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研究成果の概要（和文）：EBAG9は複数のがんで過剰発現しており患者の予後不良と相関しているが、その作用機序は
不明な点が多い。本研究において、Ebag9ノックアウト(Ebag9KO)マウスを宿主とした際に、膀胱がん細胞の増殖と肺転
移が抑制され、腫瘍内への細胞傷害性T細胞の浸潤が増加することが明らかになった。さらに、このT細胞は細胞傷害活
性が増大しており、別個体に移植しても腫瘍形成を阻害した。また、EBAG9発現量は前立腺がん細胞の移動能と関連し
ていた。本研究により、EBAG9は宿主側の免疫系細胞ならびにがん細胞の両面において機能を発揮しており、腫瘍免疫
において重要な役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：EBAG9 overexpression is found in several cancers and correlated with poor 
prognosis of patients with the cancers; however, the mechanism is not fully understood. In this study, 
tumor growth of mouse bladder cancer cells subcutaneously inoculated into Ebag9 knockout (Ebag9KO) mice 
was found to be suppressed compared with that of control mice. Tumor metastasis in lung was also 
suppressed in Ebag9KO mice. Furthermore, the number of T cell infiltration was increased in implanted 
tumors of Ebag9KO mice. We also found that the CD8+ T cells exhibited upregulation of cytotoxic activity, 
and the adoptive transfer of CD8+ T cells isolated from tumors in Ebag9KO host could repress tumor growth 
by mouse bladder cancer cells implanted in wild-type host. Gain and loss-of-function analysis of EBAG9 
demonstrated that EBAG9 modulates migration in prostate cancer cells. These results suggest that EBAG9 
modulates tumor growth by negatively regulating the adaptive immune response in host defense.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 日本における前立腺がん罹患率は，胃がん

に次いで 2 番目（がん情報サービス、2011 年

罹患数参照）であり、年齢別にみると 65 歳

以上で増加する特徴を有している（がん情報

サービス、http://ganjoho.jp/public/index.html）。

将来の罹患数予測においては，2015 年には男

性がんで 1 番多くなると予測されている。

EBAG9 は乳がん細胞株 MCF-7 においてエス

トロゲン応答遺伝子として同定されたが、エ

ストロゲン標的組織だけでなく、脳、肝臓、

心臓、リンパ節、腎臓などで発現しているこ

とが判明している。EBAG9 の発現が、悪性

の乳がん、卵巣がん、肝細胞がん、腎細胞が

んなどにおいて上昇していることから、

EBAG9 ががんにおける病態生理に影響を与

えていることが知られている。EBAG9 のが

ん細胞増殖における機能解析の過程で、in 

vitro の細胞培養系において EBAG9 を過剰発

現もしくは発現抑制しても細胞増殖に対す

る変化は起らないが、EBAG9 を過剰発現さ

せたがん細胞をマウスに皮下移植した場合、

腫瘍形成が促進されることが判明した。さら

に、形成された腫瘍内に EBAG9 の siRNA を

投与すると、腫瘍増殖を抑えることが報告さ

れている。これらのことより、EBAG9 は腫

瘍増殖を直接制御しているのではなく、腫瘍

周辺の微小環境を変えることによって、腫瘍

増殖を促進していると考えられる。しかしな

がら、がんにおける EBAG9 の作用について

は十分解明されていない。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究は、前立腺がんと膀胱がんにおける

EBAG9 の発現がもたらす微小環境変化と腫

瘍増殖のメカニズムの関係を我々が独自に

構築した EBAG9 ノックアウト (Ebag9KO)マ

ウスを用いて明らかにし、解析することによ

り診断マーカーならびに治療の新規標的を

見出すことを目的とする。特に、Ebag9KO マ

ウスに同系統マウス由来のがん細胞を移植

し、がん細胞の腫瘍増殖や転移能を解析する。

前立腺がん細胞または膀胱がん細胞におけ

る EBAG9 の過剰発現系と、発現抑制系によ

る、細胞増殖、移動能などを解析する。以上

の解析を前立腺がんまたは膀胱がんで行い、

泌尿器がんにおける EBAG9 の発現がもたら

す微小環境変化と腫瘍増殖メカニズムの統

合的な解明を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

(1) Ebag9KO マウスの作製 

マウス Ebag9 遺伝子領域のゲノム DNA をク

ローニングし、翻訳開始コドンを有するエク

ソン 2 を挟んで loxP 配列を挿入し、ターゲッ

ティングベクターを作製した。このターゲテ

ィングベクターを制限酵素で消化して直列

状にした後、マウス ES 細胞にインジェクシ

ョンして、組換え細胞を選択し、さらに仮親

マウスの子宮に移植して Ebag9flox/flox マウス

を作製した。この Ebag9flox/floxマウスに Cre 組

換え酵素を全身で発現する Ayu1-Cre マウス

を交配することにより、Ebag9KO マウスを作

製した。 

 

(2) Ebag9KO マウスを用いた腫瘍細胞の皮下

移植 

マウス膀胱がん MB-49 細胞をマトリゲルと

混合し、Ebag9KO ならびにコントロールマウ

スの皮下に移植した。皮下移植後 1 週間経過

した後、腫瘍径を 3 日に一度、1 ヶ月間測定

した。1 ヶ月後、マウスを解剖して皮下腫瘍



ならびに各臓器を採取し、転移の有無を確認

した。 

 

(3) 免疫組織化学 

上記の Ebag9KO ならびにコントロールマウ

スにおいて形成されたマウス膀胱がん細胞

の腫瘍を用いてパラフィン切片を作製し、

CD3、CD4 ならびに CD8 に対する特異抗体に

よる免疫組織化学を行い、腫瘍内への T 細胞

の浸潤を解析した。 

 

(4) 腫瘍内浸潤 T 細胞における遺伝子発現な

らびに機能解析 

上記の形成された腫瘍塊より、CD8 陽性細胞

を特異抗体を結合したビーズを用いて分離

した。これらの CD8 陽性細胞から RNA を抽

出し、免疫関連遺伝子などの発現量を定量的

PCR により解析した。また、これらの CD8

陽性細胞を CD107a 抗体で標識し、FACS を

用いて解析することにより脱顆粒反応を解

析した。これらの CD8 陽性細胞の細胞傷害活

性に関しては、MB-49 細胞を標的細胞として

共培養し、細胞溶解に伴って培地中に放出さ

れる乳酸脱水素酵素を定量することにより

解析した。さらに、Ebag9KO ならびにコント

ロールマウスにおいて形成されたマウス膀

胱がん細胞の腫瘍より分離した CD8 陽性細

胞を野生型の別個体マウスに移植した後、

BM-49 細胞の皮下移植を行い、腫瘍形成能を

比較した。 

 

(5) 前立腺がん細胞株における EBAG9 の機

能解析 

前立腺がん細胞株に EBAG9 に対する siRNA

を導入し、EBAG9 の発現抑制系を構築した。

また、EBAG9 を過剰発現する前立腺がん細

胞を構築した。これらの培養細胞を用いて、

細胞増殖と移動能に対する影響を解析した。 

 

 

４．研究成果 

(1) Ebag9KO マウスの作製 

Ebag9flox/floxマウスに Cre 組換え酵素を全身で

発現する Ayu1-Cre マウスを交配することに

より、Ebag9KO マウスを作製した。Ebag9KO

マウス由来の胎児線維芽細胞や脳、肝臓、脾

臓、骨髄、胸腺などの組織において、EBAG9

の発現が消失していることが確かめられた。

Ebag9KO マウスは外形的な表現型は認めら

れず、妊孕性も有していた。 

 

(2) Ebag9KO マウスを宿主とすると腫瘍増殖

と肺転移が抑制された 

Ebag9KO マウスに同系統由来マウス膀胱が

ん細胞を皮下移植し、腫瘍増殖、転移への影

響を解析した。その結果、コントロールマウ

スに比べて Ebag9KO マウスの皮下腫瘍の増

殖が抑制されることが明らかになった。また、

各臓器における腫瘍の転移を解析したとこ

ろ、コントロールマウスに比べて Ebag9KO

マウスにおいて肺への転移の減少が観察さ

れた。これらの結果より、宿主側の EBAG9

欠損によりがん細胞周辺の微小環境変化が

起きていることが示唆された。 

 

(3) Ebag9KO マウスにおいて形成された腫瘍

における T 細胞の浸潤増加 

Ebag9KO マウスに形成させた腫瘍内におい

てT細胞の浸潤が増えているかを検証するた

め、CD3、CD4 ならびに CD8 に対する特異抗

体による免疫組織化学を行ったところ、

Ebag9KO マウスの皮下に形成された腫瘍に

おいて、これらの免疫染色性が増大しており、

T 細胞の浸潤が亢進していることが明らかに

なった。特に、CD8 陽性の細胞傷害性 T 細胞

に着目してさらに解析を行った。 



 
(4) Ebag9KO マウス由来の細胞傷害性T 細胞

における遺伝子発現変化と脱顆粒反応、細胞

傷害活性の亢進 

活性化した細胞傷害性T細胞は細胞傷害因子

のグランザイムなどの分泌顆粒によりがん

細胞などを破壊することが知られている。そ

こで、腫瘍内に浸潤している CD8 陽性 T 細

胞を分離し、グランザイムをはじめとする免

疫関連遺伝子の発現量を定量的 PCR により

解析したところ、Ebag9KO マウス由来の CD8

陽性 T 細胞において発現上昇が認められた。

また、細胞内分泌顆粒の急速な放出に関与す

る脱顆粒反応について、CD107a 抗体を用い

て評価したところ、Ebag9KO マウス由来の

CD8陽性T細胞において亢進していることが

明らかになった。さらに、Ebag9KO マウス由

来の CD8 陽性 T 細胞は細胞傷害活性が上昇

していることが認められた。興味深いことに、

Ebag9KO マウス由来の CD8 陽性 T 細胞は、

別個体に移植しても腫瘍形成を抑制するこ

とが可能であることを明らかにした。これら

の結果より、EBAG9 は宿主側の免疫系を負

に制御し、腫瘍免疫に関与していることが示

唆された。 

 

(5) 前立腺がん細胞における EBAG9 の機能 

前立腺がん細胞株を用いて、EBAG9 の発現

抑制系と過剰発現系を構築し、in vitro の細胞

培養系における細胞増殖と移動能に対する

影響を解析した。その結果、EBAG9 発現量

は細胞移動能と関連することが明らかにな

った。 

 

以上のことより、EBAG9 は宿主側の免疫系

細胞ならびにがん細胞の両面においてそれ

ぞれの機能を発揮しており、腫瘍免疫におい

て重要な役割を担っていることが示唆され

た。 
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