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研究成果の概要（和文）：大腸癌培養細胞においてCEACAM1-4S (short cytoplasmic isoform)の強制発現により、CD44
の発現、ALDH活性および足場非依存性増殖が促進した。大腸癌原発巣浸潤先進部におけるCEACAM1-Sの強発現群は有意
に予後不良であった。CEACAM1-4Lの強制発現およびその発現によるHollow spheroid 形成にて、大腸癌培養細胞は５FU
に対する感受性が低下し、逆にCEACAM1-4Sの強制発現により感受性が向上した。術後補助化学療法を施行したStage II
I症例においてHollow spheroid形成は再発に関する独立した危険因子であった。

研究成果の概要（英文）：Enhanced CEACAM-4S (short cytoplasmic isoform) induced CD44 expression, incresed A
LDH1 activity, and anchorage indeoendent growth of colorectal cancer cells  compared with vector control, 
suggesting that a possibility that CEACAM1-4S induce CSC property. In clinical setting, Overexpression of 
CEACAM1-S (short cytoplasmic isoform) at the invasion fronat of colorectal cancer tissue indicated poor su
rvival of patients. By addition of 5FU to colorectal cancer cells on plastic, CEACAM1-4L transfected HT29 
cells significantly survived in comparison with CEACAM1-4S or vector control transfected cells. In 3D cult
ure, addition of 5FU induced apoptotic burst of colorectal cancer sphere formed by CEACAM1-4S. A multivari
ate analysis for recurrence after curative surgery and adjuvant chemotherapy for Stage III colorectal canc
er patients showed that the hollow spheroid formation beyond the invasive front is an independent risk fac
tor. 
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１．研究開始当初の背景 
がん幹細胞により腫瘍が形成され、さらに
その細胞群により組織が形成される。逆に、
転移巣など原発巣から離れた部位に組織を
形成した場合、癌組織の恒常性の維持のた
めに自己複製と分化のバランスを保つとい
う概念に基づけば、そこにがん幹細胞が存
在している可能性がある。これまでに、浸
潤および分化誘導に関係する分子として、
CEACAM1 (carcinoembryonic 
antigen-related cell adhesion molecule 
1)に着目しその浸潤転移への関与および分
化誘導能について検討してきた。CEACAM1
は上皮細胞や血球系細胞、血管内皮細胞に
発現するＩ型膜貫通型糖蛋白であり
Immunogloblin super family および CEA 
family に属する接着分子である。３個また
は４個の細胞外ドメインと long isoform 
(CEACAM1-L) ま た は short isoform 
(CEACAM1-S)の細胞内ドメインを有する。浸
潤に関する報告として、悪性黒色腫では
beta3 integrin と共に浸潤を促進すること
が報告されており、甲状腺癌では、細胞外
基質への接着が亢進し、浸潤能を高めるこ
とが報告されている。一方、 CEACAM1 の腺
管形成に関する報告として、乳腺上皮細胞
株 MCF10F の lumen formation に CEACAM1
が関与すること(Huang J et al: J Cell Sci 
1999)、乳癌細胞株 MCF7 に CEACAM1-4S を
遺伝子導入し、3D culture (Matrigel)中で
培養すると、lumen formation を形成し、
腺管内腔は apoptosis によって形成される
こと(Kirshner J et al: PNAS 2003.)、
CEACAM1-4S による lumen formation は細胞
内 ド メ イ ン の Thr と Ser の
phosphorylation によりコントロールされ
ている(Chen CJ et al: JBC 2007)こと、乳
癌 (MCF7)培養細胞に CEACAM1 の強制発現
させた乳癌細胞株 MCF7 が、humanized fat 
pad マウスモデル(in vivo)で上皮細胞の
極性を誘導し lumen formation（分化型腺
管組織）を形成する(Yokoyama S et al: 
Oncogene 2007)ことを報告してきた。さら
に、前立腺癌 (PC-3) 培養細胞に CEACAM1
を強制発現させることで細胞遊走を抑制し、
anoikisを誘導することでlumen formation 
を 3 次元培養および humanized fat pad マ
ウスモデルで誘導することを証明した
(Yokoyama S et al: submitted)。一方、大
腸癌において、CEACAM1 は腺腫や早期癌で
発現の低下を認め、進行大腸癌原発巣では
再度強く発現することが知られているが、
これまでに私は、細胞内 domain specific
な抗体を使うことで、CEACAM1 が進行大腸
癌において浸潤先進部で再発現することを
明らかにした。さらに、大腸癌発育先進部
間質に CEACAM1 が強く染色される腺管の
prototype である中空を伴う球体、Hollow 
spheroid, HS（３次元培養やマウスモデル
で観察検討されている形体形成）を発見し、

その形成が大腸癌の転移や予後に相関する
ことを明らかにした。この中空を伴う球体
は原発巣から離れた発育先進部間質に存在
し、組織形成を開始していると考えられる。
前述したように、がん幹細胞が組織におい
て癌組織の恒常性の維持のために自己複製
と分化のバランスを保つという役割を果た
すと考えると、この中空を伴う球体形成内
にがん幹細胞が存在している可能性がある。
これまでにわれわれは、免疫組織学的染色
により、この大腸癌発育先進部間質に浸潤
性に存在する腺管の内腔が CD133 で染色さ
れることを確認している。さらに、
preliminaryな dataとしてCEACAM1を遺伝
子導入した大腸癌培養腫瘍株HT29を3次元
培養にて組織構築させたのちに、5FU で処
理し apopsosis について検討したところ、
CEACAM1-4S (short cytoplasmic domain 
isoform)を遺伝子導入したHT29が5FU添加
により apoptosis が引き起こされることを
確認した。 
 
２．研究の目的 
がん幹細胞が組織構築する初期の段階での
癌制御により、転移形成を抑制することが
可 能 と な る 。 わ れ わ れ は CEACAM1 
(carcinoembryonic antigen-related cell 
adhesion molecule 1)による腺管形成の検
討から大腸癌発育先進部間質に CEACAM1 が
強く染色される腺管の prototype である中
空を伴う球体を見出し、大腸癌の転移、予
後と相関することを明らかにした。この大
腸癌発育先進部間質に存在する腺管の解析
により、がん幹細胞が組織形成する段階で
ある初期の転移巣形成のメカニズムを明ら
かにすること、また、がん幹細胞自体がも
つ放射線や抗がん剤に対する抵抗性のみで
なく、組織構築による抵抗性をも検討する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)CEACAM1 発現によるがん幹細胞様特性誘
導に関する研究 
【基礎的研究】 
 CEACAM1 の発現と、その細胞内ドメイン
isoform balance が癌幹細胞誘導に関与する
かを検討するために、大腸癌細胞株を用いて
基礎的検討を行った。CEACAM1 を中等度発現
する大腸癌細胞 HT29 と HCT116 を使用した。
HT29 細胞および HCT116 細胞に CEACAM1-4L, 
CEACAM1-4S を強制発現させ、HT29 細胞の
CEACAM1 細胞内ドメイン isoform balance を
変化させ、Flow cytometry にてがん幹細胞マ
ーカー、CD44、CD133、ALDH 活性について検
討した。また、がん幹細胞様特性である足場
非 依 存 性 増 殖 に つ い て 、 anchorage 
independent assay にて確認した。 
【臨床的研究】 
＜対象＞ 
1999 年から 2008 年に和歌山県立医科大学



第 2外科にて、大腸癌肝転移に対して手術を
施行した 67 例を対象とした。 
＜方法＞ 
 大腸癌原発巣および肝転移巣のホルマリ
ン固定パラフィン包埋保存された標本から
薄切切片を作成した。 
一 次 抗 体 に CEACAM1-long cytoplasmic 
domain(CEACAM1-L) ま た は CEACAM1-short 
cytoplasmic domain(CEACAM1-S)に特異的な
抗体（Dr. JE. Shively,City of Hope, CA, USA
より提供）を用いて免疫組織化学染色を施行
し、生存率について検討した。統計学的処理
として、Kaplan-Meier 法で検討した。 
 
(2)CEACAM1 細胞内ドメイン isoform balance
および大腸癌発育先進部 Hollow spheroid 形
成による 5FU 感受性変化に関する検討 
【基礎的研究】 
＜対象＞ 
大腸癌培養細胞(HT29, LS174T)を用いた。 
＜方法＞ 
大腸癌培養細胞に CEACAM1-4L または
CEACAM1-4S の強制発現、CEACAM1 の強制抑制
(shRNA)を行った。遺伝子導入はリポフェク
ション法を用いた。５FU に対する感受性変化
を 2 次元または 3 次元(MatrigelTM)で観察し
た。 
【臨床的研究】 
＜対象＞ 
和歌山県立医科大学附属病院第2外科にて
2002年1月～2005年 1月に手術を施行し
た大腸癌症例 314 例のうち、術後補助化
学療法を施行したStage III症例 82例を
対象とした。 
＜方法＞ 
Hollow spheroid 有無を確認し、再発および
予後に関する解析を、ロジスティック回
帰にて多変量解析、log rank test およ
び Kaplan-Meier 法により生存率を解析
した。 
 
４．研究成果 
(1)CEACAM1 発現によるがん幹細胞様特性誘
導に関する研究 
【基礎的研究】 
CEACAM1を中等度発現する大腸癌細胞HT29と
HCT116にCEACAM1-4LまたはCEACAM1-4Sを強
制発現させ、CEACAM1 細胞内ドメイン
isoform balance を変化させ、Flow cytometry
にてがん幹細胞マーカー、CD44、CD133、ALDH
活性について検討した結果、HT29 細胞におい
て、CEACAM1-4L および CEACAM1-4S の強制発
現により、CD44 の発現が増強され、ALDH 活
性が増強した。CEACAM1-4S の発現により、よ
り強く増強された。CD133 の発現増強は認め
られなかった。HCT116 細胞においては、
CEACAM1-4S のみが CD133、CD44 の発現の増強
を認め、ALDH 活性も増強したが、CEACAM1-4L
の発現においては有意な変化を認めなかっ
た。また、がん幹細胞様特性である足場非依

存性増殖について、anchorage independent 
assay にて確認した結果、CEACAM1-4S の強制
発現により、足場非依存性増殖が促進された。 
以上のことから、CEACAM1-4S の発現増強が、
がん幹細胞様特性を誘導する可能性が示唆
された。 
【臨床的研究】 
1999 年から 2008 年に和歌山県立医科大学第
2 外科にて、大腸癌肝転移に対して手術を施
行した 67 例を対象とし、原発巣と肝転移巣
のCEACAM1の発現の強さについて検討した結
果、全例、肝転移巣で CEACAM1-L および
CEACAM1-S の原発巣より強い発現が認められ
た。CEACAM1-L は全例大腸癌原発巣浸潤先進
部で強い発現を認めたが、CEACAM1-S の強い
群と弱い群が存在し、生存に関して比較検討
したところCEACAM1-Sが浸潤先進部で強く発
現していた群が有意に予後不良であった
（p<0.006）。 
(2)CEACAM1 細胞内ドメイン isoform balance
および大腸癌発育先進部 Hollow spheroid 形
成による 5FU 感受性変化に関する検討 
【基礎的研究】 
大腸癌培養細胞(HT29, LS174T)に CEACAM1-4L
またはCEACAM1-4Sの強制発現またはCEACAM1
の強制抑制(shRNA)を行い５FU に対する感受
性変化を 2次元で検討した結果、CEACAM1-4L
の強制発現にて、大腸癌培養細胞 HT29 は５
FU に対する感受性が低下し、CEACAM1-4S の
強制発現により感受性が向上した。LS174T 細
胞においては CEACAM1-4S の強制発現または
CEACAM1 の発現抑制により 5FU の感受性は増
加した。3 次元(MatrigelTM)にて Hollow 
spheroid形成をさせたのち、５FUと添加し、
5FU へ の感受性を検討したところ、
CEACAM1-4Lの強発現は有意に5FU抵抗となっ
た(p<0.05)。一方、CEACAM1-4S 強制発現によ
り spheroid 崩壊像が優位に観察された
(p<0.001)。 
【臨床的研究】 
HS 形成が治療抵抗性を示すことを明らかに
するため、術後補助化学療法を施行した
Stage III 症例 82 例を対象に、再発および予
後に関する多変量解析を行うと、再発に関す
る危険因子は HS であった(p<0.05)。生存率
を解析したところ、HS は有意に予後不良予測
因子であった(p=0.028)。 
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