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研究成果の概要（和文）：大腸癌における転移機構として、リンパ行性転移、血行性転移、腹膜転移があり、いずれに
おいても癌細胞自身の浸潤能が大きな役割を果たすことが考えられている。今回私どもはCXCR4-CXCL12シグナル伝達に
ついて検討を行ったところ、増殖能、浸潤能、管腔(脈管)形成に関与することが認められた。さらに薬剤機能として大
腸癌で用いられている5-FUが増殖能、浸潤能を抑制する1つのメカニズムとして癌細胞におけるCXCR4発現を抑制するこ
とによりCXCR4-CXCL12シグナル伝達を阻害していることが考えられた。
今回大腸癌においてCXCR4因子の新しいメカニズムが見出された。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect and mechanism of CXCR4-CXCL12 signaling pathway in colorect
al cancer cells. The CXCR4-CXCL12 system plays a role for proliferation, invasion, and tube formation of C
XCR4-expressing colorectal cancer cells. Anticancer drug: 5FU inhibited proliferation and invasion activit
y of the colorectal cancer cells through down-regulation of CXCR4 expression. The CXCR4-CXCL12 signaling i
s an important biological mediator of colorectal cancer cells, suggesting that it is an important factor f
or the function of metastatic activity.
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１． 研究開始当初の背景 
 
近年悪性腫瘍は増加傾向にあり、2 人に
1 人は罹患することが考えられている。
その中で特に 2012 年の大腸癌による死
亡者数は男性 25,259 人、女性 21,747 人
と、半世紀で約8倍の増加となっている。
治療としては手術療法、化学療法、放射
線療法など進歩しているものの、未だに
根治には至っていない。 
大腸癌での主な転移形式としては、リン
パ行性転移、血行性転移、腹膜転移があ
るが、いずれにおいても癌細胞自身の浸
潤能との関連性が高く、そのメカニズム
の解明は新規治療法から癌の撲滅へと
発展する可能性が考えられる。 
近年ケモカインならびにケモカインレ
セプターが白血球遊走因子として報告
されたが、最近では多様な生物学的活性
作用を有することも認められ、腫瘍細胞
において浸潤、転移などに関与している
ことが推測されている。 
ケモカインは内皮細胞、T 細胞、マクロ
ファージなどから産生され、免疫応答や
炎症反応などの身体の維持に重要な因
子であると考えられており、これまでに
50 種類以上が同定されている。大きく
分類するとシステイン残基とシステイ
ン残基により形成されるモチーフから 4
つの sub-family(CXC，CC，CX3C，C)
に分類され、その中で CXCL12(Stromal 
cell-derived factor-1(SDF-1)とも言われ
ている)は、G タンパク質共役受容体の
ケモカイン受容体: CXCR4(CXC motif、
染色体 2q21,352 amino acids、7 回細胞
膜貫通部分を保有する G 蛋白会合型の
レセプター)のリガンドと言われている。
またこのシグナル伝達系は細胞の発生
や白血球遊走に重要な役割を果たすこ
とが知られ、最近では悪性腫瘍の浸潤能、
転移能などの悪性度に関与することが
考えられている。Zeelenberg(1)はマウス
の結腸癌細胞株において Chemokine 
receptor：CXCR4 の作用を抑制によっ
て、肝臓・肺などの血行性転移能が減弱
することを報告し、さらに Kim(2)はヒ
ト大腸癌患者における肝転移巣につい
て CXCR4 発現を検討したところ、低発
現の症例と比較して強発現症例では有
意に予後が不良となることを報告して
いる。すなわちヒト大腸癌において
CXCR4 が転移・予後に関与する重要な
分子として考えられることから、今回大
腸癌において CXCR4 遺伝子が如何なる
メカニズムに関わっているか検討をお
こなった。 

 
２． 研究の目的 

 
ケモカインは白血球の遊走化および活

性化因子として作用するサイトカイン
として知られている。さらにサイトカイ
ンの情報を細胞内に伝達するためには
ケモカインレセプターが必要であり、こ
れまでに数十種類が見出されている。ま
た最近では細胞接着、免疫能などの多様
な生物学的活性能も有していることも
考えられており、腫瘍細胞においても重
要な作用に働くことが推測されている。
特に大腸癌においてはCXCR4-CXCL12
シグナル伝達系は転移能との関連性が
高いと考えられている。 
また悪性腫瘍における生存率に関与す
る重要な要素として抗癌剤に対する耐
性機能がある。その一つの機序として癌
細胞内における活性酸素の蓄積が何ら
かの形で抑制されることにより、癌細胞
が酸化ストレスの活性化から回避でき
るようになることも考えられているが、
その詳細は不明な点が多くある。 
今回、大腸癌における CXCR4-CXCL12
シグナル伝達系に関する作用、さらに抗
癌剤耐性機能を含めた研究は新しい転
移浸潤機構ならびに薬剤抵抗性の機序
を見出す可能性があり、その意義は大き
いと考えて検討を行なうこととした。 

 
３． 研究の方法 

 
(1) 細胞株の培養 
大 腸 癌 細 胞 株 (HCT116, LoVo) を

RPMI1640(10% fetal bovine serum)を
培養液として 37℃、5%CO2 下で培養管
理を行った。 
 
(2) CXCR4 mRNA の発現の検討 
大腸癌細胞株から total RNA を抽出、

Moloney murine leukemia virus 
reverse transcriptase を用いて cDNA
作製後、ケモカインレセプター: CXCR4
に対する specific primer を用いて
CXCR4 mRNA の発現を検討した。 
CXCR4-AX:GGAGGGGATCAGTATAT
ACA 
CXCR4-BX:GAAGATGATGGAGATGA
TGG 

PCR の設定は denaturation (94°C, 
1 min), annealing (50°C, 1.5 min), 
extension (72°C, 2 min) として 35 
サイクル施行した。PCR 産物は 1.2% 
アガロースゲルまたはアクリルアミド
ゲルに泳動した。 
 
(3) CXCR4 発現と増殖能の検討 
大腸癌細胞株(CXCR4 高発現型)に対

して Si-RNA(CXCR4)またはコントロー
ルSi-RNAをLipofectamine2000にて導
入後(CXCR4 mRNA の発現が抑制され
ていることを確認)、CXCL12(20ng/ml)  
を加えて 2 日培養し、The Cell Titer 96 



AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (Promega) を用い
て細胞増殖について検討を行った。 
 
(4)CXCR4 発現と浸潤能の検討 
前述と同様に Si-RNA(CXCR4) また

はコントロール Si-RNA を導入後、各細
胞を Biocoat Matrigel 6-well invasion 
chamber (BD Biosciences)の上部ウエ
ルに 5x104 個の各細胞と CXCL12 を加
え、36 時間 37℃、5%CO2 下で培養後、
綿棒でMatrigel上面の細胞を除去した。
次いで浸潤細胞を methanol で固定し、
Diff-Quick solution(Sysmex, Japan)に
て染色して光学顕微鏡下に浸潤細胞数
を測定した。  
浸潤能に変化が見られるか、検討をお

こなった。 
 
(5) CXCR4 発現と血管新生増殖因子: 
Vascular endothelial growth factor 
(VEGF)発現の検討 
前述と同様に Si-RNA(CXCR4) また

はコントロール Si-RNA を導入後、各細
胞にCXCL12、24時間の刺激を加える。
次いで RNA を抽出して Light cycler 
Real time PCR 法にて VEGFmRNA 発
現の検討を行った。 
 
(6) CXCR4 発現とTube formation形成
の検討(In vitro) 
前述と同様に Si-RNA(CXCR4) また

はコントロール Si-RNA を導入後、各細
胞 の 培 養 液 を Tubular Formation 
System(KURABO, Japan) のウエルに
注入して、Tube formation の形成につ
いて検討した。 
 
(7) CXCR4 mRNA の発現の検討 
大腸癌細胞株を培養後、抗癌剤: 5-FU

を 4,8,12,24,48,72 時間暴露し、上記(2)
と同様に CXCR4 mRNA の発現を検討
した。 
 
(8) 抗癌剤暴露大腸癌細胞株における
CXCL12 による増殖能の検討 
大腸癌細胞株(抗癌剤: 5-FU を含む）

を 24 時間培養後、CXCL12 加えて培養
を継続して、細胞の増殖率を MTS assay
にて検討した。 
 
(9) 抗癌剤暴露大腸癌細胞株における
CXCL12 による浸潤能の検討 
大腸癌細胞株(抗癌剤: 5-FU を含む）

を 24 時間培養後、細胞を Biocoat 
Matrigel 6-well invasion chamber の
上部ウエルに 5x104 個の各細胞と
CXCL12 を加え、36 時間 37℃、5%CO2
下で培養後、綿棒で Matrigel 上面の細
胞を除去した。次いで浸潤細胞を

methanolで固定し、Diff-Quick solution
にて染色して光学顕微鏡下に浸潤細胞
数を測定した。  
浸潤能に変化が見られるか、検討をお

こなった。 
 
４． 研究成果 

 
(1) 大 腸 癌 細 胞 株 に お け る CXCR4 
antagonist:CXCL12 刺激による増殖率の検
討 
大腸癌細胞株:LoVo(高 CXCR4 発現型)に

Si-RNA(Control)または Si-RNA(CXCR4)を
導入後、CXCL12 にて刺激を加えた場合の細
胞増殖能を検討した結果を(Fig1)に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Si-RNA(Control) 導入細胞のみの吸光度
は約 0.8 であったのに対して、CXCL12 の刺
激を加えた場合には約 1.3 と増加を認めた。
さらに Si-RNA(CXCR4)を導入された細胞に
CXCL12 の刺激を加えた場合には約 1.0 と増
加率が有意に抑制されることが認められた
(Fig2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (2) 大 腸 癌 細 胞 株 に お け る CXCR4 
antagonist:CXCL12 刺激による浸潤能の検
討 
大腸癌細胞株:LoVo(高 CXCR4 発現型)に

Si-RNA(Control) 導入した細胞のMigration 
index は約 3 であったのに対して、CXCL12
の刺激を加えた場合には約 5と増加を認めた。
さらに Si-RNA(CXCR4)を導入された細胞に
CXCL12 の刺激を加えた場合には約 3.5 と増



加率が有意に抑制されることが認められた
(Fig3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 大 腸 癌 細 胞 株 に お け る CXCR4 
antagonist:CXCL12 刺激による血管増殖新
生因子の検討 
大腸癌細胞株:LoVo(高 CXCR4 発現型)に

Si-RNA(Control)または Si-RNA(CXCR4)を
導入後、CXCL12 にて刺激を加えた場合の血
管増殖新生因子:VEGFmRNA の発現につい
て検討した。Si-RNA(Control) 導入した細胞
に CXCL12 の刺激を加えた場合の発現量を
100%とすると Si-RNA(CXCR4)導入細胞に
CXCL12 を加えた場合には 47%と有意に
VEGFmRNA の発現量が低下することが認
められた(Fig4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 大 腸 癌 細 胞 株 に お け る CXCR4 
antagonist:CXCL12 刺 激 に よ る tube 
formation の検討 
(3) で 作 製 し た 細 胞 に お け る culture 

medium を Tube formation chamber に加え
て、各々の tube formation の伸張を検討し
た(Fig5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Si-RNA(Control)を導入した細胞での tube 
formation の 伸 張 を 100% と す る と 、
Si-RNA(CXCR4)を導入した場合には 68%と
有意に tube formation の伸張が抑制される
ことが認められた(Fig6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 大腸癌細胞株における 5-FU の暴露と
CXCR4 mRNA 発現の検討 
大腸癌細胞株:HCT116(高 CXCR4 発現型)

の培養液に抗癌剤 5FU を暴露させた場合の
CXCR4 mRNA 発現を検討したところ、暴露
時間が 24 時間以上になると発現が抑制され
ることが認められた(Fig7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 5-FU の 暴 露 大腸 癌 細 胞に お ける
CXCL12 刺激と増殖能の検討 
大腸癌細胞株:HCT116 を 5-FU を暴露さ

せない状態で MTS assay による吸光度を測
定すると約 1 であったのに対して、CXCL12
の刺激を加えた場合には約 1.4 と有意に増加
を認めた。また細胞を 5-FU で暴露させた後
の吸光度は約 0.8、5FU 暴露後に CXCL12 の
刺激を加えた場合には約 0.95 となり、
CXCL12 による細胞増殖率が 5FU の暴露に
よって低下することが認められた(Fig8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(7) 5-FU の暴露大腸癌細胞における
CXCL12 刺激と浸潤能の検討 
大腸癌細胞株:HCT116 を 5-FU を暴露さ

せない状態での Migration index は約 3 であ
ったのに対して、CXCL12 の刺激を加えた場
合には約 7と増加を認めた。また細胞を5-FU
で暴露させた後の Migration index は約 2.2
であったのに対して、また 5-FU 暴露細胞に
CXCL12 の刺激を加えた場合には約 4.7 とな
り、CXCL12 による細胞浸潤能が 5FU の暴
露によって低下することが認められた(Fig9)。 
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