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研究成果の概要（和文）： 

癌の浸潤・転移に対する治療標的分子や化合物を選別するため、胚発生過程で一過性に出現す
る癌と類似した移動様式や未分化性を有する細胞集団を利用したスクリーニング法を作製した。
アフリカツメガエル神経堤細胞の集団移動を指標に、その阻害作用のある化合物の中から癌細
胞の集団移動にも抑制効果のあるものを選別した。また成体消化管粘膜の幹細胞を遺伝学的に
蛍光ラベルして、その変異をモニター可能なトランスジェニックツメガエルを作製した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to identify novel anticancer chemicals, we developed new strategies to screen 
chemicals which modifies collective invasion of cranial neural crest cells of Xenopus 
embryos. From this screening, several chemicals were selected which also affects 
collective invasion of human cancer cells in vitro. We also established transgenic 
Xenopus which are available for monitoring the adult gut epithelial stem cells by 
genetically labeling with fluorescence. 
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１．研究開始当初の背景 

これまでマウスへの異種間移植を用いて、

癌の浸潤に伴うチロシンリン酸化蛋白質の

同定などを行ってきた。その過程で培養状態

では個々の細胞移動に異常が見出せないが、

生体内では移動能が大きく変化する例があ

り、個体レベルの機能に直結したスクリーニ

ングの重要性を感じた。哺乳類は癌の生体内

イメージングが困難で、判定に長時間を要す

るという問題点を克服するため、ツメガエル

初期胚を用いた実験経験から癌と類似した

特性をもつ発生現象を積極的に応用したい

と考えた。本課題で癌と共通性の高い特性と

して注目したのは、細胞の集団移動と可塑性

である。これまで転移に対しては、癌細胞が

個別にほぐれて侵入する機構の解明に主体

が置かれていた。しかし実際には血管内でも

構造を持った集団として観察される癌も多

く、“癌はいかに集団として移動・転移する

のか”は重要である。一方、細胞集団移動は

胚発生においてよく観察されている。例えば

ツメガエル頭部神経堤細胞は、ある発生段階

を機に間質内を目的地まで集団移動する。 

メラノーマなどは、ニワトリ胚の神経堤に移
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植すると神経堤細胞と同様の移動様式を示

し、ある種の腫瘍と神経堤細胞は移動機序に

共通性がある。これらは発生過程で一過性に

出現する細胞であり、その特異的な阻害剤は

成体正常組織への副作用が少ない事も期待

される。 

 

また、癌幹細胞研究は最近のトピックスであ

るが、固形癌に関して正常組織からいかに癌

幹細胞が出現するのかは、情報が少ない。癌

幹細胞の出現に関る因子を個体レベルで解

析する方法として、ツメガエルの変態に伴い

幼生組織から脱分化により出現する成体組

織幹細胞に注目した。 

癌の特性に関わる分子を個体レベルで探

索するため、細胞の集団移動や可塑性に焦点

を絞り、癌との共通性の高い発生の手法・材

料を応用する事を考えた。発生系によるスク

リーニングの利便性を利用し、続けて癌細胞

を用いた検証を行う。異分野の材料・アッセ

イ系を用いることで、最初から癌細胞だけで

選別した時には得られない治療標的分子や、

新規の分子メカニズムが発見される可能性

がある。 

２．研究の目的 

本申請は、癌の浸潤・転移に対する治療標

的分子や化合物を選別するため、胚発生過程

で一過性に出現する癌と類似した移動様式

や未分化性を有する細胞集団をアッセイ法

に用いるものである。モニターが容易で多検

体のスクリーニングに適した、ツメガエル胚

による生物アッセイ法を１次スクリーニン

グとして、癌の集団移動や可塑性を制御する

化合物・分子の選別を行う。また、そのため

のツールとして、変態期消化管に出現する幹

細胞を可視化した胚を作製する。癌は個体レ

ベルでは詳細なイメージングが困難で、転移

の効果判定などにも時間を要するという問

題点を克服し、また化合物の作用機序も分析

しやすい利点がある。 
３．研究の方法 

(1)癌細胞の集団移動を制御する化合物の同

定を目標に、アフリカツメガエル初期胚をツ

ールに用いたスクリーニングを行う。頭部神

経堤細胞(CNC)の移動への影響： CNC の形成

された神経胚後期(stage 17)に vitelline 

envelope を除去した正常胚の飼育水中に合

成化合物を添加する。神経堤細胞の移動が完

了する尾芽胚期で固定、保存する。CNC のマ

ーカーであるFoxD3, Dlx2などで全胚in situ

ハイブリダイゼ－ションを行い、CNC 移動パ

ターンの異常（促進、阻害、変形）を判定す

る。神経堤細胞自体の形成が障害されていた

胚は容易に区別でき、分化と移動に対する作

用を鑑別できる。胚の化合物処理と観察は 48

穴プレート内で行う。 

(II) 変態期消化管の幹細胞の可視化 

アフリカツメガエル胚は自然変態以前でも、

T3(甲状腺ホルモン)、インスリン、コルチゾ

ールを飼育水に添加することで人工的に変

態が誘導できる。最初に、ツメガエル消化管

の変態に際して、幼生上皮の脱分化により出

現する成体上皮の幹細胞を、蛍光で可視化可

能なトランスジェニック個体を作製する。 

＊化合物ライブラリーは、東北大学大学院薬

学研究科との共同研究で供与されたものを

使用した。 

４．研究成果 

(I) 集団移動を制御する化合物の同定を目標

に、アフリカツメガエル初期胚をツールに用

いたスクリーニングを行った。所属機関の臨

床腫瘍学講座との共同研究の基に供与された

低分子化合物ライブラリーを用い、胚の飼育

水中に添加した。細胞集団移動の指標として

神経堤細胞(CNC)の移動パターンに影響する

ものを、CNCのマーカーであるFoxD3を用いて

効率化した全胚in situハイブリダイゼーシ

ョン法を行うことにより選別した。その結果、

他の器官の発生異常を伴わずにCNCの移動を

阻害するものとして、N-(2,6-ジクロロフェニ

ル）-2-アミノフェニル酢酸 やα-アルキル



 

 

-β-メトキシシクロペンテノン など10種類

の低分子化合物が得られた。 

それらが癌細胞の集団移動にも影響するか

を胃癌細胞株のゲル内浸潤アッセイを用いて

検討したところ、癌細胞の接着性に影響を与

えずにその浸潤性を低下させた。また、クル

クミン誘導体はアフリカツメガエル初期胚形

成において背側大動脈や体節間の血管新生も

阻害する効果が確認された。 

(II) 癌の可塑性を制御する化合物・分子を選

別するツールとして、ツメガエル消化管の変

態に際して幼生上皮の脱分化により出現する

成体上皮の幹細胞を蛍光で可視化可能なトラ

ンスジェニック個体の作製を試みた。 

同幹細胞のマーカー遺伝子として知られて

いるShh(Sonic hedgehog)のプロモーターに、

EGFP 蛍光遺伝子を融合したレポーター遺伝

子を導入したトランスジェニック個体

(Shh-EGFP Tg)を作製し、F1(第二世代)が得

られた。同トランスジェニック胚は、甲状腺

ホルモンの投与による変態の誘導に際して、

その消化管粘膜上皮に顆粒状の蛍光発光が

観察され、それらは成体上皮幹細胞に一致す

る事が確認できた。 

これらの成果により、個体全体には毒性が低

く特定の細胞の浸潤性を標的にした生体ス

クリーニングが可能であることが提示でき、

また消化管上皮幹細胞の制御により上皮の

再生や癌化に作用する化合物・分子のスクリ

ーニングを今後容易に行いうるアッセイ系

が確立できたと考える。 
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