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研究成果の概要： Aes (amino-terminal enhancer of split)が大腸癌の血行性転移を抑制する

こと、その機序として、Aes が Notch シグナル抑制を介して癌細胞の血管内侵入を阻害するこ

とを、マウスモデルを用いて明らかにした。AES の発現消失はヒト大腸癌の肝転移とも相関し

ていた。また、ケモカイン受容体 CXCR3 の阻害薬はメラノーマのリンパ節転移を抑制し、CXCR3

がリンパ節転移の治療標的となる可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、癌の早期発見・治療技術の進歩によ
り初期癌の治療成績は飛躍的に向上してい
るが、浸潤・転移を伴う進行癌の予後は極め
て悪く癌による死亡率は改善されていない。
中でも消化器癌による死亡率は肺癌に次い
で高く、その遠隔転移を抑制することが治療
における重要課題となっていた。 
 研究開始当初までに多くの研究者が癌細
胞の離脱・浸潤の過程に着目し、細胞間接着
因子(cadherin 等)やプロテアーゼ(MMP 等)を
はじめとする因子が転移に関わることを明
らかにしてきたが、残念ながら治療の標的と
なりうる癌転移関連因子は殆ど報告されて
いなかった。その理由の一つに、これまでの
多くの研究が異所移植(例えば大腸癌細胞の
皮下など原発巣とは異なる組織への移植)の
系を用いており、実際の癌転移の過程を反映
するモデルが用いられていないことが考え

られた。我々は、同所移植の系を駆使してケ
モカインレセプターCXCR3 とそのリガンドが
メラノーマのリンパ節転移に重要であるこ
とを証明していた。 
 我々はまた、直腸への同所移植を繰り返す
ことによって Colon 26 マウス大腸癌細胞の
リンパ節及び肺・肝臓高転移株を樹立し、親
株と比べて高転移株で発現が変動する 32 個
の遺伝子を DNA マイクロアレイにより同定し
た。これら全ての遺伝子について安定発現細
胞株を作製し、in vitro での浸潤能を指標に
簡易スクリーニングを行った結果、4 個の遺
伝子が in vitro での浸潤を抑制することを
見出した。特に抑制効果の強かった Aes 
(amino-terminal enhancer of split) につ
いては、in vivo での同所移植実験でも血行
性転移を顕著に抑制することを確認してい
た。 
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２．研究の目的 
 本研究では、我々がこれまでに得た知見・
手法を駆使して大腸癌の転移を抑制するた
めの新たな治療標的を見出すことを目的と
し、以下の研究を行った。 
(1) 当研究室で独自に同定した転移関連遺
伝子（CXCR3,Aes）が大腸癌細胞の転移能獲
得に果たす役割とその機序を明らかにする。 
(2) これまであまり注目されていなかった
転移先周辺組織の変化とそれらが転移細胞
の増殖に及ぼす影響を明らかにする。 
 なお、当初の計画では、臨床病状をより正
確に反映した同所移植の系を用いて新規腸
癌転移関連遺伝子を同定する予定であった
が、後述の通り Aes遺伝子が転移において極
めて重要な役割を果たすことが明らかとな
ったため、Aes の機能、発現の解析を優先し
て行なった。 
 
３．研究の方法 
(1)大腸癌転移における Aes 遺伝子の役
割の解明  
①  Tet-on システムにより Aes 発現誘導
Colon26 マウス大腸癌細胞を樹立した。また、
shRNA により Aes の発現を減弱させたノック
ダウン Colon26 細胞も樹立した。これらの細
胞の in vitro での浸潤、増殖能を対照と比
較するとともに、ノックダウン細胞を Balb/c
マウスに同系同所性移植し、大腸癌転移にお
ける Aes遺伝子の役割を解析した。 
② 免疫組織染色により、癌組織中の Notch
経路のリガンド及びレセプターの局在を検
討した。 
③ Notch経路を抑制するgamma-secretase阻
害剤を用いて大腸癌細胞の転移における
Notch 経路遮断の影響について検討した。 
④ ヒト大腸癌臨床検体での AES 免疫組織染
色により、同一患者の原発巣と転移巣の AES
発現を比較した。また、原発巣の AES 発現と
病理学的因子との間に相関があるかを検討
した。 
 
(2) CXCR3 がリンパ節転移の治療標的と
なる可能性の検討 
① CXCR3 を強発現させたヒト大腸癌細胞
DLD-1 をヌードマウスの直腸に移植した後、
１日目、２週間目、４週間目にこれらのマウ
スからリンパ節を採取した。得られたリンパ
節から DNA を抽出し、ヒトβ-グロビン(human 
β–globin)遺伝子の発現を PCR で検出するこ
とでリンパ節に含まれる癌細胞の数を推測
した。 
② ヒト大腸癌臨床検体における CXCR3、
CXCR4 の発現を免疫染色で検出し、癌の悪性
度（TNM 分類）、リンパ節転移の有無、脈管浸
潤の有無、生存率との相関を解析した。 
③ B16F10 メラノーマ細胞を同系マウス

(C57BL/6)の footpad へ移植した後、偽薬
(placebo)および２種類の CXCR3 阻害薬
（TAK-779：武田薬品、AMG-487：Amgen）を
投与した。これらのマウスから膝下リンパ節
を採取し、実体顕微鏡下で転移巣の数を計測
した。 
④  B16F10 メラノーマ細胞を移植した
C57BL/6 マウスの膝下リンパ節を採取し、H&E
染色を用いて転移メラノーマ細胞の局在を、
免疫染色を用いて CXCL10 の発現を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)大腸癌転移における Aes 遺伝子の役
割の解明  
 Colon26 細胞と Tet-on システムを使用し、
Aes 発現誘導株を作成した。浸潤能を in 
vitro のマトリゲル浸潤モデルを用いて測定
したところ、Aes の発現を誘導すると誘導量
依存的に浸潤能が有意に低下することが分
かった。また、Aes mRNA に対する shRNA を恒
常的に発現させて Aes の発現を減少させたノ
ックダウン細胞では、浸潤能が上昇すること
が分かった。このノックダウン細胞をマウス
直腸に同所移植したところ、肝臓や肺への転
移が有意に増加することが分かった。一方で
in vitro における細胞の増殖や、移植後の原
発巣の大きさには影響がなかったことから、
Aes は癌細胞の増殖以外の機序によって転移
を抑制する、新規の転移抑制遺伝子であるこ
とが分かった。 
 また、ルシフェラーゼレポーターを用いた
解析により、Aes が Notch シグナルを有意に
抑制することを明らかにした。上記のマウス
直腸接種モデルの原発巣において、宿主側血
管内皮細胞及びマクロファージが Notch リガ
ンドを、癌細胞が Notch レセプターを発現し
ていたことから、これらの細胞間での Notch
シグナルの伝達が転移に重要である可能性
が示唆された。 
 さらに、Colon26 細胞を同所移植したマウ
ス に Notch シ グ ナ ル を 遮 断 す る
gamma-secretase 阻害剤を投与すると転移が
抑制されることが分かった。また、Notch シ
グナル伝達に不可欠の転写因子である Rbpj
を恒常的にノックダウンした細胞の転移能
も減少していた。これらの結果から Aes遺伝
子は Notch シグナルを抑制することで大腸が
んの転移を阻害することが明らかとなった。 
 臨床標本においても、肝転移巣における
AES の発現は同一患者の大腸癌原発巣よりも
有意に低下していた（52症例中29症例、56%）。
さらに、原発巣における AES の発現消失が、
血管内侵入及び肝転移と有意に相関するこ
とが分かった。これらのことから、ヒト大腸
癌においても AES が遠隔転移を抑制している
ことが示唆された。 
 



 

 

図１ Aes は Notch シグナルを抑制することで大腸

がん転移を阻害する。 

 
(2) CXCR3 がリンパ節転移の治療標的と
なる可能性の検討 
 本研究の開始までに、マウスメラノーマ細
胞 B16F10 を同系マウスへ移植するモデルを
用いて、リンパ節高転移性の B16F10 細胞で
は CXCR3 が発現していること、その発現を抑
制するとリンパ節転移率が有意に減少する
ことを見出し、Cancer Research 誌に報告し
た。そこで、CXCR３とそのリガンドが大腸癌
細胞のリンパ節転移に関与しうることを示
すために、ヒト大腸癌細胞 DLD-1 を用いた解
析を行い、CXCR3 は大腸癌細胞のリンパ節転
移をも促進すること、CXCR3 は転移先での腫
瘍巣形成を促進することを明らかにした。ま
た、臨床標本を用いた解析から CXCR3 を発現
する大腸癌は予後が悪いことを見出し、これ
らの結果を Oncogene誌に報告した。 
 また、リンパ節転移を最も容易に観察出来
る B16F10 細胞を用いて転移先周辺組織の変
化を検討したところ、癌をドレナージするリ
ンパ節（B16F10 を接種した C57BL/6 マウスの
膝下リンパ節）においてはリンパ節辺縁洞が
拡張すること、これら拡張した辺縁洞内へ癌
細胞が流入してくる事を見出した。また、こ
の周囲の T細胞領域では正常リンパ節と比べ
CXCL9、 CXCL10 の発現が亢進することが分か
った。さらに、これら CXCR3 リガンドはマク
ロファージやリンパ管内皮細胞に発現する
こと、原発巣におけるマクロファージはこれ
らのケモカインを発現せず、リンパ節特異的
な発現上昇である事が示唆された。これらの
結果から、リンパ節特異的に発現上昇したケ
モカイン CXCL9、 CXCL10 がリンパ節辺縁洞
に流入した CXCR3 発現癌細胞の生存、増殖を
促進していると考えられた。 
 さらに、CXCR3 を介したシグナルを抑制す

ることで癌細胞のリンパ節転移を抑制出来
る可能性を調べるため、B16F10 メラノーマ細
胞を footpad へ移植したマウスに２種類の
CXCR3 阻害薬（TAK-779：武田薬品、AMG-487：
Amgen）を投与し、それぞれの効果を検討し
た。その結果、検討した CXCR3 阻害薬は膝下
リンパ節への転移を抑制しうること、これら
の薬剤が転移巣における癌細胞の増殖を抑
制していることが明らかとなった（図２）。
興味深いことに、CXCR3 阻害薬は原発巣の大
きさには影響を及ぼさなかった。これらの結
果は、癌細胞のリンパ節転移において CXCR3
シグナル経路が転移先での癌細胞の増殖に
必須であることを示すと共に、CXCR3 阻害薬
がリンパ節転移の予防・治療薬となりうる可
能性を示唆している点で重要な知見である
と考えられる。 

図２  CXCR3 阻害薬はメラノーマ細胞のリンパ節に
おける増殖を抑制し、転移率を低下させる。  
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