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研究成果の概要（和文）：本研究では，3D培養大腸がん細胞株DLD-1を免疫して樹立したモノクローナル抗体
（mAb）2H7, 7D6および7E11の抗原が細胞骨格分子CK18，解糖系酵素GPIおよびアドヘレンスジャンクション構成
分子IQGAP1であると明らかにした。また，CK18は，3D培養やいくつかの抗がん剤処理による細胞死により分解が
起きると明らかにした。さらに，3D培養がん細胞におけるGPI発現量の増加と解糖系の亢進を示した。また，3D
培養がん細胞における解糖系の亢進は，低酸素環境に起因する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that the antigens of monoclonal antibodies (mAb) 
2H7, 7D6 and 7E11, which were established by immunizing 3D-cultured colon cancer cell line DLD-1, 
were the cytoskeleton molecule CK18, glycolytic enzyme GPI and adherens junction component molecule 
IQGAP1. CK18 was found to be degraded by cell death induced by 3D culture or by treatment with some 
anticancer drugs. Furthermore, we showed that GPI expression was increased and the glycolytic system
 was upregulated in 3D-cultured cancer cells. The enhancement of the glycolytic system in 
3D-cultured cancer cells may be caused by hypoxia.

研究分野：細胞生物学

キーワード： がん　モノクローナル抗体　三次元細胞培養　サイトケラチン　解糖系酵素　細胞接着因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究における3D培養がん細胞の細胞死の誘導および解糖系の亢進は，研究代表者が用いた3D培養大腸がん細胞
が生体内の腫瘍のがん細胞の特性を再現し，腫瘍形成メカニズム解明のためのモデルとなると示した。また，抗
がん剤誘導した大腸がん細胞におけるCK18の分解が抗がん剤の種類により異なった点について，それぞれの抗が
ん剤が誘導する細胞死誘導メカニズムに違いがあると示唆され，今後の詳細なメカニズムの解明は抗がん剤の副
作用軽減につながると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
固形がんにおいては，がん細胞が増殖する過程で周囲の細胞や細胞外マトリックスと相互作
用し，立体構造を持つ腫瘍を形成する。また，がん細胞はこの腫瘍形成過程において，低酸素・
低栄養環境に適応し，薬剤耐性能や転移能を獲得する。現在，生体内の腫瘍を模した三次元（3D）
細胞培養法が注目されている。3D 培養は，低酸素・低栄養の内部微小環境を有し，腫瘍モデル
としての実験が可能である。3D培養がん細胞における 3D 構造形成は，がん細胞同士の細胞接着
であり，同種細胞間の接着に関わるカドヘリンスーパーファミリーが重要であると知られてい
る。しかし，その他の 3D 構造形成に関わる因子はほとんど明らかにされていない。研究代表者
は，3D培養がん細胞を腫瘍モデルとし，3D 構造形成に重要な因子の同定やその機能解析により，
腫瘍形成メカニズムの解明，さらには腫瘍内のがん細胞の薬剤耐性能や転移能獲得のメカニズ
ム解明に挑んでいる。本研究の研究成果は，新たながん治療法の開発に繋がると期待される。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は先行研究として，3D 培養がん細胞を抗原としたモノクローナル抗体ショットガ
ンアプローチ法により，3D培養がん細胞に高発現する因子の網羅的解析を実施した。この結果，
3D 培養がん細胞において発現量が増加する因子として，細胞骨格分子，代謝関連分子およびア
ドヘレンスジャンクション構成分子を見出した。本研究では，これらの 3D 培養がん細胞に高発
現する因子が腫瘍の特性や腫瘍形成に関わるメカニズムの解明を目的とした。また，これらの因
子の解析により，代謝関連分子の解析では低酸素状態におけるワールブルク効果や薬剤耐性メ
カニズムの解明，細胞骨格分子やアドヘレンスジャンクション構成分子の解析ではがんの転移
メカニズムの解明に繋がると考えられる。 
 
３．研究の方法 
研究代表者は本研究の先行研究において，3D 培養大腸がん細胞株 DLD-1 を抗原としたモノク
ローナル抗体ショットガンアプローチ法を実施し，モノクローナル抗体を複数樹立した。これら
のモノクローナル抗体を用いて，3D 培養がん細胞において抗原の発現量が増加する 3 つの因子
を選出した。これら 3つのモノクローナル抗体（mAb）2H7, 7D6 および 7E11 が認識する抗原分
子は，それぞれ約 45 kDa，約 60 kDa および約 180 kDa の分子量であった。これらの抗原を免疫
沈降したサンプルの LC-MS/MS の結果により，それぞれ細胞骨格分子であるサイトケラチン（CK）
18，解糖系酵素であるグルコース-6-リン酸イソメラーゼ（GPI）およびアドヘレンスジャンクシ
ョン構成分子である IQ モチーフ GTP アーゼ活性化タンパク質 1（IQGAP1）を抗原分子候補とし
て同定した。 
本研究では，(1)これらの抗原分子候補について発現ベクターや市販抗体を用い，抗原同定を
確認した。次に，(2)抗原分子の細胞内局在や共役因子を解析した。最後に，(3)CK18 および GPI
について 3D 培養がん細胞における役割を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 発現ベクターおよび市販抗体を用いた抗原同定の確認 
本実験では，3D 培養 DLD-1 細胞を免疫して樹立したモノクローナル抗体 mAb 2H7, 7D6 および
7E11 の抗原が細胞骨格分子 CK18，解糖系酵素 GPI およびアドヘレンスジャンクション構成分子
IQGAP1 であると確認した。 
mAb 2H7 について，DLD-1 細胞抽出液を用いた抗原の免疫沈降をおこない，mAb 2H7 および市
販の CK18 抗体でブロットした結果，mAb 2H7 の抗原は CK18 であると確かめた。 
次に，mAb 7D6 について，3D 培養した DLD-1 細胞抽出液を用いた抗原を mAb 7D6 により免疫
沈降をおこない，市販の GPI 抗体でブロットした結果，mAb 7D6 の抗原は GPI であると確かめ
た。 
最後に，mAb 7E11について，大腸がん細胞株LoVo抽出液を用いた抗原の免疫沈降をおこない，
mAb 7E11 および市販の IQGAP1 抗体でブロットした結果，mAb 7E11 の抗原は IQGAP1 であると確
かめた。また，mAb 7E11 については，C末端側を欠失した IQGAP1（1-940 a.a.）発現ベクター
を 293T 細胞に導入した細胞を用いた免疫沈降を実施し，mAb 7E11 が IQGAP1 の N 末側を認識す
ると確認した。 
 
(2) 抗原分子の細胞内局在および共役因子の解析 
樹立したモノクローナル抗体を用いた免疫細胞染色により，抗原の細胞内局在を解析した。 
mAb 2H7 および CK18 市販抗体は DLD-1 細胞を網目状に染色し，典型的な細胞骨格の染色パタ
ーンを示した。 
mAb 7D6 は解糖系酵素であるため細胞質を全体的に染色した。 
最後に，mAb 7E11 は DLD-1 および LoVo 細胞の細胞接着部位を特異的に認識すると明らかにし
た。また，IQGAP1 は足場タンパク質であり，E-カドヘリンなど多くの共役因子との相互作用が



報告されているため，共免疫沈降により 3D 培養がん細胞特異的な共役因子の同定を試みた。し
かし，mAb 7E11 の共免疫沈降物から E-カドヘリンを検出できず，mAb 7E11 による共免疫沈降が
可能ではなかった。この理由として，mAb 7E11 のエピトープにより，フリーの IQGAP1 のみが沈
降されている可能性が考えられた。今後は異なるエピトープのモノクローナル抗体を作製する
などし，3D培養がん細胞特異的な共役因子の解析を進める必要がある。 
 
(3) 3D 培養がん細胞における CK18 および GPI の役割の解析 
① 細胞死誘導における CK18 の分解 
3D 培養がん細胞について，CK18 を用いたウェスタンブロットをおこなうと，全長の 45 kDa の
バンドの他に 43 kDa のバンドが確認された（図 1）。CK18 は，アポトーシスの誘導により，カス
パーゼに分解されると知られている[1]。この結果より，3D 培養がん細胞塊内部の低酸素もしく
は低栄養環境から 3D 培養がん細胞にアポトーシスが誘導されると推測した。したがって，細胞
死誘導による CK18 の分解を調査した。数種類の抗がん剤で細胞死を誘導した DLD-1 細胞におい
て， CK18 の分解が確認された（図 2）。その中でも，ビノレルビンおよびエトポシドで処理した
細胞では CK18 の分解が顕著に確認され，24 kDa の分解産物も確認された。これがカスパーゼに
よる分解と確認するため，カスパーゼ 3 で処理した DLD-1 細胞を用いた mAb 2H7 のウェスタン
ブロットをおこなった結果，同様の分子量の分解産物が確認されたため，3D 培養がん細胞およ
び抗がん剤処理細胞における CK18 の分解もアポトーシスによるものと結論付けた。また，抗が
ん剤エトポシドを処理した HeLa 細胞について mAb 2H7 を用いた免疫染色をおこなったところ，
CK18 のシグナルが消失した。これらの結果は抗がん剤が誘導する細胞死のメカニズムに違いが
あると示唆され，詳細な細胞死誘導のメカニズムの解明は抗がん剤の副作用軽減に繋がると考
えられる。さらに，3D 培養がん細胞における細胞死の誘導から，本研究で用いた 3D 培養がん細
胞が生体内の腫瘍の特性を示したと考えられ，腫瘍モデルとして適切であると考えられた。今後
は，3D 培養がん細胞塊の細胞死を誘導する環境条件について詳細な解析が必要であり，これら
の研究の成果が腫瘍形成過程における細胞死誘導のメカニズム解明に繋がると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 3D 培養大腸がん細胞における解糖系の亢進 
がん細胞のエネルギー獲得が解糖系に依存する現象をワールブルク効果と呼び，古くから知
られている。本研究において，3D 培養 DLD-1 および LoVo 細胞において GPI が増加する傾向を明
らかにした（図 3）。また，GPI は細胞株によって発現に差があると確認した。3D 培養がん細胞
における解糖系酵素 GPI 発現量の増加は，研究代表者が用いた 3D 培養大腸がん細胞が生体内の

図 1 2D および 3D 培養 DLD-1 細胞を

用いた mAb 2H7 のウェスタンブロット 

図 2 抗がん剤処理 DLD-1 細胞を用い

た mAb 2H7 のウェスタンブロット 



腫瘍のがん細胞の特性を再現し，ワールブルク効果の解明のためのモデルとなると考えられた。
さらに，3D 培養がん細胞における GPI の増加は 3D培養がん細胞塊のどのような環境が反映され
たものかを明らかにするため，二次元（2D）培養した DLD-1 および LoVo 細胞を低酸素もしくは
低栄養培養し，mAb 7D6 を用いたウェスタンブロットを実施した（図 4）。その結果，低酸素培養
では GPI 発現量が増加し，低栄養培養では発現量は変化しなかった。したがって，3D 培養にお
ける GPI 発現量の増加は低酸素条件が関与していると考えられた。GPI は低酸素誘導因子 HIF-
1により転写制御されている。今後は，HIF-1を中心とした発現解析メカニズム解明に挑む。
最後に，3D 培養 DLD-1 細胞のマイクロアレイおよびリアルタイム PCR による定量解析の結果か
ら，3D 培養大腸がん細胞において，多くの解糖系酵素の mRNA が増加し，その中でもアイソザイ
ムであるアルドラーゼ Cおよびエノラーゼ 2の増加が確認された。現在，これらのモノクローナ
ル抗体を作製し，タンパク質の発現解析を実施している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 参考文献 
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図 3 2D および 3D 培養 DLD-1 細胞を

用いた mAb 7D6 のウェスタンブロット 図 4 2D，3D および低酸素培養 DLD-1 細胞

を用いた mAb 7D6 のウェスタンブロット 
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