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研究成果の概要（和文）：我々が独自に開発したDouble-layered collagen gel hemisphere(DL-CGH)法を用い、Necl-5
の癌間質相互作用における役割について検討を行った。DL-CGHの内層にGEPで蛍光標識したA549とWI-38を共培養したも
の、RNAi法でNecl-5を抑制したGFP-A549とWI-38を共培養したものを各々作成し、比較検討を行った。外層に浸潤するG
FP-A549を観察したところ、Necl-5の発現を抑制した群では、外層に浸潤したGFP-A549の細胞数が有意に減少しており
、浸潤能が抑制されることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study,we used a bronchioloalveolar carcinoma (BAC) cell line and fibroblas
ts to assess the expression of Necl-5 in the development of cancer&#8211;stroma communication by using an 
easy-to-prepare double-layered collagen gel hemisphere (DL-CGH) systemthat enables visualization of cellmi
gration during invasion. The expression of Necl-5 was higher in BAC cells than in fibroblasts. This tenden
cy didn't change even when the BAC cells were mixed with fibroblasts. To assess the role of Necl-5 in the 
invasive activity of the BAC cells, we knocked down its expression using RNA interference (RNAi). The inva
sion assay with DL-CGH revealed that inhibition of Necl-5 expression in the BAC cells was associated with 
suppressed invasiveness. Necl-5 expression in lung cancer cells is crucial for their invasiveness in the c
ancer&#8211;stromal interaction, suggesting that Necl-5 could be a favorable molecular target for the supp
ression of invasiveness in lung adenocarcinoma.
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１．研究開始当初の背景 
Necl protein family は細胞間接着分子で

あり、線維芽細胞や上皮細胞において
Cadherin とともに adherence junction を形
成することが知られている。この Family の
一つである Necl-5 は、細胞間接着の制御だ
けでなく、細胞運動や増殖にも機能する。最
近の知見では、Necl-5 は、細胞同士の接触に
よって down-regulation され、細胞の運動と
増殖が抑制されることが示された。一方、
Necl-5 は癌細胞で発現が増加することが知
られており、Necl-5 の機能異常が周辺の宿主
細胞との接触障害を招き、浸潤、転移の一因
となる可能性がある。我々はこれまで、肺腺
癌切除検体を用いて Necl-5 の免疫組織染色
学的な検討を行い、Necl-5 が高発現している
ものほど予後が不良であることを明らかに
した。更にその発現は、早期癌といわれてい
る adenocarcinoma in situ (AIS)部位ではな
く、癌浸潤部位(invasive component)におい
て特に亢進していた。肺腺癌においては、AIS
が間質と相互作用することによって浸潤癌
(invasive adenocarcinoma)になるというモ
デルが考えられており、Necl-5 はこの癌間質
相互作用に関わると考えられる。 
我々は、外科切除された肺腺癌 63 症例

における主病変部におけるNecl-5の発現に
ついて、パラフィンブロックを用いた免疫
組織化学染色で調べ、68％で強い発現を確
認した。そして本蛋白質の発現はリンパ節
転移の有無、病理病期、BAC 率と有意に相
関し（それぞれ p=0.0398、 p=0.0070、
p=0.0423）、また、発現例では有意に予後不
良であった）。1 期症例の検討においても同
様の結果がみられ、早期癌における術後補
助療法の候補症例の選択に有用であること
が示唆された（Nakai R et al., Cancer Science 
101:1326-30, 2010）。これらの結果から、同
蛋白質が原発性肺癌の臨床において重要な
役割を持つことが明白となり、癌治療、と
くに癌浸潤・転移コントロールにおける分
子標的になり得ることが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
一方、我々が開発した 3D in vitro モデル

は、細胞の動きをリアルタイムに観察でき、
動画として連続的に変化を捉えられる。ま
た画像処理により浸潤の定量的に評価を可

能にした。そして本法により、単独では遊
走能を持たない癌細胞が線維芽細胞周囲を
アメーバ様に盛んに運動することを見出し
た (Takata M, et al. Cell commun adhes, 
14:157-67, 2007)。 
これらの研究成果により、我々は、癌細

胞と線維芽細胞の相互作用における Necl-5
の役割に関しての着想を得た。切除検体に
よる検討においてNecl-5との相関が示され
た BAC 率は、癌細胞が宿主由来の繊維芽
細胞と混在する invasive component と肺胞
構造が保たれた non-invasive な部分との比
率 を 示 す 。 我 々 の 検 討 で は invasive 
component で Necl-5 の発現が亢進している
ことが示され、同部での癌細胞と線維芽細
胞の相互作用、特に in vitro モデルで認めた
運動作用にNecl-5が関与していることが想
起された。 
 
２．研究の目的 
癌浸潤および転移において、宿主組織由来

の微小環境の変化が重要な役割を持つと考
えられる。本研究では、このような環境下で
の原発性肺癌における癌・宿主由来細胞間相
互作用のメカニズムを細胞接着因子 Necl-5
に着目して検討する。ノックアウトマウスを
用いた癌浸潤モデルおよび三次元（3D）in 
vitro モデルを用いて、癌浸潤・転移におけ
る Necl-5 の役割を明らかにし、新たなる癌
治療の分子標的として確立することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
我々が独自に開発した Double-layered 

collagen gel hemisphere(DL-CGH)法を用い
た。本法は、コラーゲンゲルでできた内層と、
同じくコラーゲンでできた外層より成り、内
層に対象となる細胞を容れ、倒立顕微鏡で経
時的に観察することにより、内層から外層に
向かって浸潤する細胞を視覚的に評価可能
である。この内層にヒト肺腺癌細胞株である
A549 を容れ単独培養しても、外層への浸潤は
みられない。しかし、この A549 とヒト肺線
維芽細胞である WI-38 とを共培養すると、ま
ず外層に向かって WI-38 が浸潤し、単独では
浸潤できない A549 が、WI-38 に沿ってアメー
バ状に姿をかえつつ外層に侵入する様子が
観察された。この現象は癌と間質の相互作用
を見ているものと思われ、本法はこの作用を
見る上で有用であると考える。今回、DL-CGH
法を用いて Necl-5 の癌間質相互作用におけ
る役割について検討を行った。 
 
４．研究成果 
A549 単独、WI-38 単独、A549 と WI-38 を共

培養した cell line について各々 Western 
blotting 法を行い、Necl-5 の発現を調べた
ところ、A549 単独の cell line で最も Necl-5
が発現していた。A549 と WI-38 を共培養した
ものでは、Necl-5 の発現亢進は見られなかっ



た。 このことから、癌宿主相互作用に関わ
る Necl-5 は、癌細胞側でより発現が亢進し
ていると考えられた。 更に、Necl-5 の下流
の蛋白である Focal adhesion kinase（FAK）
についても Western blotting 法にて発現を
調べたところ、Necl-5 と同様の結果を得た。
次に DL-CGH 法を用いて、内層に GEP で蛍光
標識した A549 と WI-38 を共培養したもの、
RNAi 法で Necl-5 を抑制した GFP-A549 と
WI-38 を共培養したものを各々作成し、比較
検討を行った。外層に浸潤する GFP-A549 を
観察したところ、Necl-5 の発現を抑制した群
では、外層に浸潤した GFP-A549 の細胞数が
有意に減少しており、浸潤能が抑制されるこ
とが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
この Necl-5 を抑制することによって浸潤

能が低下する現象は、細胞遊走能の低下によ
るものか、増殖能の低下によるものかを明ら
かにするため、各々について更に検討を行っ
た。WI-38 に沿って外層に移動する GEP-A549
を経時的に観察し、12 時間後の移動距離につ
いて比較したところ、Necl-5 を抑制した
GFP-A549 では、抑制していない群に比べ、有
意に移動距離が減少していた。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、増殖能については、A549 の cell line

において、24 時間、48 時間、72 時間後の細
胞数をカウントすることとした。A549 の
Necl-5 を RNAi 法で抑制した群では、抑制し
ていない群に比べ、48 時間後、72 時間後の
A549 の細胞数が有意に低下しており、増殖能
が低下していることが示された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上の結果より、Necl-5 を抑制した A549

では、細胞遊走能、増殖能がともに抑制され
た結果、浸潤能が抑制されることが明らかと
なった。 
癌細胞における Necl-5 は、細胞の移動、

増殖に関わることが示唆された。更に、
DL-CGH 法において、癌細胞の Necl-5 を抑制
することで、癌の浸潤能が抑制された。癌間
質相互作用において Necl-5 は重要な役割を
担っていると考えられ、Necl-5 は肺腺癌にお
ける molecular target になり得る。 
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