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研究成果の概要（和文）：本研究では、大腸がん転移抑制因子HNRNPLLの下流でスプライシング調節を受ける分
子を同定し、各アイソフォームの機能や細胞内局在の違いを明らかにした。また、HNRNPLLの発現制御因子とし
て転写因子MYBを同定し、大腸がん細胞の上皮間葉転換に伴うHNRNPLLの発現低下にMYBの変動が寄与することを
見出した。一方、新規転移性大腸がんマウスモデルの解析から、幹細胞マーカーとして知られる2つの分子が転
移に機能的にも重要であり、それらの発現がSMAD4により負に制御されることを明らかにした。さらに2つの分子
の発現を正に制御するシグナル経路を見出し、この経路の阻害が転移形成能を低下させることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified a downstream target of the novel colorectal 
cancer metastasis suppressor HNRNPLL, revealed that its alternative splicing is regulated by 
HNRNPLL, and uncovered differences in the function and subcellular localization of its splicing 
isoforms. We also identified a transcription factor, MYB, as a regulator of HNRNPLL expression and 
found that decreased expression of MYB contributes to decreased expression of HNRNPLL in 
epithelial-mesenchymal transition of colorectal cancer cells. On the other hand, analysis of a newly
 developed mouse model of metastatic colorectal cancer revealed that two molecules known as stem 
cell markers are functionally important for colorectal cancer cell metastasis and that their 
expression is negatively regulated by SMAD4. Furthermore, we discovered a signaling pathway that 
positively regulates their expression and demonstrated that inhibition of this pathway reduces the 
ability of colorectal cancer cells to form metastasis.

研究分野： 実験腫瘍学

キーワード： 大腸がん　転移　マウスモデル　がん幹細胞　スプライシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、大腸がん転移抑制因子HNRNPLLが浸潤・転移を制御する新しい機序、および上皮間葉転換にお
けるHNRNPLLの発現低下を制御する機構を明らかにすることができた。転移抑制因子を治療標的とすることは困
難であるが、下流分子の特定のアイソフォームは新しい治療標的となる可能性がある。また、転移性大腸がんマ
ウスモデルの解析から、大腸がんの幹細胞性と転移形成能の維持に重要な役割を果たす複数の分子とシグナル経
路を同定することができた。これらを標的とすることで、予後不良の転移を伴う大腸がん、あるいは再発大腸が
んに対する新しい治療戦略の開発につながる可能性が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 転移を伴う大腸がんの予後は悪く、新機軸の予防・治療薬の開発が求められている。そのため
には、転移の予防・治療標的となる転移制御因子を同定する必要があり、臨床検体や細胞株を用
いた解析により、それらの候補の絞り込みは行われているが、生体レベルで実証されているもの
は極めて少ない状況であった。研究代表者らは、shRNA ライブラリーを用いた生体スクリーニン
グにより、新規大腸がん転移抑制因子として、pre-mRNA の選択的スプライシングに関与する
HNRNPLL を同定していた。一方、大腸がんに関しては、遺伝子改変による自然転移モデルの作出
が困難であったため、生体レベルでの転移プロセスの解析は容易でなかったが、研究代表者らは、
自然発症した大腸がんが肝臓に転移する新しい転移性大腸がんマウスモデルを作出し、それら
に由来するオルガノイドを用いた肝転移モデルも樹立していた。 
 
２．研究の目的 
「大腸がん転移の分子機序を解明し、転移の予防・治療標的を同定すること」を最終的な目的と
して、以下の２つの具体的な目的（Specific Aims）を設定した。 
(1) 新規大腸がん転移抑制因子 HNRNPLL の下流標的因子および HNRNPLL の発現制御機構を解明
し、介入可能な標的を同定する。 
 
(2) 大腸がん自然転移モデルとオルガノイド移植肝転移モデルを用いて比較プロテオミクスを
主体とした解析を行い、肝転移成立に必要な大腸がん細胞内の要因や微小環境を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) HNRNPLL の下流標的分子および発現制御機構の解明 
HNRNPLL によりスプライシング調節を受ける標的因子の候補として同定した、p120ctn (p120 
catenin)をコードするCTNND1遺伝子について、ヒト大腸がん細胞株DLD-1を用いてCRISPR-Cas9
法によるノックアウト (KO) 細胞を作成し、特定のスプライシングアイソフォームを発現させ
ることで、各アイソフォームの局在や機能を解析した。また、免疫沈降-質量分析（IP-MS）によ
って特定の p120ctn アイソフォームに結合するタンパクを同定し、それらの意義を検討した。一
方、HNRNPLL の発現制御機構については、プロモーター・エンハンサー領域を解析するとともに、
大腸がん細胞株の上皮間葉転換に際して発現低下する転写因子の中から、ノックアウトにより
HNRNPLL の発現が低下するものを同定し、クロマチン免疫沈降やレポーターアッセイ等により機
能を検討した。 
 
(2) 新規大腸がん自然転移モデルを用いたマルチオミクス解析による転移機構の解明 
転移性大腸がんマウスモデル (CKPS マウス)の大腸がん原発巣・肝転移巣、非転移性大腸がんモ
デル(Apc/Smad4 マウス)の大腸がんを用いて、トランスクリプトーム解析や比較プロテオミクス
によって転移制御因子・シグナル候補の探索を行った。また、CKPS マウス由来大腸がん細胞株
(CKPS 細胞)の 2D 培養、3Dスフェロイド培養、さらに同系マウスの脾臓への移植による脾注肝転
移モデルを用いて、同定した候補因子・シグナルの変動の解析、抗体アレイによるシグナル解析、
さらにノックアウトや強制発現、阻害薬投与などによる機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) HNRNPLL の下流標的分子および発現制御機構の解明 
① HNRNPLL による下流標的分子 CTNND1 の制御： 
ヒト大腸がん細胞株SW480に HNRNPLLを
強制発現あるいはノックダウンした際
にスプライシングアイソフォームの発
現が変化する遺伝子としてp120ctnをコ
ードする CTNND1 を同定した。大腸がん
細 胞 の 上 皮 間 葉 転 換 (EMT) に 伴 う
HNRNPLLの発現低下によってCTNND1pre-
mRNA のエクソン B の skipping が促進し
て CTNND1 アイソフォーム 3AB の発現量
が減少し、アイソフォーム 3A が増加す
ることを見出した（図 1）。 
各アイソフォームを個別にノックアウト
した大腸がん細胞株を用いたマトリゲル
浸潤能アッセイでは、アイソフォーム3Aの

図 1. 大腸がん細胞に EMT を誘導した際の
HNRNPLL（ウェスタンブロット）および CTNND1
エクソン B（RT-PCR）の発現変化.Included は
アイソフォーム 3AB、Skipped は 3A に該当. 



ノックアウトによってのみ浸潤能
が抑制された。エクソン B は核外
移行シグナルを内包することか
ら、これらのアイソフォームの細
胞内局在を調べたところ、アイソ
フォーム 3ABは核に局在せず、アイ
ソフォーム 3Aは核と細胞質の両方
に局在すること、アイソフォーム
3A は EMT を起こした大腸がん細胞
の leading edge に局在することが
分かった（図 2）。また、免疫沈降-
質量分析によってアイソフォーム
3A がアクチン骨格と結合すること
を見出した。以上の結果から、大腸
がん細胞のEMTに伴うHNRNPLLの発
現低下により CTNND1 のエクソン B
が skipping されてアイソフォーム 3Aの発現が上昇し、leading edge に局在することで浸潤に
寄与する可能性が示唆された。 
 
② HNRNPLL の発現制御機構の解明： 
ヒト大腸がん細胞株 HT29 を用いた 5'-RACE 法によって得た、
HNRNPLL の転写開始点上流領域を用いたルシフェラーゼレポ
ーターアッセイにより-273 から-10 の領域が強いプロモータ
ー活性を持つことを見出した。この領域に結合しうる転写因
子をアルゴリズムによりリストアップし、EMT の際に発現が
変動することが知られている転写因子を絞り込んで、大腸が
ん細胞の EMT に伴う発現変動を調べたところ、MYB の発現が
EMT により低下することが分かった（図 3）.そこで、上記プ
ロモーター領域中の２カ所のMYB結合部位に変異を導入したと
ころ、いずれの変異によってもレポーター活性は有意に低下し
た。CRISPR-Cas9 により MYB を KO した HT29 細胞、DLD-1 細胞
では HNRNPLL の発現が低下した（図 4）。遠位
MYB 結合部位については、MYB を KO した細胞
では変異導入によりレポーター活性が変化せ
ず、ChIP 法によっても MYB の結合が確認でき
たことから MYB による発現制御を受けること
が示唆された。一方、同じ細胞で、近位結合部
位への変異導入ではレポーター活性が低下し
たことから、この部位の制御は MYB 以外の転写
因子の関与が示唆された。EMT に伴う HNRNPLL
の発現低下は、MYB を強制発現させることによ
りレスキューされた。以上の結果から、MYB は
HNRNPLL のプロモーター領域中の（遠位部）MYB
結合領域を介して HNRNPLL の発現を正に制御し、EMT における MYB の発現低下が HNRNPLL の発現
低下に寄与することが明らかとなった。 
ヒト大腸がん手術検体を用いた免疫染色においても、EMT の指標の１つである、E-cadherin の発
現低下を伴った＝浸潤先端の細胞では MYB と HNRNPLL の発現が低下していることを見出した。
さらに、TCGA データベースの解析から、MYB、HNRNPLL の発現が低い大腸がん患者は発現の高い
患者と比較して予後不良であることが示された（図 5）。 

 

図 2. CTNND1 アイソフォーム 3A-AcGFP、3AB-AcGFP、
3AB-mCherry を発現する大腸がん細胞 DLD-1 に EMT を
誘導した際の CTNND1 の局在変化. 

図 3. 大腸がん細胞の EMT
に伴う MYB の発現低下. 

図 4. MYB の KOによる HNRNPLL の発現低下. 

図 5. TCGA データベースにおける MYB（左）または HNRNPLL（右）の発現レベルの高低によ
る大腸がん患者の生存率のカプラン・マイヤー解析. 



(2) 新規大腸がん自然転移モデルを用いたマルチオミクス解析による転移機構の解明 
① 大腸がんの転移に関与する分子の同定 
CKPS マウスは、腸管上皮特異的に変異型 Ctnnb1（β-catenin）の発現、変異型 Kras の発現、そ
して Tp53 と Smad4 の欠失という４つの遺伝子変異を導入することで、100%の個体が悪性度の高
い腺がんを発症し、そのうち約 20%が肝転移に至る。CKPS マウスの大腸がん原発巣と肝転移巣を
用いて全エクソームシーケンス解析を行ったところ、上記 4 つの遺伝子以外に悪性化進展への
関与が疑われる遺伝子変異は認められなかった。そこで、発現レベルの変動によって転移に関与
する分子を同定するため、RNA-seq 解析および比較プロテオーム解析を実施した。その結果、局
所浸潤性大腸がんモデルである Apc/Smad4 マウスの腸管腫瘍と比較して、CKPS マウスの原発巣
と肝転移巣では、CD133 
(PROM1)やCD166 (ALCAM)を
含む幹細胞マーカーの発現
が上昇していた。そして
CKPS マウスの原発巣と肝
転移巣とで免疫染色を行っ
たところ、特に ALCAM の発
現は原発巣の管腔側や中心
部と比較して、浸潤先端の
腫瘍上皮細胞で顕著に高
く、肝転移巣においても高
く保たれていた（図 6）。 
 
② CKPS マウス由来大腸がん細胞株 (CKPS 細胞)を用いた機能解析 
転移に関与する因子の機能や役割を
解析するため、CKPS マウスに由来す
る大腸がん細胞株である CKPS 細胞を
作成した。CKPS 細胞は、２D培養、３
Dスフェロイド培養でもよく増殖し、
C57BL/6 マウスの脾臓に注入して肝
臓に転移させる、脾注肝転移モデルに
おいて、Smad4 変異を持たない CKP 細
胞と比較して非常に高い転移形成能
を持つ。２D 培養下での CKPS 細胞
は、PROM1、ALCAM ともに非常に低い
レベルでしか発現していなかった
が、3D スフェロイド培養に移したと
ころ、両者の発現は顕著に上昇した。また、CKP 細胞や
Smad4 を強制発現させた CKPS 細胞では、3D スフェロイド
培養移行時の PROM1 や ALCAM の発現誘導は大幅に減弱し
た（図 7）。次に、PROM1 や ALCAM が転移に関与するかど
うか検討するため、CRISPR-Cas9 法を用いて Prom1 また
は Alcam をノックアウト (KO) した CKPS 細胞を樹立し
た。1 x 104個の CKPS 細胞を C57BL/6 マウスの脾臓に注
入すると数十個の肝転移巣を形成するが、PROM1 または
ALCAM の KO により転移形成能は顕著に減弱した（図 8）。
これらの結果から、PROM1、ALCAM は幹細胞性の指標の１
つである 3D スフェロイド形成時にその発現が強く誘導
されること、その発現は SMAD4 によって負に制御される
こと、さらにこれらは単なる幹細胞マーカーではなく、
大腸がんの幹細胞性や転移形成能に機能的に重要である
ことが強く示唆された。 
 
③ PROM1、ALCAM の発現を制御するシグナル経路の解析 
上記の解析から、CKPS 細胞の 3D スフェロイド移行時の PROM1、ALCAM の発現は SMAD4 によって
負に制御されていることが分かったが、これらの発現を正に制御する因子を同定する目的で、2D
培養下と 3D スフェロイド培養下の CKPS 細胞を用いて抗体アレイによるシグナル解析を実施し
た。その結果、シグナル経路 X の下流でリン酸化を受ける下流因子 Yのリン酸化が 3Dスフェロ
イド移行時に亢進することを見出した。シグナル経路 X の活性化剤、阻害剤を用いた実験から、
CKPS 細胞における PROM1、ALCAM の発現誘導には、この経路の活性化が必要十分であることが示
唆された。さらに、下流因子 Y を KO した CKPS 細胞の転移形成能は対照細胞と比較して顕著に
低下していたことから、シグナル経路 X が大腸がん細胞の幹細胞性および転移形成能に重要な
役割を果たすと考えられた。以上の結果から、PROM1、ALCAM、シグナル経路 Xは転移性大腸がん
の治療標的となる可能性が示された。 

図 6. ALCAM (CD166、赤) は CKPS マウスの大腸がん原発巣浸潤
先端と肝転移巣の腫瘍上皮細胞で高発現. 

図 7. CKPS 細胞の 3Dスフェロイド培養移行時における
PROM1、ALCAM の発現誘導. 

図 8. PROM1、ALCAM の KO が CKPS
細胞の転移能に及ぼす影響. 
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 ４．巻
Sakuma Keiichiro、Sasaki Eiichi、Hosoda Waki、Komori Koji、Shimizu Yasuhiro、Yatabe Yasushi、
Aoki Masahiro

112
 １．著者名
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 ２．発表標題
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 ３．学会等名
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 ４．発表年

 ４．発表年

ALCAM (CD166)は大腸がん幹細胞の幹細胞性と転移能に寄与する

大腸腫瘍組織における翻訳後修飾変化の解析

新規転移性大腸がんマウスモデルの作出と転移機構の解析
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第78回日本癌学会学術総会

第78回日本癌学会学術総会

第42回日本分子生物学会年会

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

向井智美、佐藤龍洋、三城恵美、青木正博、藪田紀一、関戸好孝

青木正博、曽我朋義、武藤誠、新間秀一、藤下晃章

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年
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MyD88 によるApc 変異腸上皮細胞の合成致死メカニズムの解明

腸管腫瘍形成におけるDio2(2 型脱ヨード酵素）の生物学的役割
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