
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 
平成 25 年 5 月 11 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

本研究では、がんの予後に重要な「転移」の分子機構の解明と診断･抑制法の
開発に資する転移関連蛋白質の同定を目的とする。  

本観点から研究代表者は、がんの中でも死亡率が上昇している大腸がんに着
目したうえで、高確度に目的蛋白質を見いだすべく、同一患者の原発巣由来の
SW480と転移巣由来の SW620細胞を用い、SW620で発現変動している候補蛋白質を
数多く同定した。この中から転移に関連する蛋白質を見いだすため、これら蛋
白質の大腸がん組織での発現分布と各症例が有する臨床情報との相関を解析し
た。その結果、 Rho GDP-dissociation inhibitor(RhoGDI)の発現割合は、大腸
壁の深達度の進行とリンパ節転移の発生に伴って有意に上昇することが示され
た。そこで、遠隔転移との関連を検証するため、代表的な転移臓器である肝臓
に高転移性の細胞株を独自に樹立し、 RhoGDIの蛋白質発現量を比較したところ
、肝転移性が高い細胞株ほど、発現量が高くなる傾向が認められた。  

本知見が、腫瘍生物学の進展や創薬開発の一助になることを期待している。  
 
研究成果の概要（英文）： 
Since metastasis is one of the most important prognostic factors in colorectal cancer, 

development of novel diagnostic and preventive methods for metastasis is highly desirable. 
However, the molecular mechanism of the metastatic phenotype has not been well elucidated. 
In this regard, we searched for metastasis-related proteins in colorectal cancer by 
analyzing the differential expression of proteins between primary and metastasis 
focus-derived colorectal tumor cells using a proteomics-based study. In order to validate 
these candidate proteins, we analyzed the expression profile of these proteins in tissue 
microarray. As a result, Rho GDP-dissociation inhibitor (Rho GDI) was identified as a 
metastasis-related protein in colon cancer patients. Consequently, Rho GDI may be useful 
for a diagnostic or preventive target against colon cancer metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、CT･MRI･PETといった医療診断機器の高
性能化により、がん病巣の高感度な検出が可
能となっている。また、Herceptin（抗 HER2
抗体）や Avastin（抗 VEGF 抗体）、Rituxan
（抗 CD20 抗体）をはじめとする分子標的治
療薬の台頭によって、がん細胞選択性の高い
治療法も実現しつつある。しかし、がんは未
だ先進国において死因の第一位であり、社会
の高齢化も伴って、その死亡者数は増加の一
途をたどり続けている。この大きな要因の 1
つは、「転移」にある。がんの中でも、転移
性が低く、原発巣に留まる性質のがんであれ
ば、外科的手術などによる効果的な治療が可
能であるものの、転移性の高いがんの場合に
は、外科的治療が困難な症例が多く、また原
発巣が切除できても往々にして再発してし
まう。このように、がんを完治し、死亡率低
下を達成するためには、「転移」の克服が不
可欠である。 
がん転移克服のためには、①転移の分子メカ
ニズムを明らかとし、②転移を的確に予測・
診断すること、③転移を抑制しうる治療薬な
どを開発することが必要である。これまでに
も上記を目指して精力的に研究が進められ
てきた。1973 年に Fidler らが低転移性のマ
ウス黒色腫細胞 B16から高転移性亜株を樹立
し、転移の動物実験モデルを確立したことに
より、がん転移研究は大きく進展した。1986
年には Liotta により、転移浸潤は、がん細
胞と基底膜の接着、基底膜構成成分の分解、
がん細胞の運動、の 3段階により成り立つと
いう、いわゆる「three Step Theory」が提
唱された。さらに最近では、上皮がんが転移
を起こす過程には、間葉系細胞様の性質を獲
得する形質転換を生じることにより、がん細
胞同士の接着性低下や移動性の亢進、がん組
織からの離脱促進が起こっているという「上
皮 - 間 葉 転 換 （ epithelial-mesenchymal 
transformation ; EMT）」という新たな概念
が提唱されている。このようにがん転移に関
する研究は進展してきたものの、分子病態メ
カニズムについては未だ不明な点が多く残
されている。 
このような背景のもと、近年、蛋白質の網羅
的同定・解析を行いうるプロテオミクスによ
りバイオマーカーを探索し、疾患の分子メカ
ニズムの解明や診断・治療法の開発に展開し
ようとするアプローチに大きな期待が寄せ
られている。特に、健常状態に比較して疾患
状態で発現挙動が異なる、蛋白質を網羅的に
解析しようとする疾患プロテオミクス研究
が注目され、がんのバイオマーカー探索も精
力的に行われている。しかし、疾患プロテオ
ミクスによる探索研究では、個人差や人種差
などの変動因子が多いことなどが一因とな

って、対照サンプルに比較して疾患サンプル
で発現変動している数多くの候補蛋白質の
中から、目的とする疾患の発症や悪化に関わ
る蛋白質を見いだすことが困難な現状にあ
り、転移の分子メカニズムの解明や、転移の
高確度な予測診断法・転移抑制法の開発など、
期待された研究成果は国内外を問わず、殆ど
得られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、がんの重要な予後決定因子であ
る「転移」の分子メカニズムの解明と転移診
断法･転移抑制法の開発に資する転移関連蛋
白質の同定を目的とする。対象としては、女
性のがん死亡率が第一位であり、食の欧米化
も相まって罹患者数が増大し続けている大
腸がんに着目した。また、高確度に転移関連
マーカー蛋白質を探索するために、同一患者
から樹立された転移性の異なる大腸がん細
胞株（原発巣由来と転移巣由来）に着目し、
これら細胞間で発現変動している蛋白質の
中から転移に関連する分子を見出したうえ
で、それらの機能解析を試みることで目的の
達成を図る。 
 
３．研究の方法 
細胞培養 
ヒト大腸がん細胞株 SW480と SW620 は、ATCC
より購入し、10%FCSを含有した Leibovitz’s 
Medium （Wako）で培養した。いずれの細胞
も継代培養をして、サブコンフルエント状態
のものを実験に供した。 
 
脾臓注入肝転移試験 
BALB/c nude マウス（5 週齢、雌）を日本エ
スエルシーから購入後、1 週間 SPF 環境下で
飼育した。ネンブタール（大日本住友製薬）
を腹腔内に注射することで麻酔し、腹部を切
開して、脾臓を露出させた。 2 ×  107 
cells/mlに調整した SW480と SW620をマウス
1匹あたり 50 µl脾臓内に注射後、閉腹した。
8 週間後、開腹して肝臓への転移の有無を確
認した。 
 
2 次 元 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 電 気 泳 動
（2D-DIGE）解析 
SW480と SW620を Lysis Buffer  （7 M Urea、
2 M Thiourea、4% CHAPS、10 mM Tris-HCl（pH 
8.5 ）） で 溶 解 し 、 2D-Clean-up Kit 
（GEhealthcare）にて、蛋白質を精製した。 
精製蛋白質を 2D Quant Kit（GEhealthcare）
により濃度を測定し、各 25 µgずつを等量混
合することで Internal Standard Sample を
作製した。これと SW480、SW620 から抽出し
た蛋白質 50 µg ずつを、それぞれ 400 pmol
の蛍光試薬 cy2、cy3、cy5 （GEhealthcare）



でラベルした。30 分後、10 mM Lysine を加
えることでラベル化反応を停止させた。標識
したサンプルを全て混合し、sample buffer 
（2% DTT、2% Pharmalyte （GEhealthcare）、
7 M Urea、2 M Thiourea、4% CHAPS）でメス
アップした。また、質量分析（MS）のための
ピックゲル用として、蛍光標識していないサ
ンプルも同様に調製した。サンプルを
IPG-gel（pH 4-7）ストリップ（GEhealthcare）
に添加し、10時間膨張させた後、等電点電気
泳動を 15時間行った。泳動後、IPG-gel を平
衡化 buffer A （Tris-HCl（pH 6.8）、6 M Urea、
30% Glycerol、2% SDS、0.002% BPB、10 mg/ml 
DTT）と平衡化 buffer B （Tris-HCl（pH 6.8）、
6 M Urea、30% Glycerol、2% SDS、0.002% BPB、
25 mg/ml Iodoacetamide）に浸し、15分間ず
つ平衡化した。SDS-PAGE用ゲルに IPG-gel ス
リップをセットし、17時間泳動した。蛍光画
像を取り込み、DeCyder （GEhealthcare）に
より発現変動を解析した。また、ピックゲル
は Deep Purple Total Protein Stain 
（GEhealthcare）を用いて染色し、発現変動
スポットの切り出しには Ettan Spot Picker 
（GEhealthcare）を使用した。 
 
MS 解析 
発現変動 spot を切り出したゲル片に脱色液
（25 mM ammonium bicarbonate/50%アセトニ
トリル）を加え、室温で 10 分間振盪した。
脱色液を除き、200 µlのアセトニトリル中で
10 分間振盪後、減圧遠心器により脱水した。
このゲル片に Trypsin溶液（20 µl/ml Trypsin
（Promega）/ 50 mM ammonium bicarbonate）
をしみこませ、37○C で 16 時間反応させるこ
とで、ゲル内の蛋白質を消化した。これに抽
出液（50 µl の 50%アセトニトリル/ 0.1%ギ
酸溶液）を加え、30 分間振盪して回収した。
この操作をあと 2 回（2 回目は 50 µl の 80%
アセトニトリル/0.1%ギ酸溶液、3 回目は 50 
µl の 100%アセトニトリルで抽出）繰り返す
ことで消化ペプチドを抽出した。ペプチド抽
出液を減圧遠心器によって濃縮し、ZipTip 
C18チップ（Millipore）で精製した。サンプ
ル溶液 2 µl を超高分解能飛行時間型質量分
析計（LC-TOF/MS, maXis, BRUKER DALTONICS）
により質量分析を行った。蛋白質の同定には、
メチオニン残基の酸化、Iodoacetamide によ
るシステイン残基のカルバミドメチル化を
考慮し、Mascot searchにより swiss protの
データバンクをもとに解析した。 
 
組織マイクロアレイ（TMA）の免疫染色 
Advanced colon cancer tissue array（CO807, 
US Biomax）を 60○Cで 2時間加温し、キシレ
ンに 3度浸すことでパラフィンを溶解・除去
した。次いで、無水エタノール、90％エタノ
ール、75％エタノールに順次浸すことで親水

化した。抗原を賦活化するために、DAKO 
Target Retrieval Solution pH 9（DAKO）中
で、125○C で 30 秒、90○C で 10 秒処理した。
以降の免疫染色の一連の操作には DAKO 
AutoStainer（DAKO）を使用した。始めに、
DAKO Peroxidase-Blocking Reagent （DAKO）
を添加することで、各組織の内因性ペルオキ
シダーゼを除去した。次いで、10% BSA を 30
分間静置することでブロッキングした。下記
に示した抗体を Dako REAL Antibody Diluent 
（DAKO）で至適濃度に希釈し、室温で 30 分
間反応させた。wash buffer （DAKO）で 2 回
洗 浄 後 、 ENVISION+ System Labelled 
polymer-HRPを添加し、30分間静置した。wash 
buffer （DAKO）で 2回洗浄後、DAB+ liquid 
（DAKO）を用いて発色させた。 
使用した 1次抗体を、以下に示す。 
Rabbit anti-hPRDX6 polyclonal Ab. （ATLAS）、
Rabbit anti-h14-3-3 zeta polyclonal Ab. 
（Ab-58）（Ab FRONTIER）、Mouse anti-hRho GDI 
monoclonal Ab. （santa cruz biotechnology） 
 
組織マイクロアレイ解析 
各抗原の発現は、各組織中のがん細胞での発
現割合を 2 段階（50%以下の発現を 1、50%以
上の発現を 2）、発現強度を 3 段階でスコアリ
ングし、その合計が 2 以下で陰性、3 以上で
陽性と判定した。各抗原の発現分布と臨床情
報との統計解析は、StatView を利用して、
Mann Whitney U testにより評価した。 
 
がん組織からの高転移性細胞亜株の樹立 
脾臓注入肝転移試験において、SW620 投与群
の肝転移巣を無菌的に取り出し、脂肪組織や
結合組織を除去後、組織を小片に刻んだ。こ
れを 0.25% trypsin 含有 PBS に入れ、15 分間
室温で撹拌後、溶液を回収した。この操作を
3 回繰り返し、セルストレーナー（Millipore）
を用いて組織残渣を除去した。遠心分離後、
10% FCS を含有した Leibovitz’s medium 
（WAKO）で再懸濁し培養した。 
 
Western blotting 
SW480 と SW620、高転移性細胞亜株として樹
立した SW620/ok1と SW620/ok2を可溶化した。
各抽出蛋白質試料を Laemmli Sample Buffer
（Bio-rad laboratories）と等量混合し、終
濃度 5%となるように 2-mercaptoethanol を
添加後、95°C で 5分間加熱処理した。各サン
プルを、10% e-PAGEL （アトー）に添加し、
1 時間電気泳動を行った。電気泳動後のゲル
を PVDF膜（Millipore）に転写し、4% Block 
Ace （DSファーマバイオメディカル）を添加
して 4○C、over nightで振盪することでブロ
ッキングした。0.4% Block Ace で希釈した
Rho GDI に対する抗体を添加し、緩やかに振
とうさせながら室温で 2 時間反応させた。



0.05% PBST （0.05% Tween 20 を含む PBS）
で 5 回洗浄後、0.4% Block Ace で希釈した
Rabbit anti-mouse IgG HRP Ab. （SIGMA）
を添加し、振盪しながら室温で 2時間反応さ
せた。0.05%PBSTで 5 回洗浄後、PVDF 膜を ECL 
plus Western Blotting Detection System 
（ GEhealthcare ） で 処 理 し 、 発 光 像 を
LAS-3000 （富士フイルム）によって撮影し
た。 
 
４．研究成果 
転移関連蛋白質を効率よく同定するために、
同一患者由来の大腸がん原発巣由来細胞株
(SW480)と転移巣由来細胞株(SW620)に着も
した。まず、これら細胞の転移性を検証する
ため、大腸がんの主要な転移臓器である肝臓
への転移性を、脾臓注入肝転移モデルにて比
較した。その結果、転移症例数・転移コロニ
ー数ともに、原発巣由来のSW480に比べて転
移巣由来のSW620で多く、大腸がん転移関連
蛋白質を探索するためのソースとして有用
な細胞セットであることが示唆された。そこ
で次に、SW480に比較してSW620で発現変動し
ている転移関連蛋白質の候補を探索するた
め、2次元ディファレンシャル電気泳動解析
を実施した。両細胞を可溶化し、各細胞由来
蛋白質を異なる蛍光色素Cy3とCy5でラベル
した。混合後、等電点と分子量の違いによっ
て蛋白質を2次元に分離し、各細胞に発現す
る蛋白質量を蛍光強度の違いから比較解析
した。さらにSW480に比べてSW620で発現変動
していたスポットは、ゲルからピックし、質
量分析によって蛋白質同定を試みた。その結
果、1.5倍以上発現変動していた8種類の蛋白
質を見出すと共に、それら全てを同定するこ
とに成功した。 
そこで、同定された候補蛋白質の中か
ら 転 移 に 関 連 す る 蛋 白 質 を 見 い だ す
た め 、 特 に 変 動 率 の 大 き か っ た Rho 
GDP dissociation inhibitor 
(RhoGDI) 【 発 現 変 動 率 ： 1.90 】、
Peroxiredoxin-6 【発現変動率：1.86】、
14-3-3 zata/delta 【 発 現 変 動 率 ：
1.63】に対する抗体を用い、数多くの
大 腸 が ん 組 織 が 搭 載 さ れ た 組 織 マ イ
クロアレイを免疫染色し、各候補蛋白
質 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 各 症 例 が 有
する臨床情報との相関を解析した。そ
の結果、 RhoGDI の発現割合は、大腸
壁 の 深 達 度 の 進 行 と リ ン パ 節 転 移 の
発 生 に 伴 っ て 有 意 に 上 昇 す る こ と が
示された。一方で、その他の候補蛋白
質については、がん組織で発現してい
たものの、臨床情報との相関は認めら
れなかった。  
続いて、 RhoGDI の遠隔転移との関連
を検証することを目的に、大腸がんの

代 表 的 な 転 移 臓 器 で あ る 肝 臓 に 高 転
移性の細胞株を独自に樹立し、RhoGDI
の蛋白質発現量の比較を試みた。まず、
SW620 を脾臓に注入することで肝臓に
転 移 し た 腫 瘍 組 織 を 取 り 出 し 、 in 
vitro 培養することで、 SW620/ok1 を
樹立した。さらに同様の手法により、
SW620/ok1 か ら 樹 立 さ れ た 亜 株 を
SW620/ok2 とした。これら独自に樹立
した細胞株の転移性を評価するため、
脾 臓 注 入 肝 転 移 モ デ ル に て 比 較 し た
ところ、SW480＜ SW620＜ SW620/ok1 の
順に転移症例数・転移コロニー数が増加した。
そこで、これら同一患者由来で、肝臓への転
移性の異なるがん細胞株における RhoGDI
の発現量を Western blotting により
評価した。その結果、 RhoGDI は、肝
転移性が高い細胞株ほど、発現量が高
くなる傾向が認められた。  
 RhoGDIは、Rhoに GDPが結合した不活性型
から GTPが結合した活性型に変換される過程
を阻害する蛋白質として知られている。これ
までに Rho は、活性型に変換されることで、
アクチン細胞骨格の制御のみならず、最近で
はカドヘリンを介した細胞接着やアポトー
シスに関与していることが報告されている。
そのため、今後、分子レベルでの検証が必要
なものの、RhoGDI は、がん組織からの離脱や
アポトーシスの回避、さらには本検討で相関
が認められたがん細胞の浸潤性に関与する
ことによって、転移能の向上につながった可
能性が考えられる。今後は、遺伝子工学的な
手法を用いて、この蛋白質の機能を詳細に検
証し、転移メカニズムに基づいた診断薬の開
発、さらには転移抑制薬の可能性を検証して
いく予定であるが、これら得られた知見が腫
瘍生物学の発展や創薬の進展の一助になる
ことを祈念している。 
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