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研究成果の概要（和文）：腫瘍の増殖、転移、浸潤などの悪性化の過程に、癌細胞とその周囲の間質線維芽細胞
との相互作用が深くかかわることが明らかになっている。本研究は、先行研究で樹立した３Ｄ共培養のイメージ
ング手法に、ファージディスプレイ抗体ライブラリーを用いたスクリーニングを組み合わせることで、スキルス
胃癌と間質線維芽細胞の相互作用に関わる癌細胞側、線維芽細胞側の膜蛋白質を同定する方法を確立することに
成功し、この相互作用を抑える候補ファージ抗体を複数単離することができた。

研究成果の概要（英文）：It is recently highlighted that the interaction between cancer cells and 
surrounding stromal fibroblasts is deeply involved in the regulation of growth, metastasis and 
invasion of cancers. In this study, we established a new approach to reveal molecules regulating 
this interaction by using three dimension co-culture method along with the screening of the phage 
display antibody library. Several candidates of the phage antibody clones are picked up using this 
new technology. 

研究分野： 腫瘍生化学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年種々の腫瘍で腫瘍細胞と間質細胞の相互作用が腫瘍の悪性化の制御因子として着目されているが、細胞間の
相互作用は通常の分子生物学的、細胞生物学的手法のアプローチに限界があるため、この相互作用の鍵となる分
子の探索は進んでいない。本研究によりマトリゲル上の３Ｄ共培養を用いた浸潤能の定量とファージディスプレ
イ抗体ライブラリーを用いた全く新しいスクリーニング手法を確立することができたことは、多くの腫瘍の腫瘍
間質相互作用の解析に応用可能であると考える。また本研究で候補として挙がってきた分子は、全く新しいスキ
ルス胃癌の治療法開発の糸口となりうると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

腫瘍組織には腫瘍細胞の他に間質細胞と呼ばれる線維芽細胞、免疫細胞、血管内皮細胞、
間葉系幹細胞などの非腫瘍細胞を含み、さらに細胞外マトリックスなどの細胞以外の成分が入り
込んでいる。このようないわゆる微小環境が腫瘍細胞の悪性形質誘導に関わることが最近注目さ
れている。特に腫瘍細胞と周辺の間質線維芽細胞の相互作用により癌の浸潤が激しく増強され
ることが見いだされ、そのメカニズムに興味がもたれている（Yamaguchi H & Sakai R, Cancers 
2015）。我々は、固形腫瘍の中で特に間質細胞の強い関与が示唆されるスキルス胃癌を用いて、
先行研究として腫瘍細胞と間質線維芽細胞との相互作用の研究を開始した。 
 本研究開始までの解析で、スキルス胃癌細胞を胃壁線維芽細胞とマトリゲル内で三次元の状態
で共培養すると、どちらの単独の培養ででも得られなかった強い収縮力を生じ、特有の浸潤性凝
集塊の形成や細胞外マトリックスの分解、リモデリングが起こることが分かった。このような凝集塊
は線維芽細胞を中心とした細胞集団に癌細胞が引き寄せられることで生じており、液性因子より
も直接の細胞間の接触が重要であることが示された。浸潤性凝集塊の形成は、スキルス胃癌で見
られる胃壁内での腫瘍細胞を取り囲む間質増生と組織の収縮を伴った臨床像との関わりも興味
深い。生化学的解析によりアクトミオシン系の活性化がこの強い収縮力を生み出していることが分
かったが(Yamaguchi H et al, PLoS One 2014)、その相互作用の詳細は明らかになっていなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
 腫瘍細胞と間質細胞の相互作用の重要性が近年脚光を浴びているが、その解析手法が限られ
ているためなかなか分子メカニズムの解明には至っていない。本研究は、３Ｄ共培養のイメージン
グ解析とファージディスプレイ抗体ライブラリーのスクリーニングにより、相互作用に関わる癌細胞
側、線維芽細胞側の膜蛋白質を同定し、浸潤能の誘導に関わる相互作用の本態を明らかにする
ことを目的とする。またその相互作用を阻害する抗体などが、マウスモデルにおいて胃癌の転移・
浸潤能に与える影響を解析し、新規治療法の導出につなげる。 
 
３．研究の方法 
 これまでに確立したマトリゲル内での共培養によって浸潤性凝集塊の形成を観察する系は、低
倍率で画像を撮りイメージングソフトで凝集塊のサイズ、個数などを計測することにより定量的に
評価可能である。これを用いてマルチウェルプレート上で化合物や siRNA を比較的効率良くスク
リーニングに用いることができる 
Ａ）スキルス胃癌と線維芽細胞で形成される浸潤性凝集塊をイメージングにより定量し、siRNA ラ
イブラリーおよびファージディスプレイ抗体ライブラリーを用いて相互作用を阻害するクローンを
スクリーニングし、単離されたクローンについて標的となる腫瘍細胞側あるいは間質線維細胞側
の蛋白質を明らかにする。この分子のノックダウンにより浸潤性凝集塊の形成が阻害されることを
確認して、両細胞の相互作用による協調的な浸潤能獲得の分子メカニズムを明らかにする。 
Ｂ）得られた相互作用の制御分子候補が in vitro の共培養や、マウスに移植した腫瘍の増殖や
浸潤に与える影響をノックダウンなどにより評価するとともに、単離されたヒト型ファージ抗体クロ
ーンについては、完全抗体に変換するなどして創薬としての有効性を評価する。 
 
４．研究成果 
スキルス胃がん細胞と間質線維芽細胞を３次元マトリゲル上で共培養することで特徴的な浸潤性
の細胞凝集塊を形成することを見出した。この浸潤性凝集塊は腫瘍細胞や線維芽細胞のみでは
形成されず、また高分化型胃がん細胞でもほぼ形成が見られないことから、癌－間質の相互作用
による浸潤能獲得のモデルになると考えた。蛍光イメージングにより定量解析できることから、この
相互作用を抑制する薬剤のスクリーニングを、文科省がん支援班から供給された約 3000 種の阻
害薬ライブラリーを用いて進め、実際、幾つかの薬剤が強い細胞毒性の見られない濃度で、浸潤
性凝集塊の形成を優位に阻害することを見出した。これらの薬剤のうち Dasatinib については 
腹膜播種モデルマウスの腹腔内への投与で、線維芽細胞の腫瘍内への侵入が減少し、播種結
節の形成を抑える効果が確認された。スキルス胃がん細胞と間質線維芽細胞との相互作用でみ



られる変化は、一方の培養上清の添加では起こらないためがん細胞と線維芽細胞の直接接触に
よっておこると考え、直接接触に影響を与える化合物・モノクローナル抗体の探索の系の確立を
行った。 
線維芽細胞を単層培養したディシュ上に GFP でラベルしたスキルス胃がん細胞を重層し、15 分
後に 2 回洗うことで残存したスキルス胃がん細胞の数を蛍光によって定量化すると、線維芽細胞
をあらかじめ蒔いておかない場合に比べ著しく残存細胞が増えることがわかった。高分化型胃が
ん細胞を用いた場合にはこのような接着能の差がみられないことから、スキルス胃がん特有の線
維芽細胞との直接相互作用を反映している可能性が高いと考え、この系での化合物・モノクロー
ナル抗体の検索を開始した。  
スキルス胃がん細胞と間質線維芽細胞の直接的な相互作用を評価するハイスループットスクリー
ニング系を確立する目的で、まずスキルス胃癌細胞株44As3と高分化型胃癌細胞株MKN74にレ
ンチウィルスベクターにより GFP 遺伝子を導入し、安定形質発現株を樹立した（44As3-GFP、
MKN74-GFP）。同様に、スキルス胃癌由来間質線維芽細胞 CaF37 に Tomato 遺伝子を導入した
（CaF37-Tomato）。CaF37-Tomato を 96 ウェルプレートに播種し、コンフルエントになるよう培養し
た。その CaF37-Tomato 上に 44As3-GFP 及び MKN74-GFP を播種し、一定時間培養した後に
洗浄し、CaF37-Tomato に接着して残った 44As3-GFP 及び MKN74-GFP の蛍光強度をマイク 
ロプレートリーダーにて測定した。このアッセイ系を用いて実験の条件検討を行い、最適な細胞数、
培養時間、洗浄の条件を決定した結果、44As3-GFP の蛍光強度が MKN74-GFP の 10 倍程度高
くなった。また他のスキルス胃癌細胞を用いた場合にも同様の結果が得られた。従ってこのアッセ
イ系により、スキルス胃癌細胞に特有な線維芽細胞との接着能を検出することが可能となった。 
 そこで藤田保健衛生大学の黒澤博士らが作成した、スキルス胃癌を含む胃癌細胞株の細胞表
面に結合する数百種類のファージ抗体クローンを用いて阻害抗体の探索を試みた。各ファージ
を感染させた大腸菌培養上清を用いて、上記接着アッセイを行ったが、大腸菌培養液が非特異
的に両細胞間の接着を阻害したため、このアプローチではスクリーニングが困難であることが分か
った。そのため、特に両細胞間の接着部位を認識するファージ抗体クローンを細胞染色により選
択することを試みた。これまでに著しく強い染色強度を持つ抗体は得られていないが、候補となる
弱陽性のクローンについてはヒト IgG 化を行い、精製した IgG 抗体を用いて機能の再評価を進め
ている。 
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