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研究成果の概要（和文）：　本研究は、乳癌の転移予測マーカーの開発を目指した。癌の転移に影響を与える因子にNA
DPHオキシターゼ(Nox)から産生される活性酸素があり、細胞運動能を亢進させる。一方、カルシウム調節タンパクのス
タニオカルシン-1(STC-1)が腫瘍細胞で高発現している。そこで、カルシウムにより活性化されるNox5およびSTC-1の分
子に着目し研究を行った。乳癌細胞にSTC-1を高発現させると運動能が亢進し、さらにマウスの肺転移能が増強した。
しかしながら、Nox5を高発現させても運動能に変化はなかった。以上より、STC-1は乳癌の転移能を亢進させ、新たな
転移予測マーカーとなり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to evaluate potential marker of metastasis in breast 
cancer. Reactive oxygen species, produced from NADPH oxidase (NOX), affect cancer metastasis and 
accelerate cell migration. Stanniocalcin-1 (STC-1), a regulator of calcium metabolism, is highly 
expressed in tumor cells. Therefore, we focused our research on calcium-dependent NOX5 and STC-1 
molecules. High levels of STC-1 in breast cancer cells accelerated cell motility and enhanced lung 
metastasis in mice. However, no difference in cell migration was observed with high levels of NOX5. Thus, 
we conclude that STC-1 enhances the metastatic potential of breast cancer cells and our results suggest 
that STC-1 may have utility as a novel prediction marker of metastasis.

研究分野： 臨床検査医学

キーワード： Stanniocalcin-1　NADPH オキシターゼ　乳癌　転移能　浸潤能
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 腫瘍細胞の転移能は、悪性腫瘍が持つ特性

の一つで患者の生命予後を規定する重要な

因子である。腫瘍細胞は、常に炎症細胞や自

身が産生する活性酸素種(reactive oxygen 

species: ROS)に暴露されている。これまで

申請者は、ROS の一種である superoxide が、

腫瘍細胞の運動能・浸潤能を亢進させること

を報告してきた。ヒトの生体内で ROS は、各

組織に発現しているNoxと呼ばれる一群の酵

素系とミトコンドリア呼吸鎖により産生さ

れている。Nox には７つのファミリーがあり、

その中でも Nox5 と甲状腺に特異的発現して

いる Dual oxidase 1(Duox1)はカルシウム結

合モチーフである EF ハンドを有しており、

カルシウムによって活性化され superoxide

を産生する特徴を有している。 

 一方、STC-1 は魚類特有のカルシウム調節

ホルモンとして同定された糖タンパク質で

ある。その後、ヒトでも同定されカルシウム

調節作用の他に成長、増殖、分化等に関与し、

その発現は正常組織より乳癌、大腸癌、白血

病で高いことが明らかとなっている。腫瘍細

胞はエネルギー源に多量の ATP を必要とし、

その生成でカルシウムやリンイオンを調整

するためにSTC-1の発現が高まっていると考

えられる。さて、卵巣癌細胞では STC-1 を高

発現させると、アポトーシスの低下や細胞増

殖能が亢進すること、また末梢血中の

STC-mRNA が乳癌、肺癌や白血病で発現してい

ることが確認されている。 

 以上の知見から、乳癌で高発現している

STC-1 により細胞内カルシウム濃度が増加す

ることで、Nox5 が活性化する。その結果、ROS

の産生が起こり細胞運動・浸潤能が亢進し、

転移能を獲得していることが予想された。 

 
２．研究の目的 
 腫瘍細胞の転移能に影響を及ぼす因子の

一つに ROS がある。ROS は NADPH オキシター

ゼにより生体では主に産生され、細胞運動や

浸潤能を亢進させる。Nox は７つのファミリ

ーがあり、その中でもカルシウムにより活性

化されるものに Nox5 がある。また、細胞内

カルシウムを調節するSTC-1が各種癌で高発

現することが確認され、転移能を規定する分

子として想定される。そこで本研究は、Nox5

と STC-1が乳癌の転移能に影響を与えるか否

かを検討した。さらに、Nox5 および STC-1

を指標とした乳癌の転移能を評価すること

ができる、新規の転移マーカーの開発を目的

とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 対象としたヒト乳癌細胞株 

ヒト乳癌細胞株として、 MDA-MB-231 、

MDA-MB-453、MCF-7、OCUB-M、T-47D、YMB-1-E、

ZR75-1 の７種を用いた。 

(2) Nox5 および STC-1 の mRNA 発現評価 

7 種の乳癌細胞株から mRNA を抽出し、RT-PCR

法にて解析した。 

(3) Nox5 および STC-1遺伝子導入細胞の作製 

MDA-MB-231 細胞に、STC-1 の全長(分泌型)、

シグナルペプチドを除いた(非分泌型)、ある

いは Nox5 遺伝子を導入した、MB231-S、

MB231-NS、および MB231-Nox5 細胞を各々作

製した。比較対照にはベクターのみを導入し

た MB231-mock 細胞を用いた。 

(4)浸潤能と運動能の解析法 

浸 潤 能 は マ ト リ ジ ェ ル を固 相 化 し た

Transwell chamnber(ポアサイズ 8μm)に 1 x 

105 個の細胞を播種し、24 時間でマトリゲル

を通過した細胞数をギムザ染色で測定した。

運動能は Transwell chamnber のみを用いて、

通過する細胞または wound healing assay に

て移動した距離を計測し、クリスタルバイオ

レット染色で測定した。 

(5) 細胞増殖能、接着能および基質分解能能

の解析法 

細胞増殖能は細胞播種後、12、24、48 および

72 時間後の生細胞数をトレパンブルー染色



で測定した。接着能はマトリゲル固相プレー

トに1時間で接着する細胞をクリスタルバイ

オレット染色にて測定した。基質分解能は、

細胞培養液を濃縮し、ゼラチンザイモグラフ

ィーで検討した。 

(6) in vivoにおける転移能の検討 

1 x 105個の細胞を 6 週齢の NOD/SCID マウス

の尾静脈から移植し、8 週間後に肺転移結節

数および肺重量を測定した。 

(7) MB231-S と MB231-NS 細胞の FBS 末添加

medium で 48 時間培養した細胞培養液を濃縮

し、発現を western blotting 法で確認した。

さらに Transwell chamnber に同培養液を添

加し、細胞運動能の変化を計測した。 

(8)PI3K および MAPK の解析法 

親細胞(MDA-MB-231)に MB231-S、MB231-NS あ

るいは MB231-mock 細胞の培養上清液を添加

し、15、30、45、60 分後にそれぞれ whole cell 

lysate を回収し、western blotting 法を行

った。PI3K は Akt および PKCζのリン酸化量、

MAPK は ERK のリン酸化量の変化を評価した。 

(9)細胞内 Ca濃度の測定 

5 x 103個の細胞を播種し、24 時間に free Ca2+

リン酸緩衝液で洗浄し Fluo 4-AM を用いて吸

光度計にて測定した。  

 (10)乳癌患者の原発巣および所属リンパ節

組織の免疫組織染色によるNox5およびSTC-1

の発現評価 

乳癌組織を抗 Nox5 抗体および抗 STC-1 抗体

を用いて免疫組織で検討した。 

 

４．研究成果 

(1) Nox5 および STC-1は乳癌細胞株に高発現

する 

 Nox5 は 5種類、STC-1 においてはすべての

細胞株で mRNA の発現が確認された(Fig 1)。      

 

 

 

 

 

       Nox5             STC-1 

      

1:Distiled water、2:Neutrophile、3:OCUB-M、

4:YMB-1-E 、 5:T-47D 、 6: ZR75-1 、 7: 

MDA-MB-231、8:MDA-MB-453、9:MCF-7 

Fig 1: RT-PCR 法によるヒト乳癌細胞株にお

ける Nox5 と STC-1 遺伝子の発現解析 

 

(2) 全長(分泌型)STC-1 遺伝子導入細胞は浸

潤能・運動能が亢進する 

 MB231-S 細胞の浸潤能と運動能は、対照の

MB231-mock 細胞と比較すると約 1.7 倍と有

意に亢進した(Fig 2 a、b)。細胞増殖能、接

着能および基質分解は、両細胞で差異は認め

られなかった(Fig 2 c、d、e)。 

 

 

 
Fig 2: STC-1 遺伝子導入による MDA-MB-231

細胞の in vitro における転移能への影響 

 



(3) 全長(分泌型)STC-1 遺伝子導入細胞はマ

ウスの肺転移能を増加させる 

 MB231-S 細胞は、対照の MB231-mock 細胞と

比較すると肺転移結節数で約 3.9 倍、肺重量

で約 1.8 倍増加させた(Fig 3 a、b、c)。 

 

 

Fig 3: STC-1 遺伝導入による MDA-MB-231 細

胞の in vivo における転移能への影響 

 

(4) 全長(分泌型)STC-1 遺伝子導入細胞の培

養上清は MDA-MB-231 細胞の運動能と浸潤能

を亢進させる 

 MB231-S 細胞の培養上清は、MB231-NS や対

照のMB231-mock細胞の培養上清と比較して、

親細胞(MDA-MB-231)の運動能を約1.9倍亢進

させた(Fig 4)。 

 

Fig 4: MDA-MB-231細胞における全長型STC-1

遺伝子導入細胞の培養上清による浸潤能と

運動能への影響 

 

(5)全長型 STC-1 遺伝子導入細胞の培養上清

は MDA-MB-231 細胞における AKT のリン酸化

を促進させる  

各細胞の培養上清を MDA-MB-231 細胞に添加

すると、MB231-S 細胞の培養上清は MB231-NS

やMB231-mockと比べ,15分後からAktのリン

酸化が高まった。一方、PKCζおよび ERK の

に関してはいずれの培養上清を添加しても

リン酸化亢進は見られなかった(Fig 5 a、b、

c)。 

 

Fig 5: Western boltting 法による分泌 STC-1

の PI3K シグナル伝達経路の活性化 

 

(6)PI3K の特異的インヒビターLY294002 は 

全長(分泌型)STC-1 遺伝子導入細胞の培養上

清による MDA-MB-231 細胞の運動能亢進を抑

制する 

  MB231-S 細胞の培養上清による親細胞

(MDA-MB-231)の運動能亢進は、LY294002 によ

り有意に抑制された(Fig 6)。 

 

Fig 6: MDA-MB-231細胞における全長型STC-1

遺伝子導入細胞の培養上清による運動能亢

進に対する PI3K のインヒビターLY294002 の

効果 

 

(7) 全長(分泌型)STC-1 遺伝子は細胞内 Ca2+

濃度に影響を与えない 

 MB231-S 細胞の細胞内カルシウム濃度は、



対照の MB231-mock の両細胞で差異は認めら

れなかった(Fig 7)。 

 

Fig 7: STC-1 遺伝子導入による MDA-MB-231

細胞内 Ca2+濃度への影響 

 

(8)Nox5遺伝子はMDA-MB-231細胞の運動能に

影響を与えない 

 MB231-Nox5 細胞の運動能は、対照の

MB231-mock の両細胞を比較して差異は認め

られなかった(Fig 8)。 

 

Fig 8: Nox5 遺伝子導入による MDA-MB-231 細

胞の運動能への影響 

 

(9)乳癌の原発巣とおよび所属リンパ節組織 

の STC-1 と Nox5 に対する免疫組織染色 

 ７例の原発巣および所属リンパ節組織を

３種類の抗体、その濃度および反応時間等を

様々な条件で行ったが、STC-1 と Nox5 ともに

陽性細胞を確認できなかった。 

 

総括 

 本研究では、最初にSTC−１が乳癌細胞株で

高発現していることに注目し転移能に影響を

及ぼす因子であるか否か検討した。全長（分

泌型）STC-1発現細胞(MB231-S)を作製し、浸

潤能を測定すると、対照細胞（MB231-mock）

と比べ約1.7倍亢進していた。浸潤能は、細胞

増殖能、運動能、接着能や基質分解能の総和

であるが、MB231-S細胞では運動能のみが高ま

っていた。さらに、両細胞をマウス尾静脈か

ら投与したin vivoの実験でも、MB231-S細胞

の肺表面転移結節数はMB231-mock細胞と比較

し約3.9倍増加した。これらの結果から、STC-1

は運動能の亢進を介し転移能を高めているこ

とが、明らかになった。STC-1による運動能亢

進が、細胞内、細胞外あるいは両者のうち、

いずれのシグナル伝達で起こっているのか調

べるため、非分泌型STC-1発現細胞（MB231-NS）

を作製し解析した。その結果、MB231-S細胞で

のみ運動能の亢進が確認された。さらに、各

細胞の培養上清を親細胞であるMDA-MB-231に

添加すると、MB231-S細胞のそれのみが運動能

を高めた。すなわち、STC-1は細胞外からのシ

グナル伝達を介し、運動能を亢進させること

が証明された。次に、STC-1がMDA-MB-231細胞

の運動能を亢進させる機序について検討した。

STC-1はカルシウム調節蛋白であるため、まず、

MB231-S細胞とMB231-mock細胞の細胞内カル

シウム濃度を調べたが、差異はなかった。一

方、増殖因子や走化性因子などの刺激で運動

能が亢進する機序として、PI3KやMAPKの活性

化が知られている。そこで、MB231-S、MB231-NS

やMB231-mock細胞の培養上清を親細胞である

MDA-MB-231に添加し、Akt、PKCζおよびERK

のリン酸化量の変化を解析した。その結果、

STC-1を含むMB231-S細胞の培養上清を添加し

た際に、MB231-NSやMB231-mock細胞のそれと

比べ、Aktのリン酸化が亢進することが明らか

となった。すなわち、STC-1は運動能の亢進を

介して浸潤能を高め、癌の予後規定因子であ

る転移能獲得に重要な役割を担っていた。ま

た、その機序として、STC-1刺激による

PI3K/Aktの活性化が示唆された。次に、ROS

を産生するNox5が運動能に影響を与えるか検

討したが、変化は認められなかった。さらに

本研究では、乳癌患者の原発巣および所属リ



ンパ節組織の免疫組織染色によるLaser 

Captured Microdissection を用いた、Nox5

とSTC−１の発現と病気分類との相互関係を解

析する予定であった。しかしながら、両分子

に対する特異的な抗体を同定できず、免疫染

色で陽性細胞を確認できなかった。今後、更

なる検討を重ね、Nox5とSTC−１の乳癌組織で

の発現解析を行う必要がある。 

 本研究はSTC-1が乳癌の転移能を規定して

いる因子であることを明らかにした。その結

果、転移能を評価することができる、新規の

転移マーカーの開発に向けた最初の基盤を

提供できたと考えられる。 
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