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研究要旨  

本研究を通じて、我々が同定した肺がん浸潤・転移に関わる新規分子

CIM（cancer invasion and metastasis）の機能解析を進めて、微小環

境における低酸素ストレス応答に重要な HIF-1α発現を正に制御してい

ること、及び、小胞体ストレス応答シグナル伝達 （UPR, unfolded 

protein response） の制御に重要な BiP と結合し UPR シグナル伝達を

正に制御することを示してきた。本年度は、プロテオミクス解析を通じ

て同定した、CIM によるがん細胞の運動能・浸潤能の付与に関わる 2 つ

の候補 CIM 結合分子について、CIM の C 末に存在する OS-9 相同領域を介

した結合を明らかとした。また、がん転移の制御につながる新規標的分

子の探索・同定を目指した検討においては、高転移性肺がん細胞亜株

NCI-H460-LNM35 株と低転移性親株である NCI-H460-N15 株間で有意な発

現差を示す約 300 種類の蛋白を同定してきた。それらの中に、肺がんと

並ぶ難治がんであり高転移性を示す膵がん腫瘍組織においても高発現

を示す DPYSL3（dihydropyrimidinase-like 3）を見出し、さらに DPYSL3

が膵がん及び肺がん細胞の転移形成に重要な役割を担っていることを

明らかとした。 

 

 

A. 研究目的 

肺がんは我が国を含む先進諸国における

がん死亡原因の第一位を占める代表的な難

治がんであり、膵がんもまた、この２０年

間治療成績の向上が認められない、典型的

な難治がんと言える。肺がん・膵がんによ

る現病死を引き起こす病態は、がん細胞の

浸潤・転移の結果生じる多臓器不全による

ものである。この事から、浸潤と転移の分

子機構の解明とその機序に基づいた革新的

な診断・治療法の開発は、これら難治がん

克服の喫緊の課題と考えられる。これまで

我々は、先進的なプロテオミクス技術やバ

イオインフォマティクス技術を駆使し、

我々が確立した極めて高い血行性及びリン

パ行性転移を再現可能なヒト肺がん転移研



15 
 

究モデル（NCI-H460-LNM35株。以下LNM35株）

と、長年に渡って詳細な臨床情報とともに

蓄積してきた試料バンクを最大限に活用し、

浸潤と転移の分子機構の解明と、得られた

知見の臨床への応用基盤構築を目指してい

る。 

これまでの本研究を通じて、我々が単

離・同定した新規肺がん転移関連遺伝子CIM

（cancer invasion and metastasis）が、

低酸素ストレス応答並びに小胞体ストレス

応答シグナル伝達（UPR, unfolded protein 

response）を制御する事により、不良な微

小環境における遠隔転移腫瘍細胞の生存に

深く寄与する事を明らかとしてきた

（Yanagisawa K, et al. Cancer Res 2010）。

本年度の研究においては、CIMが制御する転

移成立の分子機構に関して、特に細胞運動

能・浸潤能の獲得に関わる機能に焦点を当

てて検討を行った。また、臨床試料と実験

試料を用いた横断的なプロテオミクス解析

によって新規分子標的の探索・同定を進め

て同定した、新規転移関連分子DPYSL3

（dihydropyrimidinase-like 3）について、

その機能解析をさらに進めた。 

 

 

B. 研究方法 

免疫沈降 ‐ ウェスタンブロット法による

CIM との結合の検証： 

NCI-H460-LNM35 細胞に、野生型及び、２

種類の OS-9 相同領域欠失変異体 CIM発現コ

ンストラクトをトランスフェクションし、

４８時間培養後に、NP-40 による細胞溶解液

を作成した。CIM に付加されている myc-tag

に対する抗体を添加し、更にプロテイン G-

セファロースを加えて免疫沈降を行った。

この免疫沈降産物を、CIM 結合蛋白である

CD2AP、並びに SH3KBP1 抗体（ともにシグマ

アルドリッチ社）を用いてウェスタンブロ

ットにて解析した。 
膵臓がん試料を対象とし DPYSL3 蛋白発現解

析： 

新鮮凍結膵臓がん外科摘出組織２２試料

から、薄切切片を作成して、膵臓がん細胞

の割合が７０%以上の領域から蛋白を抽出

した。対照として、他臓器がんにて手術摘

出された正常主膵管組織から抽出された蛋

白を抽出し、抗 DPYSL3 抗体（ミリポア社）

を用いてウェスタンブロット法により解析

した。 

マウスを用いた in vivo 実験的転移能解析

法による DPYSL3 の機能解析： 

DPYSL3 を発現する膵がん細胞株 CFPAC-1

と高転移性肺癌細胞株 NCI-H460-LNM35 に

コントロール siRNA (siCont) あるいは、

DPYSL3 を標的とする siRNA (siDPY #1) を

トランスフェクションする。２４時間後に

カルセイン(BD バイオサイエンス社)を用い

て１時間染色を行った後に、細胞を回収す

る。1.0 x 106 個の細胞を 0.1 ml の PBS に

溶解して、SCID マウス（６週齢、♀）の尾

静脈から注入する。２日後に安楽死を行い、

6ml の PBS を右心室に注入した後に、OCT

包埋し蛍光顕微鏡にて、肺に生着した標識

細胞を観察・計測した。  

 

 

C. 研究結果 

I. CIM 結合分子の探索とその機能解析: 

CIM 分子内には、OS-9 分子と相同性を有

するドメイン構造が N 末と C 末にそれぞれ

１箇所ずつ存在する。CIM と CD2AP 或いは

SH3KBP1 との複合体形成の制御機構に関し

て詳細に検討するために、これらの相同領



 

域の欠失変異体を作成して免疫沈降法によ

って解析を加えた。

胞運動能の付与に関わると考えられる

の候補分子と

OS-9 相同領域のうち、マンノース

受容体と高い相同性を示す

域を介して結合することが明らかとなった

（図 1）。 
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を含む)の蛋白が共通していることが明ら

かとなった。 

 

 

D. 考察及び結論 

今年度の CIM と結合分子 CD2AP 並びに

SH3KBP1 との相互作用に関する解析では、

CIM の OS-9 相同領域欠失コンストラクトに

より、それぞれの分子間相互作用ドメイン

が明確になった。この分子間結合領域には、

リソソーム加水分解酵素などと結合して、

リソソームへ輸送する機能を持つマンノー

ス6リン酸受容体相同領域が含まれている。

予備解析の結果、CIM 遺伝子の導入により、

CD2AP或いはSH3KBP1の細胞内蛋白量の増加

が認められていることから、リソソームに

おける CD2AP 或いは SH3KBP1 の分解制御機

構に、CIM が抑制的に関与することによって

細胞運動能、浸潤能の調節が行われている

可能性が示唆された。今後さらに検討を進

め、複合体機能の全容を明らかにすること

を目指したい。 

本年度の研究によって、細胞運動能制御

を担う分子との結合に関わる機能ドメイン

として、マンノース 6 リン酸受容体相同ド

メインを同定することができたので、現在

これらの分子間の結合を阻害する化合物を

探索するためのスクリーニング法の樹立を

進めつつある。マンノース６リン酸受領体

相同ドメインの結晶構造解析が最近報告さ

れているので、阻害活性を持つ化合物の in 

silico スクリーニングについても考慮した

いと考えている。 

高転移性肺癌細胞亜株NCI-H460-LNM35株

を用いたプロテオミクス解析データと、肺

がん並びに膵がん臨床検体から取得した情

報との統合的な解析により、これらの難治

がんの運動能・浸潤能獲得への DPYSL3 の関

与を明らかとした。さらに、プロテオミク

ス解析を通じて、50 種類にも及ぶ候補転移

関連分子の同定に至っており、それらには

spindle/membrane organization や protein 

/vesicle mediated transport などに関わる

分子群が含まれていた。今後さらに研究を

発展させ、DPYSL3 を分子標的とする転移抑

制法の開発の基盤を築くとともに、典型的

な難治がんである肺がん及び膵がんの転

移・浸潤の分子機構解明と得られた基盤情

報にもとづく革新的な診断・治療法の開発

を目指していきたい。 
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