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学位論文の内容要旨

The role ofNecl-5in the invasive activity oflung adenocarcinoma 

肺腺癌浸潤におけるNecI-5の役割について
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(指導教員:虞庭謙昌教授)

田根慎也

(背景)Nec1 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adherencejunctionを形成することが知られてい

る。このFamilyの一つである Nec1-5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、 Nec1-5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、 Nec1-5は癌細胞で発現が増加することが知られており、 Nec1-5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Nec1-5の免疫組織染色学的な

検討を行い、 Nec1-5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 adenocarcinomain situ 

(AIS)部位ではなく、癌浸潤部位unvasive∞mponent)において特に充進してい

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

Gnvasive adenocarcinoma)になるというモデルが考えられており、 Nec1-5は

この癌間質相E作用に関わると考え、今回実験的検討を行った。

(方法)我々が独自に開発したDouble-layeredcollagen gel hemisphere(DL-

CGH)法を用いた。本法は、コラーゲンゲ、ノレでできた内層と、問じくコラーゲ

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痕細胞株である A549を容れ単独培養しでも、

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、まず外層に向かつてWI-38が浸潤し、単独では浸

潤できないA549が、 WI-38に沿ってアメーパ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うこととした。

(結果)まず、 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 Westernblotting法を行い、 Necl-5の発現を調べたところ、

A549単独のcellline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の発現充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充進していると考えられ

た。 更に、 Necl-5の下流の蛋白である Focaladhesion kinase (F AK)につい

ても Westernblotting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cellline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。

(結論) 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 moleculartargetになり得る。
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Nec1 protein fj姐辺y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adherencejunctionを形成することが知られている。このFamilyの一つである

Nec1-5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、

Nec1-5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、 Nec1-5は癌細胞で発現が増加することが知られており、 Nec1-5

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。

本研究者らはこれまで、肺腺癌切除検体を用いて Nec1-5の免疫組織染色学的な検討を行

い、 Nec1-5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 adenocarcinomain situ (AIS)部位ではなく、癌浸潤部位

(invasive component)において特に充進していた。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(invasiveadenocarcinoma)になるというモデルが考えられ

ており、 Nec1-5はこの癌間質相互作用に関わると考え、今回実験的検討が行われた。

本研究者らが独自に開発したDouble-layeredcollagen gel hemisphere (DL-CGH)法を

用いた。コラーゲンゲ、ノレでできた内層と同じくコラーゲンでできた外層のうち、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。この方法により、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となった。この内層にヒト肺腺癌細胞株である

A549を容れ単独培養しでも、外層への浸潤はみられないが、 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に沿ってアメーパ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恩われ、本法はこの作用を見る上で

有用であると考えられる。今回の研究では、 DL-CGH法を用いて Nec1-5の癌間質相互作

用における役割について検討が行われた。

まず、 A549単独、 WI-38単独、 A549とWI-38を共培養した celllineについて各々
VVestern blotting法を行い、 Nec1-5の発現を検討したところ、 A549単独のcellline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、 Nec1-5の発現充進は見
られなかった。このことから、癌宿主相互作用に関わる Nec1-5は、癌細胞側でより発現が
允進していると考えられた。更に、 Nec1-5の下流の蛋白である Focaladhesion kinase 
(FAK)についても VVesternblotting法にて発現を検討したところ、 Nec1-5と同様の結果
が得られた。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Nec1-5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、 Nec1-5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 Nec1-5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celllineにおいて、 24時間、 48時間、 72時間後の細胞数をカウントし検討した。 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。

本研究により、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された。

また、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

ける Necl-5の重要性はこれまで明らかでなかったが、本研究により、 Necl・5は肺腺癒に

おける moleculartargetになり得る重要な知見を得てものとして価値ある業績と認める。

よって、本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格があると認める。




