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研究成果の概要（和文）：3Dゲル内培養における浸潤癌細胞におけるCD44切断を検出する方法

を開発し、ヒアルロン酸合成に伴うCD44切断を抑制する薬剤を見出だすことに成功した。また

マウスモデルを用いてCD44が胃癌進展に及ぼす影響を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed the method for the evaluation of CD44 cleavage of 
matrix-invading cancer cells. By using this method, we screened chemical compounds and 
found several inhibitors for CD44 cleavage and matrix invasion. Furthermore, we 
established the functional role of CD44 in gastric tumorigenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 高浸潤性の癌細胞では細胞自身の運動能
の上昇とともに癌細胞周囲を取り巻く細胞
外マトリクスの代謝機構が亢進していると
考えられている。私達はこれまでに細胞周囲
マトリクスの形成に関わる接着分子である
CD44 が、タンパク切断によって制御されて
おり、なかでも ADAM ファミリーメタロプ
ロテアーゼである ADAM10 や ADAM17 に
よってそれぞれ異なる経路で行われている
ことを見出している。 
しかしながら、浸潤性癌細胞において、CD44
の切断を活性化に関わると考えられている

癌細胞自身のヒアルロン酸の産生や癌細胞
によって形成される細胞外マトリクスが腫
瘍進展にどのような影響を与えるかという
ことは分かっていない。そこでこのメカニズ
ムを明らかにすると共に阻害剤を見つける
ことは浸潤・転移性癌の治療として期待でき
ると考えられる。 
 
(2) 胃癌の進行において CD44 の発現上昇が
悪性度と相関することが示されているもの
の、実験的に CD44や腫瘍間質のヒアルロン
酸との相互作用が腫瘍の進展にどのような
役割を果たしているかをマウス個体レベル 
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で解析した報告はこれまでにない。そこでマ
ウス胃癌発生モデルの解析はCD44の機能を
解析することが出来ると共に薬剤ターゲッ
トとしての検討にも重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、癌細胞自身のヒアルロン酸産生の
なかでも特に、ADAM17を活性化し、CD44
の切断を行っている低分子量ヒアルロン酸
の産生機序を明らかにし、癌細胞自身によっ
て形成される細胞外マトリクスのリモデリ
ング機構がどのように癌細胞の運動能や浸
潤能に影響を与えるかを明らかにするとと
もに、RNAi を用いた遺伝子発現抑制による
ヒアルロン酸合成酵素や ADAM ファミリー
メタロプロテアーゼの特異的阻害が癌の浸
潤転移抑制治療と成り得るかについて検討
を行うことを目的とし、行った。 
また、ヒアルロン酸合成と癌細胞における
CD44 発現の上昇が癌進展に関わるかを明ら
かにするために胃癌マウスモデルを用いた
解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)浸潤性癌細胞株 U251MG 細胞を用いた
3D ゲル内培養法および我々が独自に開発し
たCD44細胞内ドメイン抗体を使用した 2重
蛍光免疫染色にて細胞浸潤時のCD44切断を
評価する共に細胞外ドメイン切断阻害を誘
導する薬剤スクリーニングを行った。 
 
(2) ヒアルロン酸合成酵素（HAS）RNAi 安
定発現株の樹立 
 
(3) 胃癌自然発生モデル K19-Wnt1/C2mEマウ
スを用いて腫瘍間質マトリクスの変化につ
いての検討および CD44 ノックアウト胃癌マ
ウスの作成と解析を行った。 
 
(4) 胃癌自然発生モデル K19-Wnt1/C2mEマウ
スと癌細胞の主要なヒアルロン酸レセプタ
ーである接着分子 CD44 ノックアウトマウス
を掛け合わせ CD44 ノックアウト胃癌マウス
を作成し、胃腫瘍形成に及ぼす影響について
調べた。 
 
４．研究成果 
(1)浸潤性癌細胞株 U251MG 細胞を用いて 3D
ゲル内培養によって浸潤細胞における CD44
切断を CD44 細胞外領域および我々が独自に
作成した細胞内領域に特異的な抗体を利用
した、蛍光免疫染色によって検出する方法を
開発した。その結果、浸潤性癌細胞が 3D マ
トリクス内浸潤する際においては CD44 の切
断が誘導されていることを初めて検出する
ことに成功した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図  1 3D マトリクス内浸潤癌細胞における
CD44切断の検出（上図；染色法の模式図、下図；
緑は CD44細胞外領域に対する抗体、赤は CD44
細胞内領域に対する抗体反応を示す。） 
 
 
(2)CD44切断を阻害するRNAiおよび薬剤をス

クリーニングした結果、CD44やヒアルロン酸

相互作用に関わる数種類の分子を阻害するこ

とで癌細胞浸潤を抑制できることが分かった

。 

また薬剤スクリーニングによりCD44切断機構

に対して阻害的に働く数種類の既存薬が見つ

かった。これらの薬剤はU251MG細胞の3Dゲル

内浸潤およびヒアルロン酸のリモデリングを

阻害することが分かり、癌浸潤・転移阻害薬

と成り得ると考えられた。 

 

 

 

 

 
図 2 RNAiを用いた 3Dマトリクス内癌細胞浸
潤の抑制効果（3Dゲル内における浸潤性癌細胞
U251MG細胞の形態） 
 

 
 
 
 
 
 
図 2 RNAiを用いた 3Dマトリクス内癌細胞浸
潤の抑制効果（マトリクス内における浸潤性細
胞の形態） 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 RNAiを用いた 3Dマトリクス内癌細胞浸
潤の抑制効果（マトリクス内における浸潤性細
胞の面積を定量化したもの） 
 
 (3) ヒアルロン酸合成酵素（HAS）RNAi安定
発現株の樹立を浸潤性癌細胞株 U251MG 細胞
にて行った。HASのなかでも特にCD44切断を
誘導する低分子量ヒアルロン酸産生に関わ
る酵素であるHAS3のRNAiについて行った。 
その結果、HAS3RNAiは浸潤性癌細胞の特徴で
ある細胞の伸長化を抑制するものの細胞死
は誘導しないことが分かり、HAS3をターゲッ
トとすることは癌細胞の浸潤能を特異的に
抑制する創薬のターゲットになる可能性を
示唆している。 
 

 
 
図 1 3Dマトリクス内浸潤癌細胞における HAS
の浸潤性に及ぼす影響についての検討（左は
control、右は HAS3RNAi の安定発現 U251MG
細胞） 
 

 

 (4) 胃癌自然発生モデルK19-Wnt1/C2mEマ
ウスを用いて胃癌発生過程にはヒアルロン
酸マトリクスの蓄積と接着分子 CD44 の発現
増加が伴う事を組織染色より明らかにした。 
 

 

 

 

 

 

 
図 2 胃癌形成に伴うヒアルロン酸マトリクスの
蓄積 

 

(5)胃癌マウスモデルを用いて CD44-ヒアル
ロン酸相互作用の重要性を調べるために
CD44ノックアウト胃癌マウスを作成し、腫瘍
抑制効果を確認した。 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 CD44ノックアウトによる胃癌形成の抑制 
効果 (肉眼所見) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 CD44 ノックアウトによる胃癌形成の抑制
効果 
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