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研究成果の概要（和文）：血液中エクソソームに存在するCEACAM1, CEA, CEACAM6による新規大腸癌腫瘍マーカ
ー探索のためELISAによる測定法を確立した。 サンプル濃度を5倍にし、1%BSAでの溶解により血清exosomal CEA
の測定がELISAで可能となった。凍結血清の融解温度により血清exosomal CEAの遠隔転移存在診断率が変化する
ことが判明した。血清exosomal CEACAM1とexosomal CEACAM6について検討したところ、遠隔転移を有するStage 
IVで高値となった。血清中exosomeのCEA familyは遠隔転移診断に有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for serum exosomal CEACAM1, CEA 
and CEACAM6 is not common. We established a method to measure serum exosomal CEACAM1, CEA and 
CEACAM6. In this study, we optimized a method of measuring serum exosomal molecules by ELISA and 
volume-excluding polymers for exosome isolation. The sample concentration and a solvent for ELISA 
were important to measure serum exosomal CEACAM1, CEA, and CEACAM6. The thawing temperature of 
frozen serum before extraction modulates the value of serum exosomal CEA. The samples thawed at 25℃
 exhibited a better AUC value, sensitivity, and specificity as well as more correct classification 
than serum CEA. Serum exosomal CEACAM1 and CEACAM6 are also elevated in patients with distant 
metastasis. An appropriate concentration of the exosome sample, the solvent for the exosomes, and 
the thawing temperature of frozen serum before extraction enable accurate measurement of serum 
exosomal CEA family. 

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
これまでに、われわれは大腸癌の浸潤およ
び分化誘導に関係する分子として、CEACAM1 
(carcinoembryonic antigen-related cell 
adhesion molecule 1)に着目しその浸潤転
移への関与および分化誘導能およびがん幹
細胞特性の誘導について検討してきた。
CEACAM1 は上皮細胞や血球系細胞、血管内
皮細胞に発現するＩ型膜貫通型糖蛋白であ
り Immunogloblin super family および CEA 
family に属する接着分子である。３個また
は４個の細胞外ドメインと long isoform 
(CEACAM1-L)または short isoform 
(CEACAM1-S)の細胞内ドメインを有する。浸
潤に関する報告は、悪性黒色腫では beta3 
integrin と共に浸潤を促進すること、甲状
腺癌では、細胞外基質への接着が亢進し、
浸潤能を高めることが報告されている。一
方、 CEACAM1 の腺管形成に関する報告とし
て、乳腺上皮細胞株 MCF10F の lumen 
formation に CEACAM1 が関与すること
(Huang J et al: J Cell Sci 1999)、乳癌
細胞株 MCF7 に CEACAM1-4S を遺伝子導入す
ると、lumen formation を形成し、腺管内
腔は apoptosis によって形成されること
(Kirshner J et al: PNAS 2003.)、乳癌 
(MCF7)培養細胞に CEACAM1 の強制発現させ
た乳癌細胞株 MCF7 が、humanized fat pad 
マウスモデル(in vivo)で上皮細胞の極性
を誘導し lumen formation（分化型腺管組
織）を形成する(Yokoyama S et al: Oncogene 
2007)ことを報告してきた。大腸癌において、
これまでにわれわれは、CEACAM1 が進行大
腸癌において浸潤先進部で再発現すること、
CEACAM1 の発現により浸潤・遊走能が促進
されることを明らかにした(Ieda J, 
Yokoyama S et al: Int J Cancer 2011)。
さらに、大腸癌発育先進部間質に CEACAM1
が強く染色される腺管の prototype である
中空を伴う球体（３次元培養やマウスモデ
ルで観察検討されている間葉上皮転換）を
発見し、CEACAM1 の発現は lumen formation
を誘導すること、その形成が大腸癌の転移
や予後に相関することを明らかにした
(Tamura K, Yokoyama S et al: BMJ open 
2011)。さらに、肝転移巣において CEACAM1
の発現が増加し、 CEACAM1-S の強発現によ
り CD44 の発現、ALDH 活性が増強し、幹細
胞様特性が誘導されることを確認した（投
稿中）。また、肝細胞癌では CEACAM1-L の強
発現により beta2 spectrin との
interaction により smad3 の核内移行が促
進され、浸潤が増強することを確認した。
これまで CEACAM1 が大腸癌の悪性度と相関
することを報告してきたが、CEACAM1 は培
養液中や血清中には細胞外ドメインのみが
分泌されるため、full sequence の CEACAM1
は血清中では同定できなかった。近年、血
清中の 40～ 100 nm のリン脂質二重膜を有
する膜小胞 exosome が診断のツールとして

注目されている。Exosome 内の CEACAM1 は
full sequence で存在していると推察され、
細胞との function が維持されていると考
えられる。血清中の exosomal CEACAM1 およ
び CEA family に属する CEACAM5 (CEA)、
CEACAM6 についてこれまで検討はなされて
いない。 
 
２．研究の目的 
われわれは大腸癌における CEACAM1 
(carcinoembryonic antigen-related cell 
adhesion molecule 1)の検討から大腸癌の
浸潤・転移に CEACAM1 細胞内ドメイン
isoform balance が重要であり、大腸癌の
転移、予後と相関することを明らかにした。
癌細胞が培養液や血清中に分泌するのは、
CEACAM1 の切断された細胞外ドメインであ
るため、細胞内ドメインを含む ful 
sequenceで血液中に存在するCEACAM1をと
らえることは困難であった。近年、血清中
の 40～ 100 nm のリン脂質膜を有する膜小
胞 exosome が診断の新しいツールとして注
目されている。exosome は癌細胞のリン脂
質 2重膜から構成されることから、癌細胞
が分泌する exosome に膜貫通型分子である
CEACAM1 の細胞内ドメインが含まれた形で
血中を循環していることが推測される。本
研究では、癌細胞が分泌する exosome のリ
ン脂質 2重膜上の CEACAM1 および CEA 
family (CEACAM5, CEACAM6)による新規大腸
癌腫瘍マーカーを開発することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
症例は和歌山県立医科大学第2外科にて手術
を施行した大腸癌患者を対象とした。手術中
に全血 7ml を採取し、血清分離試験管に入れ
1000g, 10 分, 4℃にて遠心し血清を分離した。 
分離した血清を 250μl づつ eppenndolf 
tube にわけ-20℃にて測定まで凍結保存した。
凍結した血清を 4℃, 25℃ または 36℃で 30
分間で融解した。Exosome の抽出は製造メー
カによる取扱説明書にそって行った。63μl 
の ExoQuickTM Exosome Precipitation 
Solution (System Bioscience, Palo Alto,CA, 
USA)を融解した 250μl の血清に添加し、室
温で 30分間インキュベートした後 1500g, 30
分, 4℃で遠心し、上清を吸引除去し exosome 
pellet を得た。exosome pellet の再溶解は
MilliQ 水または 1% bovine serum albumin 
(BSA)に溶解し、CEA (human) ELISA kit 
(abnova, Taipei city, Taiwan) 、Human 
CEACAM-1 DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, 
MN)、Human CEACAM-6 DuoSet (R&D Systems, 
Minneapolis, MN)をそれぞれの測定に使用し
た。また、exosome の定量に EXOCET Exosome 
Quantitation Kit (System Bioscience, Palo 
Alto,CA, USA)を使用した。 
濃度と溶解液による血清 exosomal CEA の測
定値変化 



手術を施行した大腸癌患者8例を対象とした。
凍結した血清は 25℃で 30分間で融解した。
63μl の ExoQuickTM Exosome Precipitation 
Solution (System Bioscience, Palo Alto,CA, 
USA)を溶解した 250μl の血清に添加し、室
温で 30 分間インキュベートした後、1500g, 
30 分, 4℃で遠心し上清を吸引除去し、
exosome pellet を得た。同一患者からの
exosome pelletの再溶解は250μl (1x) or 50
μl (5x) の MilliQ 水または 250μl (1x) or 
50μl (5x) 1%BSA に溶解し、exosomal CEA
を CEA (human) ELISA kit (abnova, Taipei 
city, Taiwan)にて測定した。 
凍結血清検体の融解温度による血清
exosomal CEA の測定値変化 
手術を施行した大腸癌患者8例を対象とした。
同一患者から採取した凍結血清を 4℃, 25℃ 
または 36℃で 30 分間で融解した。63μl の
ExoQuickTM Exosome Precipitation Solution 
(System Bioscience, Palo Alto,CA, USA)を
融解した 250μl の血清に添加し、室温で 30
分間インキュベートした後、1500g, 30 分, 
4℃で遠心し、上清を吸引除去し、exosome 
pellet を得た。exosome の定量に EXOCET 
Exosome Quantitation Kit (System 
Bioscience, Palo Alto,CA, USA)を使用した。
exosomal CEA の測定において exosome 
pellet の再溶解は 50μl の 1%BSA に溶解し、
また CEA (human) ELISA kit (abnova, Taipei 
city, Taiwan) にて exosomal CEA を測定し
た。 
凍結血清検体の融解温度による血清
exosomal CEA の遠隔転移存在診断率の変化 
手術を施行した大腸癌患者 32 例を対象とし
た。同一患者から採取した凍結血清を 4℃, 
25℃ または 36℃で 30 分間で融解した。63
μl の ExoQuickTM Exosome Precipitation 
Solution (System Bioscience, Palo Alto,CA, 
USA)を溶解した 250μl の血清に添加し、室
温で 30 分間インキュベートした後、1500g, 
30 分, 4℃で遠心し、上清を吸引除去し、
exosome pellet を得た。exosomal CEA の測
定において exosome pellet の再溶解は50μl 
の 1%BSA に溶解し、また CEA (human) ELISA 
kit (abnova, Taipei city, Taiwan) にて
exosomal CEA を測定した。 
凍結血清検体の融解温度 25℃による血清
exosomal CEA と血清 CEAの遠隔転移存在診断
率の比較―Validation study― 
手術を施行した大腸癌患者 100 例（68例を追
加）を対象とした。凍結血清を 25℃で融解し
た。63μl の ExoQuickTM Exosome 
Precipitation Solution (System Bioscience, 
Palo Alto,CA, USA)を溶解した 250μl の血
清に添加し、室温で 30 分間インキュベート
した後、1500g, 30 分, 4℃で遠心し、上清を
吸引除去し、exosome pellet を得た。
exosomal CEA の測定において exosome 
pellet の再溶解は 50μl の 1%BSA に溶解し、
また CEA (human) ELISA kit (abnova, Taipei 

city, Taiwan) にて exosomal CEAを測定し、
血清 CEA 値と比較検討した。 
exosomal CEACAMs (CEACAM1 と CEACAM6)の遠
隔転移診断の可能性 
和歌山県立医科大学第2外科にて手術を施行
した大腸癌患者 16 例を対象とした。凍結し
た血清を 25℃ で 30 分間で融解した。63μl 
の ExoQuickTM Exosome Precipitation 
Solution (System Bioscience, Palo Alto,CA, 
USA)を融解した 250μl の血清に添加し、室
温で 30 分間インキュベートした後、1500g, 
30 分, 4℃で遠心し、上清を吸引除去し、
exosome pellet を得た。exosome pellet の
再溶解は 100μl の 1% bovine serum albumin 
(BSA)に溶解し、Human CEACAM-1 DuoSet (R&D 
Systems, Minneapolis, MN)、Human CEACAM-6 
DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, MN)を
それぞれの測定に使用した。 
統計 
血清 exosomal CEA の Accuracy は area under 
the ROC curve で検討し、ROC curve から適
切な cut point を選択し Sensitivity, 
specificity および correctly classified 
を示した。統計処理には STATA software 
program ver. 13 (StataCorp, College 
Station, TX, USA)を使用した。 
 
４．研究成果 
1.濃度と溶解液による血清 exosomal CEA の
測定値変化 
exosome pelletの再溶解を250μl (1x) or 50
μl (5x) の MilliQ 水または 250μl (1x) or 
50μl (5x) 1% bovine serum albumin (BSA)
に溶解した4通りについて比較検討したとこ
ろ、250μl (1x) MilliQ 水では 8例とも
exosomal CEA は測定できなかった。濃度を 5
倍にした 50μl (5x) MilliQ 水での溶解でも
exosomal CEA は測定できなかった。250μl 
(1x) 1%BSA では 1例のみ exosomal CEA を測
定可能であった。濃度を 5倍にした 50μl 
(5x) 1%BSA での溶解で exosomal CEA は 5 例
において測定可能となった。 
2.凍結血清検体の融解温度によるexosome回
収量と血清 exosomal CEA の測定値変化 
同一患者から採取した凍結血清を 4℃, 25℃ 
または 36℃で 30分間で融解し exosome 回収
量を比較したところ、融解温度による一定の
傾向は認めなかった。exosomal CEA の融解温
度による比較において一定の傾向は認めな
かったが、融解温度によって測定値が変化す
ることが示された。 
3.凍結血清検体の融解温度による血清
exosomal CEA の遠隔転移存在診断率の変化 
同一患者から採取した凍結血清を 4℃, 25℃ 
または 36℃で 30 分間で融解した測定値を、
大腸癌患者の遠隔転移の有無を比較検討し
たところ、それぞれの area under the ROC 
curve は 4℃で 0.7276, 25℃で 0.8654 また
は 36℃で 0.8077 であった。血清 CEA 値と比
較したところ、血清 CEAの area under the ROC 



curve は 0.7692 であり、25℃による融解で得
た exosomal CEA 値は他の融解温度による
exosomal CEA 値や血清 CEA値と比べ優れてい
る可能性が示唆された。また、適切な cut 
point を選択し Sensitivity, specificity 
および correctly classified を比較したと
ころ 25℃による融解で得た exosomal CEA 値
は、cut point を 2.29 とした場合、
Sensitivity は 83.33％, specificity は
96.15％ および correctly classified は
93.75％と高い診断精度となる可能性が示唆
された。 
4.凍結血清検体の融解温度 25℃による血清
exosomal CEA と血清 CEAの遠隔転移存在診断
率の比較―Validation study― 
凍結血清を 25℃で融解し測定した exosomal 
CEA と血清 CEA 値を症例 100 例で比較検討し
たところ、exosomal CEAの area under the ROC 
curve は 0.8793 であり、cut point を 2.29
とした場合、Sensitivity は 76.92％, 
specificity は 95.40％ および correctly 
classified は 93.00％であり、血清 CEA と比
べ高い診断精度となる可能性が示唆された。 
5.exosomal CEACAMs (CEACAM1 と CEACAM6)の
遠隔転移診断の可能性 
手術を施行した大腸癌患者 16 例を対象とし
た。exosomal CEACAM1 および exosomal 
CEACAM6 は遠隔転移を有する Stage4 で高値
となった。血清中 exosome の CEA family に
よる癌診断、特に遠隔転移存在診断に有用で
ある可能性が示唆された。 
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〔その他〕 
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surgery/)にて発表論文を公表している。 
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