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研究成果の概要（和文）：代表的な大腸癌細胞株であるCaco2、HCT116においてsiRNAによるCdh1の抑制を行っ
た。これらの細胞とコントロール細胞からRNAを抽出し、cDNAアレイ解析を行った結果、1.5倍以上発現に変化が
認められた4891遺伝子が抽出された。さらにGSEAを用いた解析により、有意に変動した遺伝子候補を17個同定し
た。その中でも変化の大きかった遺伝子群として、Wntシグナル経路が抽出された。Cdh1が大腸癌においてWntシ
グナル経路を介して細胞骨格、細胞運動を調節する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Cdh1 was suppressed by siRNA in representative two colon cancer cell line, 
Caco2 and HCT116. RNA was extracted from these cells and control cells respectively. cDNA array 
analysis was performed and 4891 genes which expression were changed more than one and a half times 
were extracted.Furthermore,  Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) enables to detect 17 candidates 
genes which expression were significantly changed by Cdh1 siRNA. 
 Among these 17 genes, Wnt signaling was extracted as especially changed gene set. From these 
results, it was suggested that Cdh1 had a putative roll for control the cell cytoskeleton and 
motility via Wnt signal pathway in colon cancer.

研究分野： 消化器内科

キーワード： Wnt

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1)①細胞分裂開始の主たるエンジンが
Cyclin B/Cdk1複合体によるリン酸化シグナ
ルである 一方で、分裂期からの脱出にはユ
ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ で あ る Anaphase 

promoting complex/cyclosome (APC)による
Cyclin B の分解が重要な調節起点となって
いる (King et al. Cell 1995, Sudakin et al. 

Cell 1995)。②本研究で我々が着目した Cdh1

は、分裂期 M 期～G1 期の終わりにかけて
APC 活性を維持する活性化因子である
(Peters et al. Mol Cell 2002)。③APCCdh1

は染色体の安定性維持に必要なため、Cdh1

の調節不良(dysregulation)は未分化で、遺伝
的に不安定な細胞の分裂と増殖を引き起こ
し、結果として発癌へとつながる(Wasch et 

al. Oncogene 2010)。 

(2)申請者らはこのような細胞周期の調節に
加えて、Cdh1 が代表的な RhoGAP である
p190RhoGAP の分解を介して Rho を活性化
し、その結果、細胞骨格と細胞運動を制御す
るという新たな生理的機能を明らかにした
（Naoe et al. Mol Cell Biol. 2010）。 

(3)我々は消化器癌におけるCdh1の機能解析
を行う中で、①ヒト肝癌組織で、非癌部と比
較して癌部において Cdh1がより強く発現し
ていること、②大腸癌細胞株で siRNA によ
り Cdh1の発現を抑制すると、アクチンフィ
ラメントが減弱した特徴的な形態の変化が
現れることを明らかにした。③さらに Cdh1

の発現を抑制した大腸癌細胞株では、
E-cadherinの発現低下とVimentinの発現上
昇といった上皮間葉転換（EMT）に特徴的な
タンパク質の発現変化が認められた。 

 

２．研究の目的 

大腸癌細胞株を用いて Cdh1 の機能を in 

vitro で解析した後に、動物実験、臨床サンプ
ルから得た結果と統合し、大腸癌の浸潤・転
移における Cdh1の役割を明らかにする。①
Cdh1 発現を抑制した細胞より抽出した遺伝
子を基に RNA、DNA アレイ解析を行い、
Cdh1 の変化とともに変動する分子群を絞り
込み、Cdh1 を含む EMT 関連ネットワーク
を明らかにする。②Cdh1 抑制細胞の抽出物
で、2 次元電気泳動によるプロテオミクス解
析を行うことで、EMT に関連したタンパク
質の発現や翻訳後修飾について評価する。③
実際に Cdh1 が EMT に関与しているのかど
うか、Cdh1抑制細胞を用いた in vivoの実験
系で確認するとともに、動物モデルでも同様
に検討する。④大腸癌原発巣、転移巣の臨床
サンプルを部位別に切り分けて抽出物を調
整し、癌の部位に応じた Cdh1の発現のばら
つきを評価する。その結果を臨床病期と関連
付けることで、大腸癌の浸潤・転移への Cdh1

の関与を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) ①大腸癌細胞株に siRNAを transfection

し Cdh1の発現を抑制する。この細胞より抽
出したサンプルで SDS-PAGE を行い、EMT

に関連して発現が変化することが知られて
いるタンパク質（E-cadherin, N-cadherin, 

Cytokeratin, Vimentin 等）の発現の変化を
抗体で検出する。②また、同様にして抽出し
た RNA より RT-PCR を行い、EMT 関連転
写 因 子 （ Smad, Snail, Slug, Twist, 

Zeb1/Zeb2等）の発現変化について比較検討
する。 

(2) このように確立した実験系を用いて上記
1)の Cdh1を抑制した細胞の lysate から、タ
ンパク質発現の網羅的な解析を通して上皮
系マーカー、間葉系マーカー、さらに細胞間
接着関連分子の変化を総合的に評価するこ
とで、EMT に関連した Cdh1 シグナル経路
を明らかにする。 

(3) 細胞運動を評価する実験系として確立さ
れているWound healing assayと Transwell 

migration (Boyden chamber) assay を行い、
Cdh1を抑制した大腸癌細胞株の 2次元的、3

次元的な運動能の変化を解析する。 

(4) 創傷治癒過程では、癌の浸潤で見られる
EMT と類似の現象が起きるとされている
(Thiery et al. Cell 2009)。そこでマウス創傷
治癒の実験系を用いて、生体における EMT

時の Cdh1の機能を解析する。 

(5) 原発癌は不均一なものであり、特にその
先進部において EMT が顕著に見られる場合
もあることから（Weber et al, Histochem 

Cell Biol 2008）、①ヒトの大腸癌手術サンプ
ルからパラフィン切片を切り出し、Laser 

micro dissection 法により癌の先進部とそれ
以外の部位を切り分ける。それぞれの部位よ
り抽出したタンパク質で Cdh1の発現を解析
することで、癌内部に存在する可能性の高い
Cdh1 発現の heterogeneity を明らかにし、
EMT への関与に迫る。②また、手術サンプ
ルの免疫染色を行い、大腸癌の病期（stage I

～IV）に応じた Cdh1の発現ステータスを免
疫組織学的に解析し、Cdh1 発現と大腸癌の
病期や背景因子、原発巣と転移巣との関連を
評価する。 

(6) 最後に、一連の in vitro 実験、アレイ解
析、プロテオミクス解析、動物実験、臨床検
体実験より得られた結果を統合して、EMT

の一端を担う Cdh1を含んだ分子機構を明ら
かにする。その結果を応用して大腸癌の浸
潤・転移を抑制する包括的な治療法を構築す
る。 

 

４．研究成果 

(1) 代表的な大腸癌細胞株である Caco2、
HCT116 において siRNA による Cdh1 の抑
制を行った。これらの細胞とコントロール細
胞から RNA を抽出し、cDNA アレイ解析を
行った結果、1.5 倍以上発現に変化が認めら
れた4891遺伝子が抽出された。さらにGSEA

を用いた解析により、有意に変動した遺伝子
候補を 17 個同定した。その中でも変化の大



きかった遺伝子群として、Wntシグナル経路
が抽出された（図 1）。Cdh1が大腸癌におい
て Wnt シグナル経路を介して細胞骨格、細
胞運動を調節する可能性が示唆された。 

上皮性の癌細胞が浸潤・転移を引き起こす機
序として、細胞が集団で移動する現象が知ら
れている(Gaggioli et al. Nat Cell Biol 2007)。
一方、Wntシグナル経路には、β-カテニンと
は独立して、主に細胞骨格や極性、細胞運動
を制御する β-カテニン非依存性経路が存在
する。この経路では、低分子量 G タンパク質
の Rho や Rac を活性化してこの細胞集団の
移動を制御している(Kikuchi et al. Cancer 

Sci. 2008)。 

(2) Cdh1 自身は分解とリン酸化による制御
を受けている。そこで、今後の展望として、
我々が有する Cdh1のリン酸化部位変異遺伝
子改変マウス（承認番号 A27-036）を用いて、
Wntシグナル経路の変化に焦点をあて、創傷
治癒実験（浸潤）や発生段階でダイナミック
な細胞の移動を示す胎児の解析を行う。 

(3) また転移性ヒト大腸癌切除標本を用いて、
大腸癌の原発巣中心部、原発巣辺縁（浸潤部）、
転移巣において Wnt、Cdh1の発現変化を確
認する。変化のパターンから、Wnt-Cdh1 axis

が大腸癌転移浸潤に果たす役割を明らかに
する。 
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