞の骨転移能 
(6) EpCAM 強制発現細胞株の樹立とその性

状解析 
(7) EpCAM と細胞内シグナル 
 
３．研究の方法 
(1) 骨転移性がん細胞株の EpCAM 発現： 動

物実験で骨転移能を有するがん細胞株
（骨転移性がん細胞株）の EpCAM 発現を
フローサイトメトリーにて検討した。 

(2) EpCAM 低/高発現がん細胞の分離： マウ
ス乳がん細胞株Jyg-MC(A)および4T1から
EpCAM 低/高発現それぞれの画分を
Fluorescence-Activated Cell Sorting
（FACS）にて分離した。 

(3) EpCAM 低/高発現がん細胞の in vitro 性
状解析： (2)の実験で分離した EpCAM 低
/高発現細胞の性状について、①位相差
顕微鏡による細胞形態観察、②real-time 
PCR による遺伝子発現解析、③WST-8 
assay による単層培養系での細胞増殖能解
析、④wound healing assay による細胞遊走
能解析、⑤matrigel invasion assay での細
胞浸潤能解析により、比較検討した。 

(4) EpCAM 陽性がん細胞のがん幹細胞様形
質： がん幹細胞様形質について、①浮遊
培養系での sphere 形成能、②in vivo での
腫瘍形成能、③in vitro での分化能を指標
に検討した。また、がん幹細胞マーカーの
発現についても、フローサイトメトリーにて
解析した。 

(5) EpCAM 陽性がん細胞の骨転移能： がん
細胞の骨転移能については、マウス左心
室内移植モデルを用い検討した 

(6) EpCAM 強制発現細胞株の樹立とその性
状解析： EpCAM 低発現がん細胞にレン
チウィルスを用いて EpCAM 遺伝子を導入
し、EpCAM 強制発現細胞株を樹立した。こ
の細胞について、(3)の方法により性状解析
を行った。 

(7) EpCAM と細胞内シグナル： EpCAM 発現
と phosphaditylinositol-3 (PI3) kinase 、
Extracellular Signal-regulated Kinase 
(ERK)、Wnt-beta-catenin 経路について
western blot 法、または luciferase reporter 
assay にて検討した。 

 
４．研究成果 
(1) 骨転移性がん細胞株の EpCAM 発現： 骨

転移性がん細胞株における EpCAM の発
現レベルは様々であったが、多くの細胞株
で陽性であった。 

(2) EpCAM 低/高発現がん細胞の分離： (1)
の解析で Jyg-MC(A)と 4T1 という 2 種類の
マウス乳がん細胞株中に EpCAM の発現レ
ベルが明らかに異なる 2 つのポピュレ－シ
ョンが存在することを見出した。そして、こ
れらの細胞株から EpCAM 低/高発現それ
ぞれの画分を FACS にて分離することに成



功した。 
(3) EpCAM 低/高発現がん細胞の in vitro 性

状解析： (2)の実験で分離した EpCAM 低
/高発現細胞の性状について in vitro にて
比較したところ、細胞形態および遺伝子発
現 か ら EpCAM 陽 性 細 胞 が 上 皮 系 、
EpCAM 陰性細胞が間葉系形質を有するこ
とが示された。しかし、単層培養系での細
胞増殖能、細胞遊走能、および細胞浸潤
能においては両者の間に差は認められな
かった。 

(4) EpCAM 陽性がん細胞のがん幹細胞様形
質： EpCAM 陽性細胞は sphere 形成、お
よびマウス乳腺内移植での腫瘍形成が
EpCAM 陰性細胞と比較して著明に亢進し
て いた 。ま た、 単層 培養系に おいて、
EpCAM 陽性細胞からは継時的に EpCAM
陰性細胞への分化がみられたが、一定の
割合で EpCAM 陽性細胞は維持されてい
た。一方、EpCAM陰性細胞からEpCAM陽
性細胞への分化は認められなかった。これ
らの結果から、EpCAM 発現ががん幹細胞
形質の発現と相関することが示唆された。
しかし、乳がんのがん幹細胞マーカーとし
て広く知られている CD24、CD44 の発現に
ついては EpCAM 発現との関連は認められ
なかった。 

(5) EpCAM 陽 性 が ん 細 胞 の 骨 転 移 能 ： 
EpCAM 陽性細胞では骨転移形成の著明
な促進が認められた。この結果をさらに検
証するために、セルソーターによる分離を
行っていない親細胞を移植し、2 週後に骨
髄を回収し、骨転移がん細胞の EpCAM 発
現をフローサイトメトリーにて検討した結果、
転移細胞では親細胞と比較してEpCAM陽
性細胞の割合が高いことが示された。これ
らの結果から、EpCAM 陽性細胞が陰性細
胞と比較して高い骨転移能を有することが
示唆された。 

(6) EpCAM 強制発現細胞株の樹立とその性
状解析： EpCAM 強制発現細胞株は細胞
形態、遺伝子発現、sphere 形成、乳腺内で
の腫瘍増殖、および骨転移能など全ての
検討項目において EpCAM 低発現がん細
胞と比較して有意な差は認められなかった。
よって、EpCAM 陽性細胞の形質発現には
EpCAM 以外の分子が関与していることが
示された。 

(7) EpCAM と細胞内シグナル： EpCAM が活
性化に関与することが報告されている PI3 
kinase や ERK、Wnt-beta-catenin 経路に
ついて検討したところ、EpCAM 低/高発現
細胞の間に差は認められなかった。よって
EpCAM 陽性細胞の骨転移亢進メカニズム
に関与する細胞内シグナルについては、
今後更なる検討が必要である。 
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