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研究成果の概要（和文）：リンパ管内皮増殖因子 VEGF-C の発現が強く転移性の高い移植乳癌

では接着因子 CEACAM-1 が血管新生とリンパ管新生を促進する。また、血管に発現した

CEACAM-1は血管をリンパ管へとリモデリングすることが示唆された。さらには CEACAM-1

はマウス乳癌細胞から microvesicles (shedding vesicles) に包まれて放出され、血管内皮細胞

に取り込まれることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：In a highly metastatic mouse mammary carcinoma model which 

express VEGF-C strongly, CEACAM-1 promots angiogenesis and lymphangiogenesis. I t 

was suggested that the blood capillaries which expressed CEACAM-1 on the endothelium 

were remodeled into lymphatic capillaries. Moreover, shedding vesicles containing 

CEACAM-1 were released from mouse mammary carcinoma cells and may be engulfed by 

endothelial cells of blood capillaries. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）腫瘍細胞の遠隔転移には、腫瘍に血管

およびリンパ管が形成されることが必須で

ある。血管新生は内皮細胞増殖因子(VEGFs)

の関与のもと、既存の血管より形成されるの

みならず全身循環する血管内皮前駆細胞に

より再生されることが明らかとなっている

(Asahara, T et al., Science, 1997, 275:964)。

一方、リンパ管新生のメカニズムとして、既

存のリンパ管からの内皮細胞の萌出により

形成されるという報告(He Y et al., Cancer 

Res., 2004, 64:3737)と、胎生期のようにリン
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パ 管 内 皮 前 駆 細 胞 (CD133 ＋ /CD34 ＋

/VEGFR-3 ＋ ) から発生するという報告

（Salven P et al.,Blood,2003:101, 伊藤裕子

他,リンパ学,2006, 2:65、平成１９～２０年度

科学研究費補助金基盤 C）がある。2008年、

Kilic 等は、正常組織のリンパ管では発現し

ていないが、精上皮腫、膀胱癌でリンパ管新

生 因 子 と し て Carcinoembryonic 

antigen-related cell adhesion molecule-1 

(CEACAM-1)を報告した (Killic N et. al., 

Blood., 2007,110:4223)。CEACAM-1はラッ

ト肝臓の毛細胆管形成に関わる接着因子と

して発見された BGP, CD66aと同一で、正常

上皮、創傷部の毛細血管、胎盤などの母体組

織、ある種の白血球に発現している。Killic N 

et. al. は 腫 瘍 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る

VEGF-C,-D が血管内皮に CEACAM-1 の発

現を亢進すると、血管内皮にリンパ管内皮転

写因子である prox-1とVEGF-Cのレセプタ

ーVEGFR-3 の発現を誘導し、腫瘍血管から

リンパ管へのリプログラミングが起こるこ

とを示唆している。しかしながら、リンパ管

内皮のリプログラミングの誘導についての

詳細はわかっていない。 

（２）腫瘍細胞が発現する CEACAM-1は精

上皮腫、膀胱癌、前立腺癌で増殖および腫瘍

形 成 を 抑 制 し 、 腫 瘍 細 胞 に お け る

VEGF-C,-D の発現をも抑制すると報告され

(Kunath T et al., Oncogene, 1995 11:2375, 

Hsieh JT et al., Cancer Res, 2995, 55:190)、

ヒ ト 乳 癌 で は 悪 性 度 が 増 す に 従 い

CEACAM-1 の発現が低下すると報告されて

き た (Riethdorf L et al., J Histochem 

Cytochem, 1997, 45:957, Huabg J et al., 

Anticancer Res, 1998, 18:3203)。しかし、こ

れに反する報告 (Dango S et al., Lung 

Cancer, 2008, 60:426, )が相次ぎ結論に至っ

ていない。われわれは CEACAM-1を高発現

している乳癌細胞株と発現が見られない乳

癌細胞株を有しており、CEACAM-1 を高発

現しているのは高率でリンパ節・肺に転移す

る。また、CEACAM-1-s についての研究は

少なく、乳汁中の lipid vesicles・alveolar cell

の lipid drop 膜に発現が認められているが

（Kirshner J et al., 2004, J Mol Histol, 

35:287）、働きについては不明である。 

２．研究の目的 

われわれは乳癌細胞が乳汁とともに分泌

する Carcinoembyonic antigen-related cell 

adhesion molecule-1 (CEACAM-1-s)は腫瘍

細胞の生存・増殖、血管新生だけでなく、リ

ンパ管新生にも関与していると考え、包括的

な抗癌剤療法への応用を目的とした。 

１）移植腫瘍で血管内皮からリンパ管内皮へ

のリプログラミングが起こっているかを明

らかにする 

２）リプログラミングが VEGF-Cとそのレセ

プターVEGFR-3, リンパ管内皮転写因子

prox-1 を介して起こっているかを明らかに

する 

３ ） 両 腫 瘍 細 胞 に お け る 分 泌 型 の

CEACAM-1-sの合成能を明らかにする。 

４）分泌型の CEACAM-1-s が血管新生を亢

進するかを明らかにする 

５）分泌型の CEACAM-1-s が血管内皮から

リンパ管内皮へのリプログラミングを誘導

することを明らかにする 

６）高転移性の乳癌細胞の CEACAM-1 を

siRNA によりノックダウンした細胞を移植

して、増殖、血管新生、リンパ管新生が減少

することを明らかにする 

 

３．研究の方法 

１）移植マウス乳癌の作製：低転移性の

BJMC338と高転移性の BJMC3879を各々、

BALB/cマウスの鼠径部皮下に移植し、2週間

ごとに腫瘍を採取試料とする。 

２）腫瘍リンパ管・血管の組織細胞化学的検

索、超微形態学的検討：移植腫瘍径が 0.2 cm

になった時点から２、４、６、８週後にマウ

スを屠殺し腫瘍、肺、腋窩リンパ節を摘出す

る。DNA合成の解析のために、屠殺１時間前

に 100mg/Kgの容量で BrdUを腹腔内に投与す

る。光顕用には 25mMCaCl2添加

4%paraformaldehydeで固定し、パラフィンに

包埋、4〜5mの切片を作製、H.E.染色で腫瘍

型、転移の有無について組織学的な検討を行

う。電顕用には 2%paraformaldehyde・

2.5%glutaraldehydeの混合液で固定し、エポ

キシ樹脂に包埋、60〜70mの超薄切片を作製

(Ultramicrotome MT-600、現有装置)、電子

染色の後、電顕観察する(Hitachi-7650、現

有装置)。パラフィン切片で①BrdUの取り込

みによる DNA合成の解析、②リンパ管内皮特

異的マーカー： LYVE-1 ③血管内皮特異的マ

ーカー：CD31について免疫染色を行う。④

LYVE-1/CEACAM-1, CD31/ CEACAM-1について

二重免疫染色を行う。⑤リプログラミングが



 

 

実行されているかは, VEGFR-3, prox-1、

phospho-VEGFR-3と CEACAM-1について二重免

疫染色を行う。CEACAM-1については免疫電顕

法を施行し、微細構造とあわせて検討する。 

３）発現因子の定量的・定性的解析：腫瘍細

胞・移植腫瘍をホモジナイザーで破砕し蛋白

を抽出、CEACAM-1の発現の両腫瘍での差につ

いて、Western blot法で検討する。また、パ

ラフィン切片にて in situ hybridationを施

行する。 

４）CEACAM-1が in vitroで血管内皮からリ

ンパ管内皮へのリプログラミングを誘導す

るかを明らかにする：株化されたマウス血管

内皮細胞に CEACAM-1を遺伝子導入し、リン

パ管内皮マーカーの発現を検討した。理研セ

ルバンクより供与されたマウス血管内皮腫

様細胞株、UV2細胞（BALB/c X C57BL/6のマ

ウス血管腫から樹立されており、われわれが

用いているマウス乳癌細胞と同系）に GFP- 

CEACAM-1を cDNAとして 4μgを liposome法

で遺伝子導入した。導入２４時間後に、蛍光

免疫染色を行った。 

５）乳癌細胞が CEACAM-1を分泌している

か検討する。 

①透過型電顕で培養および移植乳癌細胞が

microvesicles(MVs)を放出するか観察する。 

②CEACAM-1の免疫電顕を行う。 

③MVsを細胞培養液から filterにて分離・精

製して走査電顕観察する。 

④細胞培養液から filterにて分離・精製し

た MVsについて CEACAM-1の western blotを

行う。 

６）microvesiclesに含まれた CEACAM-1がリ

ンパ管、血管内皮に作用するか検討する。 

①細胞培養液から遠沈法で分離した MVsが血

管及びリンパ管内皮に伝播するか検討。 

②MVsが伝播した後の内皮細胞の変化につい

て検討。スクラッチアッセイにて内皮細胞の

活性化を評価する。 

 

４．研究成果 

１）VEGF-Cを高発現している腫瘍内において

血管内皮マーカーCD31 とリンパ管内皮マー

カーpodoplanin を部分的に両発現している

脈管が観察され、リモデリングが起こってい

ることが示唆された。CEACAM-1は血管および

リンパ管に発現していた。CEACAM-1はリンパ

管内皮細胞転写因子 Prox-1 とも共局在して

おり、Prox-1とリンパ管内皮増殖因子のレセ

プターVEGFR-3 が共局在していた。また、

VEGFR-3 はリン酸化しており、リンパ管新生

が実行されていると示唆された。すなわち、

CEACAM-1 を発現した毛細血管において

Prox-1が発現、ついで VEGFR-3が発現しリン

パ管内皮増殖因子 VEGF-C により毛細血管か

らリンパ管へのリモデリングが亢進したと

考えられた。 

２）遺伝子導入していない UV2 細胞は CD31

（血管内皮マーカー）を発現するのみであっ

た。遺伝子導入すると、UV2細胞は Prox-1（リ

ンパ管内皮転写因子）, VEGFR-3（リンパ管

内皮増殖因子 VEGF-C レセプター）を強く発

現した。LYVE-1（リンパ管内皮マーカー）の

発現が弱いため、リコンビナントの VEGF-C

を添加すると発現が増強した。以上から、

CEACAM-1がリンパ管内皮転写因子を誘導、リ

ンパ管内皮増殖因子 VEGF-C レセプターも誘

導されることからリンパ管へとリモデリン

グされることが明らかとなった。 

３）培養および移植乳癌細胞は径 50－100nm

の exosomes、径の大きい shedding bodyを放

出している。shedding bodyに CEACAM-1が含

まれている。MVs は血管およびリンパ管内皮

に伝播することがわかった。 
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