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研究成果の概要（和文）：本研究計画では，標的組織における接着阻害をその作用機序とする新

規がん転移抑制剤の開発に有用な in vitroがん転移モデルの構築を試みた。今回作製した in vitro
がん転移モデル系を用いて CEACAM6の発現抑制した HLC-1で細胞外マトリクス collagen IV
との相互作用／接着について検討したところ，CEACAM6抑制により collagenと相互作用する
HLC-1の減少が確認でき，新規がん転移抑制剤の開発に有用なツールになることが示唆された。	 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to make a novel metastatic model in cancer for 
searching the anti-metastatic agent, that works by preventing the interaction between tumor cells and the 
target organ. The reduction of cell number interacting with collagen IV, an extracellular matrix, was 
observed in this model using HLC-1 cells with less amount of CEACAM6 on the cellular surface 
generated by shRNA, meanings that this model system might be a useful tool for searching a novel 
metastatic inhibitor.  
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：腫瘍学・臨床腫瘍学 
キーワード：抗がん物質検索・ケミカルバイオロジー，がん転移モデル 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がん治療を難しくしている原因の一つは，が
んの浸潤・転移であり，その効果的な抑制は
治療における非常に有用な手段となる。がん
の浸潤・転移の抑制を考えたとき、（1）
Epithelial Mesenchymal Transition （EMT）で
知られる原発巣での腫瘍細胞の質的変化を
抑制する方法のほか、（2）循環系に侵入した
腫瘍細胞が標的組織の微小循環系において、
接着・浸潤するのを妨げる方法が考えられる。
これまでがんの浸潤・転移の抑制では（1）
を中心に EMT のメカニズムの解明や抑制剤
の開発が精力的に行われてきたが、これまで
ほとんど報告がないものの（2）についても、
anoikis として知られる足場依存性細胞死を
考えると有効な戦略といえる。 

 
２．研究の目的 
本研究計画では、まず細胞の接着に関わる候
補遺伝子／分子の細胞間あるいは細胞−細胞
外マトリックス（ECM）の相互作用への影響
をリアルタイムで観察・解析でき、がん転移
抑制剤の開発に必要な基礎的情報が得られ
る in vitro 疑似血管モデル実験系の構築を試
みるとともに，その有用性を確認する。 
 
３．研究の方法 
（１）従来のウェルを用いたバッチ法による
抗 CEACAM 抗体の足場依存的細胞死に対す
る影響の確認：マウス抗体遺伝子を knockout
し代わりにヒト抗体遺伝子を導入して作製
した KMmouse™に，癌胎児性抗原（CEA）を
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免疫して得たヒト抗 CEA 抗体とマウス抗
CEACAM6抗体を用いて足場依存的細胞死に
おける各抗体の影響をWST-8 assayにて検討
した。 
 
（２）細胞接着因子CEACAM6の発現をRNA
干渉により抑制したヒト肺癌細胞株 HLC-1
の作製と発現解析：レンチウイルスを用いて
shRNA 発現ベクターを HLC-1 に導入，RNA
干渉にて CEACAM6の発現を抑制し，その蛋
白質発現量を特異的抗体を用いてウエスタ
ンブロットにて，また，細胞表面の発現量を
フローサイトメトリーによってそれぞれ確
認した。その一方で， CEA の発現量もフロ
ーサイトメトリーにて確認した。 
 
（３）In vitro疑似血管モデル実験系の構築：
血管を模したキャピラリー中を腫瘍細胞が
還流しコートした細胞外マトリクス等との
相互作用をリアルタイムに顕微鏡下で観察
できるがん転移モデル実験系を構築し以下
の実験に用いた。 
 
（４）新規がん転移モデルを用いた細胞外マ
トリクス collagen IV と HLC-1相互作用にお
ける CEACAM6の影響：がん転移モデルを用
いて細胞外マトリクス collagen IV と HLC-1
の相互作用を観察した。このとき，細胞接着
因子 CEACAM6 の影響を発現抑制細胞を用
いて検討した。HLC-1と collagen IVとの相互
作用は，１時間後の接着細胞数を指標として
求めた。 
	 
４．研究成果	 
（１）バッチ法において抗 CEACAM6抗体は
足場依存的細胞死を促進した：今回用いたヒ
ト肺癌細胞株 HLC-1は，その細胞表面に細胞
接着因子である CEAと CEACAM6の両方を
発現している（図１A）。一連のヒト抗 CEA
抗体は，いずれもバッチ法で HLC-1の足場依
存的細胞死に影響を与えなかったが，抗
CEACAM6 抗体と抗 CEA/CEACAM6 抗体は
いずれも足場依存的細胞死を促進した（図１
B）。この結果は，抗 CEACAM6抗体ががん転
移抑制剤として有効である可能性を示唆す
る。	 	 	 	 	 	 図１（↓）	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）細胞接着因子CEACAM6の発現をRNA
干渉により抑制したヒト肺癌細胞株 HLC-1
を作製した：細胞接着因子 CEACAM6に対し
て RNA 干渉を引き起こす配列と塩基配列が
ランダムな配列を HLC-1に導入し，一連のク
ローンにおける CEACAM6 の発現量を確認
した。内部標準として β-actinを用いたウエス
タンブロットでは蛋白質発現量の減少が認
められた（図２A）。	 	 図２（↓） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに，細胞表面上に発現し細胞接着に関与
する CEACAM6の発現量は 1/5程度まで減少
することをフローサイトメトリーにて確認
した（図３A）。このとき，発現抑制の特異性
を担保するために同じ CEACAM ファミリー
の CEA についても検討を行い，CEA の発現
に変化のないことを確認した（図３B）。 
	 	 	 	 	 	 図３（↓）	 
	 
 
 
 
 
 
 
 
（３）細胞動態と相互作用を経時的に観察で
きる in vitroがん転移モデルを構築した：本モ
デル実験系の特徴は，流れのある中での相互
作用を観察できることで，HLC-1がキャピラ
リー中を移動して行く様子を観察できる（図
４A）。流速は精密ポンプを用いることで自在
に変更できるため，より生体の微小環境に近
い条件で観察することが可能である。今回，
HLC-1を用いた実験では 0.5 dyne/cm2の流速
で観察を行ったところ，細胞の接着する様子
が観察できた（図４B）。	 	 図４（↓）	 
	 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）新規 in vitro がん転移モデルにおいて
CEACAM6の発現抑制は collagen IVとの相互
作用を減弱させた：RNA 干渉によって
CEACAM6 の発現を抑制した HLC-1 と比較
したところ，collagen IV との相互作用が in 
vitro がん転移モデルで減弱する結果が得ら
れた（図５）。	 	 図５（↓）	 
 
 
 
 
 
 
 
 
任意の５視野における細胞数を数えたとこ
ろ，いずれの視野においても CEACAM6の発
現を抑制した HLC-1 の方が接着している細
胞数が少ないと言う結果となった（図６）。 
 
 
	 	 図６（→）	 
 
 
 
 
 
 
この結果は，ウェルを用いたバッチ法で得ら
れた結果を支持するものであり，また，抗体
ではなく CEACAM6 そのものの発現を抑制
していると言う違いがあるものの，阻害／抑
制効果がバッチ法よりも大きいことから，当
初の目的通り，より生体の微小環境を反映し
たモデル実験系であることが示唆され，今後
この新規がん転移モデル実験系が転移抑制
をその作用機序とした阻害剤探索に有用な
ツールとなりうることが示唆された。 
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