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研究成果の概要（和文）：Crumbs3は多細胞生物の上皮組織に発現する膜タンパク質であり、実験生物を使用し
た研究から、上皮組織の正常な発生に必要であることに加え、腫瘍抑制因子として働くことが示されていた。本
研究では、ヒトの悪性腫瘍におけるCrumbs3の発現と機能を詳細に解析し、腺癌系の悪性腫瘍組織に強く発現す
ることを明らかにした。さらに大腸癌細胞を用いた研究から、腫瘍抑制因子と考えられていたCrumbs3が、ヒト
の悪性腫瘍においては転移を促進することを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：Transmembrane protein Crumbs3 is expressed in the epithelial tissues. 
Previous reports indicated that Crumbs3 is not only functions as an essential regulator for normal 
epithelial development but also a tumor suppressor in model organisms. In this study, the details of
 the expression and function of Crumbs3 in human malignant tumors were analyzed, and we found 
Crumbs3 is strongly expressed in the adenocarcinomas. Furthermore, we demonstrated that Crumbs3, 
which is formerly described as a tumor suppressor, promotes metastasis in colon adenocarcinoma 
cells.  

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 細胞極性　浸潤転移　FGFR　大腸癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦における国民の死因第一位は「悪性腫瘍」であり、悪性腫瘍の転移は患者の予後を左右する最も大きな要因
の一つである。浸潤転移の激しい難治がん、進行がんに対しては未だ有効な手立てが無く、がんの性状解析に基
づく新たな治療戦略の提案が求められている。本研究ではこれまでがん抑制因子と考えられてきたCrumbs3とい
うタンパク質に着目し、ヒトの大腸癌サンプルを用いた解析を行った。その結果、Crumbs3が大腸癌の転移を促
進すること、および、その制御メカニズムの一端が明らかとなった。今後、Crumbs3とその関連分子を標的とす
ることで、新たな転移の診断・治療法の開発につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞極性は個々の細胞の形態や機能に方向性を持たせ器官形成に預かることにより、正常発

生や体内恒常性の維持に寄与する。既知の多数の上皮細胞極性制御因子のうち、唯一の細胞貫通
タンパク質である Crumbs（Crb）は、上皮細胞の頂部膜にのみ局在し、細胞内ドメインを介して
タンパク質複合体を形成することで、正常な上皮組織の構築に必須の役割を果たす。哺乳類にお
ける Crb 相同遺伝子の一つである Crb3 は全身の上皮組織に発現し、上皮-間充織転移（EMT）の
誘導因子として知られる Zeb1 や Snail2 によって発現が抑制される事が示されているが、ヒト
悪性腫瘍（癌腫）における生物学的機能は不明である。ショウジョウバエを用いた研究から、Crb
は Hippo 経路と協調して機能することで細胞増殖を抑制することが報告されており、ヒトにお
いても Crb3 が腫瘍増殖の抑制に機能することが既定の予想であった。 
しかし現在まで、実際にヒトの組織・細胞を用いた解析は乏しく、癌の増殖・進展との関連性

は明らかではない。このような現状から我々はまず、ヒト Crb3 特異的抗体を新規作成し、生体
内情報を得るべく種々の腫瘍組織における発現パターンを解析した。結果、患者腺癌病理組織に
おいて、Crb3 は正常管腔上皮組織と腫瘍両者に優位な発現が認められ、腫瘍では分化度や腫瘍
内分布の点で、機能的局在としての管腔頂部膜に加え細胞質発現など、これまでの知見から機能
が説明できない局在を示すことが判明した。さらに、転移巣・脈管侵襲部の解析においても原発
巣に見られた Crb3 の発現維持・局在変化などを解析し情報を得た。病理組織を用いた Crb3 発現
解析の我々の結果から、ヒト腺癌の転移・播種巣形成において Crb3 が必ずしも既定の仮説であ
った“がん抑制的”に機能しない可能性、さらに腺癌における新たな転移機序に関連する可能性
が予測された。 
そこで、腫瘍細胞における Crb3 発現の意義を解析するため、大腸癌細胞株を用いて

CRISPR/Cas9 によるノックアウト（KO）細胞株を樹立し、野生型との比較を行った。その結果、
Crb3 の KO により癌細胞の増殖性は影響されないが、細胞外基質への接着性が低下していること
が判明した。さらに免疫不全マウスを用いたゼノグラフトモデルから、Crb3-KO 大腸癌細胞は、
野生型と比較し腫瘍形成能が著しく低下していることが判明した。以上の結果から Crb3 は何か
らのメカニズムを介し、細胞外基質への接着性のスイッチ分子として機能することで、腫瘍の形
成を促進すると推察された。 
 
２．研究の目的 
分子標的薬やがん免疫療法など悪性腫瘍に対する新規創薬の発達は目覚ましいが、未だ進行

がん患者に対する十分な解決的一手とはなり得ていない。即ち、癌根治の原点は浸潤・転移の制
御にあり、転移制御の手がかりの探索が現在も腫瘍医学分野で多角的に行われている。われわれ
は発生学上必須とされている管腔形成における上皮極性機能分子の一つ Crumbs3(Crb3) が予備
研究でヒト腺癌においても優位な発現を維持し、その浸潤・転移動態に密接に関わっている知見
を得ている。本申請では Crb3 が腺癌細胞の細胞外基質への接着性を制御することを起点に 未
知の浸潤・転移の分子機序を明らかにし、腺癌系細胞転移の新規制御基盤を構築することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では Crb3 が腫瘍細胞の細胞外基質への接着性を制御するメカニズムの解明と、大腸癌

の進展における意義を明らかにするため、主に以下の 6点の解析を行った。 
 
① 免疫沈降による Crb3 相互作用タンパク質の同定と in vitro での確認 

Crb3-KO 細胞と同細胞に FLAG タグした Crb3 を安定的に発現させたものを培養し、抗 FLAG
タグ抗体磁気ビーズを用いて FLAG-Crb3 の免疫沈降を行い、相互作用するタンパク質を同
定した。浸潤転移に関わると考えられる候補分子のうち、線維芽細胞増殖因子（FGFR）に
注目した。 
 

② 大腸癌細胞における FGFR の発現 
大腸癌細胞 DLD-1 及び HT-29 における FGFR1、FGFR4 の発現を RT-PCR およびウェスタンブ
ロットで確認し、Crb3 との相互作用を in vitro で確認した。 
 

③ DLD-1 細胞の移動性における FGFR1 の役割 
FGFR1 のノックダウン及び Crb3 との共発現による DLD-1 細胞の移動性への影響を確認し
た。 
 

④ FGF シグナルにおける Crb3 の役割 
組換え FGF1 タンパク質を用いた刺激による下流分子 ERK1/2 のリン酸化を指標として、
野生型 DLD-1 及び Crb3-KO 細胞の反応性を比較した。 
 

⑤ 大腸癌転移における Crb3 の役割 

免疫不全マウス（NOD-SCID）を用いた脾注肝転移モデルにより、野生型 DLD-1 と Crb3-KO



細胞の転移巣形成を比較した。 

⑥ ヒト大腸がん組織における FGFR1 および Crb3 の発現と局在の解析 

患者由来大腸癌組織切片を用い、免疫組織染色を行うことで FGFR1 と Crb3 の個々の発現
と共局在を確認した。 

 
４．研究成果 
 
① 免疫沈降による Crb3 相互作用タンパク質の同定と in vitro での確認 
Crb3-KO細胞と同細胞にレンチウィルスベクターを用いてFLAGタグしたCrb3を安定的に発現

させた細胞株を作成した。さらにシングルセルクローニングを行い、FLAG-Crb3 の下流でポリシ
ストロニックに発現する GFP の発現が弱いもの数種を選び、野生型および親株の Crb3-KO 細胞
と移動性をトランスウェルアッセイにより比較した。その結果、最も移動性を回復した株で野生
型細胞の約 60％にまで移動性の回復が見られた（図 A）。完全な回復が見られなかった要因とし
ては、i）発現量が内在性 Crb3 と比較して高すぎる、又は低すぎる、ii)FLAG-タグが Crb3 の機
能にネガティブな影響を与えている、iii)Crb3 遺伝子座からは選択的スプライシングにより
Crb3A と Crb3B のアイソフォームが生成するが、今回発現させたのは Crb3A のみであり、Crb3B
の機能が欠損しているため、等が考えられた。 
次に免疫沈降のためのサンプル調製の最適条件を検討した。まず復帰発現株を培養し、種々の

界面活性剤を複数の濃度で処理した後に固定し、抗 FLAG 抗体を用いた免疫細胞染色により、染
色の有無を観察することにより、可溶化に適した界面活性剤の種類と最低濃度を決定した。また、
膜タンパク質である Crb3 を効果的に捕捉するため、可溶化前にジキトニン処理することで細胞
質画分を除くための条件検討も行った。復帰発現株と細胞と親株の Crb3-KO 細胞を培養し、決定
した条件により膜画分から、それぞ
れ可溶化抽出液を調製して抗 FLAG
抗体磁気ビーズを用いて免疫沈降
を行った。調製した免疫沈降サンプ
ルをSDS-PAGEおよび銀染色に供し、
分子量 70－110 kDa のゲル片に含ま
れるタンパク質をマススペクトル
解析により同定した(図 B)。その結
果、既知の Crb3 結合タンパク質で
ある MPP5 を含む種々の候補タンパ
ク質が得られたが、過去の報告等を
吟味し、線維芽細胞増殖因子受容体
（FGFR）に注目することとした。 
 
 
 

 
② 大腸癌細胞における FGFR ファミリー遺伝子の発現 
ヒト大腸腺癌由来培養細胞を培養した際、高分化型腺癌より単離された HT-29 細胞は球状の

細胞形態を呈し、移動性が低いこと、また中～低分化型腺癌より単離された DLD-1 細胞は仮足の
発達した線維芽細胞様の形態を示し、移動性が高いことが判明していた。これらの細胞間におけ
る FGFR ファミリー遺伝子の発現を
RT-PCR により解析したところ、DLD-
1細胞ではFGFR1の発現が強くFGFR4
は検出不能であったが、HT-29 では逆
の結果が得られた（図 C）。ウェスタ
ンブロットによるタンパク質レベル
での解析からも同様の結果が得られ
た（図 D）。HEK293 細胞にクローン化
した FGFR と Crb3 を発現させて、
FGFR1 に付加したタグでプルダウン
を行い、ウェスタンブロットで解析したところ Crb3 と FGFR1 が共沈することが確認できた。さ
らに細胞内ドメインを欠いた FGFR1 とは共沈しないことから、Crb3 と FGFR1 は細胞内ドメイン
を介して相互作用すると考えられた（図 E）。このことから大腸腺癌細胞の移動性に FGFR1 が関
与している可能性が考えられた。 
 
③ DLD-1 細胞の移動性における FGFR1 の役割 

大腸腺癌における FGFR1 の機能を明らかにするため、siRNA を用いて DLD-1 に発現する FGFR1



をノックダウンし（図 F）、トランスウェ
ルアッセイにより移動性をコントロール
と比較した。その結果、FGFR1 のノックダ
ウンにより DLD-1 細胞の増殖性に明確な
変化は無いものの（図 G）、移動性の顕著
な低下が見られた（図 H）。また、Crb3-KO
細胞にCrb3及びFGFR1を共発現させた場
合、相加的に移動性の増加が見られたが
（図 I）、Crb3 との結合に重要な細胞内ド
メインを欠く FGFR1 を発現させた場合、
Crb3 による移動性の増強分も抑制されて
しまうことから（図 J）、FGFR1 と Crb3 が
協調性して DLD-1 細胞の移動を促進して
いることが示唆された。 
 

④ FGF シグナルにおける Crb3 の役割 
さらに FGFR と Crb3 の関連性を調査す

るため、Crb3 が FGFR1 のシグナル伝達に寄与しているかどうかを下流分子 ERK1/2 のリン酸化を
指標として検証した。野生型細胞、Crb3-KO 細胞および復帰発現株を 2群準備し、血清飢餓状態
かつ ERK1/2 の上流キナーゼである MEK の阻害剤存在下で 12 時間培養した。その後 1 群は無血
清培地に置換、残る 1群は組換え FGF1 タンパク質を含む無血清培地に置換した。10分間刺激し
た後トリクロロ酢酸処理を行い、タンパク質抽出液を調製し、ウェスタンブロットによりリン酸
化型 ERK とトータル ERK を解析した。その結果、野生型株に対し Crb3-KO 細胞群では ERK1/2 の
リン酸化の減弱が認められた。また復帰発
現株ではCrb3-KO細胞群に対しリン酸化の
増強が認められた（図 K）。さらに MEK 阻害
剤であるU0126およびSL327は復帰発現株
の移動性増強を親株であるCrb3-KO細胞程
度にまで低下させた（図 L）。以上のことか
ら Crb3 は FGF シグナルの増強を介して細
胞移動を促進すると考えられた。 
 

⑤ 大腸癌転移における Crb3 の役割 
免疫不全マウスを用いた脾注肝転移モデルにより、大

腸癌転移における Crb3 の役割を解析した。NOD-SCID マ
ウスの脾臓に野生型 DLD-1 細胞、または Crb3-KO 細胞の
懸濁液（100 万細胞/50μm 培地）を注入し最長 2 カ月飼
育した。結果として野生型細胞を移植したマウスでは肝
門部を中心に例外無く腫瘍の形成が認められた。その一
方で Crb3-KO 細胞を移植したマウスでは、外観からも切
片からも明確な肝臓転移巣の形成は認められなかった
（図 M,N）。以上のことから Crb3 は大腸癌細胞において
転移巣の形成を促進する役割を果たすと考えられた。 
 
 
⑥ ヒト大腸がん組織におけるFGFR1および Crb3の発現

と局在の解析 
実際の患者悪性腫瘍組織におけるCrb3とFGFR1の発現

を免疫組織染色により解析した。抗 Crb3 マウスモノクロ
―ナル抗体及び CST 社製抗 FGFR1 ラビットモノクローナル抗体を用い、それぞれ連続切片の単
染色と、同一組織での蛍光 2 重染色を行った。結果として Crb3 及び、FGFR1 は共に大腸腺癌に
発現し、腫瘍管腔頂部膜で共局在することが判明した。また、同一患者由来大腸腺癌原発巣と肝
転移巣の染色においても共発現と、腫瘍管腔頂部膜での共局在が認められたことから、Crb3 お
よび FGFR1 はヒト大腸癌転移の過程に必要な遺伝子であると考えられた(図 O)。以上の結果をま



とめ、英文国際誌に投稿・
受理された。 
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