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研究要旨  

本研究において、肺がんの浸潤と転移に関わる新規分子として同定した

CLCP1 及び CIM を分子標的とする、革新的な分子診断・治療法の開発に資

するための基盤の構築を目指した。 

CLCP1 と、EGFR 及び MET 受容体型チロシンキナーゼ(RTK)との結合を同

定し、さらにCLCP1とRTK間のクロストークの存在を明らかとした。また、

RTK 以外の CLCP1 結合分子のプロテオミクス解析による探索を行って、

non-muscle myosin IIA 及びβ-actin を同定した。さらに、CLCP1 の発現

抑制によって、運動能・浸潤能のみならず増殖能も低下させ得ることや、

CLCP1 の極めて高い腫瘍特異性を明らかとし、武装化抗体等の開発に向け

た分子標的として最適であることを示唆する結果を得た。 

一方、CIMに関しては、HIF-1αを負に制御するOS-9に結合して抑制し、

HIF-1αを正に制御すること、及び、BiP と結合し、小胞体ストレス応答

を正に制御することを明らかとした。また、プロテオミクス解析による

CIM 結合タンパクの探索を進めて、CD2AP と SH3KBP1 の 2 つの分子を同定

し、その結合が CIM による肺がん細胞の運動能と転移能の付与に関わって

いることを示唆する結果を得た。 

また、LNM35 株のプロテオミクス解析を通じて、新規がん転移関連分子

の探索を進めた。DPYSL3（dihydropyrimidinase-like 3）を同定し、運動

能・浸潤能、及び、転移能の制御への関与を明らかとした。DPYSL3 結合

蛋白の網羅的探索において、ERM蛋白の一つのEzrinを同定するとともに、

DPYSL3 と Ezrin の結合が、c-Src による Ezrin のリン酸化を促進し、Ezrin

と adhesion complex 構成分子との会合を正に制御することを示した。 

本研究成果を基盤として、CLCP1 と CIM を分子標的とする革新的肺がん

治療法の開発へ向けた研究を、今後さらに加速するとともに、新たに見出

した DPYSL3 や他の分子標的候補についても詳細な検討を進めていきたい。 
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A. 研究目的 

我が国におけるがん死亡原因の第一位

の座を長く占める肺がんは、難治がんの代

表でもあり、革新的な治療法の開発が喫緊

の課題となっている。我々は、独自に樹立

し た 高 転 移 性 ヒ ト 肺 癌 細 胞 亜 株

NCI-H460-LNM35（以下、LNM35）株を用い

て、がんの浸潤・転移の抑制を可能とする

新たな分子標的探索を進め、これまでに肺

がんで過剰発現されている CLCP1（CUB, 

LCCL-homology, coagulation factor 

V/VIII homology domains protein）と CIM

（cancer invasion and metastasis）の二

つの転移関連分子を単離・同定してきた。

本研究においては、これらの分子を中心

に、肺がん死に至る病態の本態である浸潤

と転移の分子機構の解明を進めることに

よって、革新的なテーラーメイド分子診

断・治療法の開発の基盤となる情報を得る

ことを目指した。 

CLCP1 は、がん抑制遺伝子ファミリーに

属する SEMA4B と結合して負に制御する細

胞膜受容体蛋白であり、細胞外から細胞内

へのシグナル伝達に関与することを示唆

する知見を得ていた。そこで、CLCP1 結合

分子の網羅的探索・同定や、CLCP1 によっ

て制御される下流遺伝子群・パスウェイの

同定等を通じた機能解析を目指した。一

方、CIM は、ER に局在し ER ストレス応答

に関与することを示唆する知見を得てい

た。本研究においては、プロテオミクス解

析を応用した CIM 結合分子の網羅的探索・

同定を通じた分子機能の詳細解明を目指

した。また、さらなる分子標的の探索・同

定を、LNM35 株と臨床組織試料を活用した

横断的プロテオミクス解析によって進め

るとともに、同定した新規転移関連分子に

ついて、その分子機能の解明を目指した。 

 

B. 研究方法 

I-i) CLCP1 及びそのシグナリング分子を標

的とした検討： 

CLCP1 の細胞膜外領域に対して作成され

たモノクローナル抗体（医学生物学研究所

より供与）と、パラフィン包埋された肺が

ん腫瘍組織試料及び、各種臓器の正常組織

試料を用いて、CLCP1 の腫瘍及び正常組織に

おける発現について、免疫組織化学的解析

を行い、細胞膜に沿って染色像を示すもの

を CLCP1 発現陽性とした。CLCP1 のシグナル

伝達に関する示唆を得るため、CLCP1 の細胞

内領域のアミノ酸配列を対象として、

NetPhosK(http://www.cbs.dtu.dk/service

s/NetPhosK/) 、 Motif Scan (http:// 

scansite.mit.edu/motifscan_seq.phtml) 、

PhosphoMotif Finder (http://www.hprd. 

org/PhosphoMotif_finder)等の on-line 解

析を行い、リン酸化モチーフを検索した。

プラスミド及びレンチウイルスベクターを

用いて、CLCP1 のチロシン残基をアラニンに

置換したリン酸化部位変異体等の各種発現

ベクターを構築して、以下の解析に用いた。

CLCP1 と EGFR 及び MET との in vitro におけ

る相互作用の解析は、293T 細胞に HA タグ付

き CLCP1 と各種変異体の発現コンストラク

トをコトランスフェクションし、免疫沈降-

ウェスタンブロット法により行った。また、

内因性の CLCP1 との相互作用の検討は、抗



3 
 

CLCP1 抗体を用いて免疫沈降し、免疫沈降産

物のウェスタンブロット解析を抗EGFR或い

は抗 MET 抗体等を用いて行った。また、

Duolink in situ キット(Olink 社)を用いた

PLA シグナルの検出によっても、CLCP1 と

EGFR 等の RTK の極めて近接した局在に関し

て検証を加えた。さらに、EGFR や MET のリ

ン酸化に関しては、酵素活性に関連する抗

リン酸化 Y1068-EGFR 抗体、抗リン酸化

Y1234/35-c-MET 抗体等を用いた解析を行っ

た。CLCP1 のリン酸化については、phos-tag 

アクリルアミド試薬を用いたウェスタンブ

ロット解析によって行った。なお、陰性対

照には、PC9 株の細胞融解液をλ-フォスフ

ァターゼ処理して用いた。LNM35 株を用いた

マウス皮下移植腫瘍の増殖及び転移に関す

る実験は、CLCP1 に対する shRNA 発現ベクタ

ーを導入し、恒常的に CLCP1 が発現抑制さ

れた亜株を選択して用いた。 

新たな CLCP1 結合タンパクの探索は、

CLCP1 或いは、コントロール siRNA を導入し

た LNM35 株の細胞融解液の、抗 CLCP1 抗体

を用いた免疫沈降とSDS-PAGEによる比較検

討をもとに、ナノ液体クロマトグラフィー

とタンデム質量分析器を用いて行った。ま

た、CLCP1 下流のシグナルパスウェイの解析

は、CLCP1のレンチウイルスベクターをPC-9

や H1975 等の肺がん細胞株及び、LNM35 株と

その低転移親株の N15 株に導入し、マイク

ロアレイ解析を行い、IPA ソフトウェアや

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)解析

によって検討した。また、同定したトップ

20 の CLCP1 関連 canonical pathway に属す

る遺伝子群を各パスウェイモジュールとし、

当研究グループの保有する肺がんの網羅的

な遺伝子発現解析データの中での各モジュ

ール活性を算出し、全生存率及び無再発生

存率との関連性を検討した。 

I-ii) CIM 及びそのシグナリング分子を標

的とした検討：  

CIM 遺伝子を特異的且つ恒常的に発現抑

制するために、LNM35 株に CIM 遺伝子の

shRNA 発現ベクター或いは、スクランブル

shRNA を導入したトランスフェクタントを

樹立した。両株間の蛋白発現プロファイル

について、非放射性安定同位体ペプチド標

識試薬である iTRAQ によるペプチド試料の

標識化の後に、ナノフロー液体クロマトグ

ラフィーと質量分析器を用いた網羅的発現

プロファイルの比較定量解析を行った。CIM

の発現抑制により発現量に差異を認める蛋

白群について、KeyMolnet ソフトウェアを用

いたネットワーク解析を行った。 

GST蛋白融合CIM発現バキュロウィルスベ

クターを作成し、Sf9 細胞を用いた CIM 遺伝

子産物の大量精製系を確立した。グルタチ

オンビーズと結合させて作成した CIM アフ

ィニティーカラムと LNM35 細胞の細胞融解

液を用いて、CIM 結合分子群の精製を行った。

グルタチオンビーズを用いて同様に精製し

た試料を対照として、両方の精製試料を

iTRAQ を用いて標識して網羅的発現プロフ

ァイルの比較定量解析を行った。CIM との結

合の検証は、myc タグを付加した CIM を外来

性に発現させて抗 myc 抗体を用いた pull 

down を行い、CIM と共沈する分子に対する

ウェスタンブロット解析によって行った。

また、同定した候補分子の細胞運動能と浸

潤能への関与については、CIM を高発現する

LNM35 株を対象に、候補 CIM 結合分子に対す

る siRNA を導入して検討した。 

II. LNM35 株のプロテオミクス解析による新

規分子標的の探索・同定と応用： 

LNM35 株と低転移性親株 N15 株を用いて、

iTRAQ 標識したペプチドを質量分析器によ

って網羅的に比較定量解析を行った。また
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同様に、新鮮凍結膵臓がん外科摘出組織試

料と、対照として正常主膵管組織試料を用

いて、網羅的蛋白発現プロファイルの比較

定量解析を行った。 

DPYSL3 の機能解析は、高発現する LNM35

株に特異的 siRNA を導入し、運動能と浸潤

能への影響を検討した。また、GST 蛋白融合

DPYSL3 発現バキュロウィルスを感染させた

Sf9 細胞を用いて作成した、DPYSL3 遺伝子

産物のアフィニティーカラムを使用して、

DPYSL3高発現膵臓がん細胞株CFPAC1の細胞

融解試料から DPYSL3 結合分子群を分離し、

質量分析法によって同定した。 

DPYSL3低発現膵臓がん細胞株のPanc-1株

に myc 標識 DPYSL3 を外来性に発現させ、

DPYSL3 安 定 発 現 膵 臓 が ん 細 胞 株

Panc-1-DPYSL3-myc 細胞を樹立し、抗 myc 抗

体を用いた pull down を行った。DPYSL3 共

沈分子に対してウェスタンブロット法を用

いた解析を行い、DPYSL3 結合候補蛋白の検

証を行った。また、DPYSL3 を高発現する

CFPAC1細胞に特異的siRNAを導入し、DPYSL3

結合蛋白群のリン酸化状態の変化について

検討を行った。 

 

C. 研究結果 

I-i) CLCP1 及びそのシグナリング分子を標

的とした検討：   

CLCP1 については、これまで特異性が高く、

パラフィン包埋の病理標本で染色可能な抗

体が存在せず、その発現の詳細な免疫組織

学的検討は成し得なかった。本研究におい

ては、新たに作成された極めて有用性の高

い CLCP1 の細胞外ドメインに対するモノク

ローナル抗体を用いて、肺がん患者腫瘍組

織試料における発現を免疫組織化学的に検

討した。肺がん患者 70 症例の腫瘍組織試料

において、CLCP1 は細胞膜の陽性染色像を示

し（図 1）、細胞膜染色陽性例は有意に不良

な予後を示すことが明らかとなり（図 2）、

CLCP1 高発現の肺がん症例における増悪・転

移への関与が示唆された。 

CLCP1は細胞膜貫通型分子であり、SEMA4B

受容体として機能すると考えられるが、細

胞膜上でSEMA4B以外の分子と相互作用する

可能性について検討を進めた。CLCP1は

neuropilinに類似の構造を持つが、興味深

いことに、neuropilinが44アミノ酸(全長の

5%)の極く短い細胞内領域を持つのに対し

て、CLCP1は226アミノ酸(全長の30%)の長い

細胞内領域を持つ。CLCP1の特徴的な機能や

シグナル伝達経路を検討する上で、この細

胞内領域は重要な役割を果たすと予想され

るが、この細胞内領域は明瞭なドメイン構

造を持たない。そこで、この領域内のモチ

ーフを検討したところ、複数の予測プログ

ラムで、EGFRを含むキナーゼによるリン酸

化部位の存在が予想され、CLCP1が同様に細

胞膜に局在する受容体型チロシンキナーゼ

(RTK)であるEGFRと機能的な関わりを持つ

図 2 Kaplan-Meier 解析が示す CLCP1発現と不
良な術後予後との有意な相関 

図 1 ヒト肺がん組織における CLCP1 発現に
関する免疫組織学的検討 
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という興味深い可能性が示唆された。 

そこで、肺がんの病態に重要な役割を果

たす RTK である EGFR 及び MET と、CLCP1 と

の機能的な関連性について検討を加えた。

293T 細胞に導入した CLCP1 を免疫沈降し、

EGFR 及び c-MET との結合について検討した

ところ、CLCP1 と RTK との共沈降が検出され

た（図 3）。 

次に、CLCP1 がこれら RTK によってリン酸

化されている可能性を、同様に 293T 細胞に

各種発現ベクターを導入し CLCP1 を免疫沈

降して、抗リン酸化チロシン抗体でウェス

タンブロットして検討した。その結果、

CLCP1 単独導入時に比して、EGFR、c-MET を

共導入することによって CLCP1 のチロシン

リン酸化が強く誘導された。逆に、EGFR 阻

害剤 gefitinib や c-MET 阻害剤 SU11274 で

処理すると、このリン酸化は強く抑制され

（図 4）、CLCP1 のリン酸化が肺がんの発生・

進展に深く関わる RTK によって制御されて

いることが明らかとなった。 

また、CLCP1 のチロシンリン酸化が、CLCP1

と EGFRとの相互作用に与える影響について

も検討を加えた。CLCP1 のチロシン残基を

アラニンに置換したリン酸化部位変異体を

用い、この CLCP1 リン酸化変異体と EGFR を

293T細胞へ導入し、CLCP1を免疫沈降して、

EGFR との共沈降を検討した。その結果、

CLCP1 と EGFR との結合は CLCP1 のリン酸化

の阻害で増強されることが明らかとなり

（図 5）、CLCP1 の機能が EGFR との結合を介

したチロシンリン酸化による制御を受けて

いる可能性が示唆された。 

さらに、逆に CLCP1 が RTK の機能を制御す

る可能性についても検討した。LNM35 株及び

N15株にレンチウイルスによりCLCP1を恒常

的に発現させると、c-MET のリン酸化の亢進

が見られた。この知見を更に他の肺がん細

胞株でも確認すべく、EGFR 変異と c-MET 発

現亢進があり、これらの RTK が活性化して

いると考えられる肺がん細胞株 PC-9 に、同

様に CLCP1 を恒常的に発現させると、キナ

ーゼ活性に関わる EGFR Y1068、 c-MET 

Y1234/1235 のリン酸化が著明に亢進し、RTK

の更なる活性化が誘導されていることが見

出された（図 6）。 

図 3 293T 細胞を用いた強制発現系における
CLCP1 と RTK との結合 

図 4 RTK 活性による CLCP1 リン酸化制御 

図 5 CLCP1 のリン酸化が EGFR との結合に及
ぼす影響に関する検討 
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内因性のCLCP1とEGFR及びMETとの相互作

用についても検討を加えた。免疫沈降－ウ

ェスタンブロット法によって、EGFR及びMET

がCLCP1と共沈降することが検出され、内因

性のCLCP1-RTK相互作用が確認された（図

７）。さらに、CLCP1-MET間の相互作用につ

いてproximity ligation assay (PLA)法に

よっても検討した。アッセイの陽性コント

ロールとして、抗MET抗体と抗リン酸化MET

抗体を用いた。次に抗CLCP1抗体と抗MET抗

体でPLAシグナルを検討したところ、HGFの

有無にかかわらずPLAシグナルが得られ、

HGF非依存性の内因性CLCP1-MET結合が示さ

れた（図8）。 

CLCP1とRTKとの間の機能的相互作用につ

いて、内因性CLCP1がEGFR及びMETとの間に

おいて、そのリン酸化修飾に対し相互に及

ぼす作用について検討を行った。HPL1株及

びPC9株において、EGF或いはHGFを添加して、

EGFR或いはMETを活性化し、phos-tag法にて

内因性CLCP1のリン酸化を検討した。その結

果phos-tagゲルでリン酸化CLCP1に対応す

るバンドの増強が見られ、RTKの活性化に伴

い内因性CLCP1のリン酸化が亢進すること

観察された。一方、逆にEGFR或いはMETのチ

ロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-I、MET-I）に

よって、CLCP1のリン酸化が低下することが

明らかとなった（図９）。 

また、PC9 株において、予め CLCP1 を siRNA

によってノックダウンした後に、HGF で刺激

すると、対照 siRNA に比して、CLCP1-siRNA

では MET の活性化を反映するリン酸化が抑

制され、RTK の活性化に CLCP1 が関与するこ

とが強く示唆された（図 10）。これらの結果

から、肺がん細胞株の細胞内において、内

因性の CLCP1 が RTK と機能的に相互作用し

ていることが強く示唆された。 

図 6 CLCP1 による RTK 活性制御 

図８ PLA 法による CLCP1 と MET との間の相互

作用に関する検討 

図７ 内因性の CLCP1 と RTK(EGFR・MET)との間
の相互作用に関する検討 図９ RTK活性による内因性CLCP1のリン酸化

の制御 
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CLCP1 が関与するシグナル伝達を網羅的

に解明すべく、CLCP1 と相互作用する他の分

子群の探索も行った。LNM35 株において

CLCP1 をノックダウンし、抗 CLCP1 抗体によ

る免疫沈降を行い SDS-PAGE にて分離し、

CLCP1 の存在下で特異的に共沈降 250kD と

45kD のバンドを同定した(図 11)。 

この２本のバンド 250kD と 45kD をゲル断

片として切り出し質量分析を加えた結果、

250kD の分子量を持つ分子は non-muscle 

myosin IIA (MYH9)であった。一方、45kD の

分子量を持つ分子はβ-actin であった。こ

れらの細胞骨格に関わる分子と CLCP1 が結

合することを示す結果は、CLCP1 が細胞運動

に重要なactomyosin系との相互作用を介し

て、浸潤・転移能の付与に関わっている可

能性を示唆する。 

また、別の観点から CLCP1 が伝えるシグ

ナルを理解することを目指し、CLCP1 発現レ

ンチウイルスを LNM35 株及び低転移性親株

N15 株に導入して樹立した、CLCP1 安定過剰

発現細胞株を用いて網羅的遺伝子発現解析

とパスウェイ解析を組み合わせた検討を行

った。Ingenuity Pathway Analysis (IPA) ソ

フ ト ウ ェ ア を 用 い た 解 析 の 結 果 、

BioFunction としては、 cardiovascular 

disease, genetic disorder, cellular 

growth and proliferation, inflammatory 

disease, immunologocal disease, cellular 

development, cellular movement, tissue 

morphology, neurological disease 等との

有意な関連が、また canonical pathway と

しては、axonal guidance signaling、human 

embryonic stem cell pluripotency、factors 

promoting cardiogenesis in vertebrates, 

basal cell carcinoma signaling, virus 

entry via endocytic pathways, leukocyte 

extravasation signaling, 

macropinocytosis signaling 等との有意な

関連が描出された。これらのうち、とくに

予後と有意な関連を示したパスウェイに含

まれる遺伝子には、Wnt ファミリー、

phospholipaseA2 及び COX2、cytochrome 

P450 ファミリー等が含まれていたが、CLCP1

遺伝子の導入が実際にこれらの遺伝子の発

現に影響することを確認している。我々は、

LNM35 株を樹立した後の初期の解析におい

て COX2 の発現亢進を報告しているが、治療

標的でもある COX2 と CLCP1 との機能的な関

連が見出されたことは興味深い。 

図 10 CLCP1 ノックダウンによって惹起される
HGF による MET 活性化の抑制 

図 11 抗 CLCP1 抗体による免疫沈降産物の

銀染色 
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また、CLCP1 野生型或いはリン酸化部位変

異体を導入した際に生じる下流の変化につ

いて CLCP1 を導入した PC9 株を用いて検討

を加えた。種々のがんにおいて浸潤・転移

への関与が示唆されている CXCL12-CXCR4 

(chemokinereceptor 4) 軸の CXCR4 が、

CLCP1 野生型の導入により発現誘導された

一方で、CLCP1 のリン酸化部位の変異体では

CXCR4 の発現誘導は見られなかった。ちなみ

に、CXCR4 は MET の下流で発現誘導されるこ

とが報告されており、CLCP1 と受容体型チロ

シンキナーゼとのクロストークの存在を反

映する結果としても興味深い。 

さらに、肺腺がん細胞株 NCI-H1975 株にお

いても、CLCP1 野生型及びリン酸化部位変

異体を導入し、GSEA 解析を行った結果、発

現亢進する遺伝子群により、EGFR 阻害剤処

理で発現低下する遺伝子セットが抽出され、

一方発現低下する遺伝子群から、EGFR 阻害

剤処理により発現亢進する遺伝子セットが

抽出された（図 12）。また、CLCP1 リン酸化

変異体を導入して、野生型 CLCP1 に比べて

リン酸化変異体の方が強く発現誘導する遺

伝子群を抽出し、GSEA 解析を施行した。そ

の結果、EGFR 活性阻害により発現亢進する

遺伝子セットが抽出された。以上の結果は、

野生型 CLCP1 は EGFRシグナルを正に制御し

ており、その制御は CLCP1 のリン酸化によ

って影響をうけることを示唆する。 

CLCP1についてはこれまで浸潤能・転移能

の付与に焦点を絞って検討を加えてきたが、

本研究においては肺癌細胞の増殖に関わる

可能性についても検討を加えた。その結果、

CLCP1のノックダウンはLNM35株の遠隔転移

能を抑制するとともに、腫瘍増殖も抑制さ

せるという結果が得られた(図13)。また、

複数の他の肺がん細胞株においてもCLCP1

のノックダウンが、有意な増殖抑制を引き

起こすことも明らかとなった（図14）。その

分子機序の一つとして、内因性のCLCP1と

RTKとの相互作用の破綻が関与している可

能性が考えられるので、CLCP1ノックダウン

による細胞内シグナル経路の活性の変化等

を含め、さらに検討を進めつつある。 

 

図 14 CLCP1 ノックダウンによる肺癌細胞株の
増殖抑制 

図 13 CLCP1 ノックダウンによる LNM35 の腫瘍
増殖能・転移能の制御 

図 12 GSEA 解析を通じて示唆された CLCP1 と
EGFR との関連性 
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I-ii) CIM 及びそのシグナリング分子を標

的とした検討： 

CIM遺伝子産物が担う機能を探索する目

的で進めた網羅的タンパク質発現プロフ

ァイル解析（図15-A）と、その結果に基づ

くパスウェイ解析の結果からは、CIMが、

転移成立に関わる低酸素ストレス応答に

重要なHIF-1αの発現制御に関わることが

明らかとなった（図15-B）。CIMをノック

ダウンするとHIF-1αの発現量が減少し

（図15-C、-D）、逆にCIM遺伝子の過剰発

現するとHIF-1αの発現量が増加した（図

15-E）。CIMによるHIF-1α制御機序の解明

を目指して、HIF-1αを負に制御するOS-9

との結合を検討したところ、両分子間の複

合体形成が確認され（図16-A）、また、CIM

の導入によってOS-9とHIF-1αとの複合体

形成の低下が確認された（図16-B）。OS-9

はPHD2とともにHIF-1αと複合体を形成し

てプロリル化を促進し、HIF-1αのユビキ

チン化とVHLによる分解を促進することが

知られている。本研究を通じて、CIMがOS-9

と結合し、その機能を抑制して、HIF-1α

発現を正に制御することが強く示唆され

た。 

さらにCIMの分子機能の解明を目指し、

CIMの発現の有無と関連するタンパク発現

プロファイルの変化について、gene 

ontology term解析を行った。その結果、

CIMが小胞体ストレス応答シグナル伝達

（UPR, unfolded protein response）に重

要な働きを担っている可能性が示唆され

た。UPRは、グルコース・アミノ酸供給量

減少やpH変化など、細胞周囲微小環境から

のストレスに応答して惹起される小胞体

から核へのシグナル伝達経路であり、劣悪

図 15 CIM の標的としての HIF-1α の

図 16 CIM と OS-9 結合による HIF-1α 発現の

制御 
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な微小環境下で細胞を保護する働きをも

つ。そこで、LNM35株において   を用

いて、UPR関連分子群の発現変化を進めた

ところ、IRE1-αのリン酸化（IRE1-αの活

性化）と、その下流シグナルの障害（XBP-1

プロセッシング障害によるのs-XBP-1発現

量の低下）が認められた（図17-A, -B）。

引き続いて、その分子機構を明らかとすべ

く、UPRに関連する分子群とCIMとの相互作

用に関する検討を行った。その結果、UPR

のシグナル伝達制御において中心的な役

割を担う分子シャペロンであるBiPとの相

互作用が確認されるとともに（図17-C）、

この２分子間の結合が、UPRシグナル伝達

の極めて重要なトリガーである、IRE1-α

からのBiPの乖離を阻害することが明らか

となった（図17-D）。 

これらの結果から、CIMが低酸素、小胞

体ストレスなどの応答に深く関与するこ

とが示されたため、最後に、CIM発現調節

による、低酸素、並びに小胞体ストレス誘

導化合物であるツニカマイシンに対する

感受性の変化に関する検討を行った。図

18-Aに示すように、コントロール細胞と比

較して、CIM発現N15株において有意に低酸

素環境に対する耐性能が獲得される事が

確認されるとともに、CIM発現抑制は小胞

体ストレスに対する感受性亢進につなが

ることが確認された（図18-B）。 

したがって、小胞体(ER)に局在する蛋白

の CIMは、低酸素への応答に必須な 

HIF-1α の分解を阻害し発現調節すると

ともに、グルコース・アミノ酸などの栄養

供給の低下やpH変化などによって惹起さ

れる小胞体ストレス応答の調節にも関わ

っており、癌細胞の転移成立過程における

不十分な微小環境への適応に寄与するこ

とで、癌転移能を賦与している可能性が示

唆された。 

上述の低酸素、小胞体ストレスなどに対

図 18 CIM によるストレス感受性の制御 

図 17 CIM による UPR 応答の制御 
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する応答に関わる機能に加えて、CIM ががん

細胞の運動・浸潤に関わることが示唆されてい

たが（図 1９）、その分子機序は不明であった。

そこで、バキュロウィルス・Sf9 細胞を用いて、

CIM遺伝子産物を大量精製してアフィニティー

カラムを作成し、LNM35 株より抽出した蛋白試

料中に存在するCIM結合分子の精製を行った。

質量分析器を用いた網羅的な蛋白発現解析

によって、45種類のCIM結合候補分子を同定

した。さらに、質量分析器を用いたMRM解析に

よって検証を進めた結果、CIM と 4 つの候補

分子との結合が確認された。これらの分子

の発現と肺がん臨床病態との関連について、

我々の70例の肺腺癌腫瘍組織のマイクロア

レイ解析データセットを用いて検討したと

ころ、４種類の結合分子中の 2分子（CD2AP

と SH3KBP1）において、高発現群が低発現群

症例に比して有意に術後予後不良であるこ

とが明らかとなった。CD2AP 或いは SH3KBP1

との複合体形成に関わる領域を限定化する

べく、CIM 分子内の N末と C末にそれぞれ１

箇所ずつ存在するOS-9分子と相同性を有す

るドメインの欠失変異体を作成し、免疫沈

降法によって解析を加えた。その結果、CIM

上の OS-9 相同領域のうち、マンノース 6リ

ン酸受容体と高い相同性を示す C 末側の相

同領域が結合に関わることが明らかとなっ

た。さらに、LNM35 株が示す高い運動能と浸

潤能は、CD2AP と SH3KBP1 の siRNA を用いた

発現抑制によっても有意に減弱することが

明らかとなり、これらの分子との結合を介

した制御が、CIM の転移能付与に寄与してい

る可能性が示唆された。以上の検討により、

細胞運動能制御を担う分子との結合に関わ

る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。 

 

II. LNM35 株のプロテオミクス解析による新

規分子標的の探索・同定と応用： 

さらなる新規分子標的の探索・同定を目

指して、LNM35 株という極めて有用なヒト肺

がんの転移研究モデル系に対して、最新の

プロテオミクス解析を適用して得たデータ

と、肺がんと同じく早期に転移を来たし極

めて予後不良な代表的難治がんである膵が

ん組織の網羅的蛋白発現解析データとの統

合的解析を進めた。膵がん組織と正常主膵

管で 2 倍以上の発現差を認め、且つ LNM35

株で高発現を認める蛋白として DPYSL3

（dihydropyrimidinase-like 3）を同定し

た。DPYSL3 の発現をウェスタンブロット解

析によって検証したところ、正常主膵管組

織と比較して、膵がん症例 22 検体中 16 検

図 19 CIM の運動・浸潤への関与 

図 20 手術摘出試料における DPYSL3 の発現

の検討 
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体（72.7%）において DPYSL3 の高発現を認

めた（図 20）。また、DPYSL3 を高発現する

LNM35 株において、siRNA による DPYSL3 の

発現抑制は、運動能と浸潤能の両者を減弱

させた（図 21-A）。一方、DPYSL3 低発現の

膵がん細胞株 Panc-1 株に DPYSL3 を導入し

安定発現細胞株を樹立し、細胞運動能、並

びに浸潤能への影響を検討したところ、そ

の顕著な亢進を認めた（図 21-B）。さらに、

DPYSL3 を発現抑制した際の実験的肺転移能

の変化について検討を行った。DPYSL3 高発

現膵がん細胞株である CFPAC-1 細胞を用い

て、in vitro で siRNA によって DPYSL をノ

ックダウンした後に、マウス尾静脈から注

入したところ、コントロール siRNA 処理群

に比較して、顕著な肺転移の抑制が認めら

れた。また、DPYSL3 を高発現する LNM35 株

においても、同様に肺転移能の減弱を認め、

DPYSL3 のがん細胞の転移能の制御への関与

が示唆された。そこで、DPYSL3 の分子機能

について示唆を得るべく、DPYSL3 固相化カ

ラムと質量分析器を用いた結合蛋白の網羅

的探索を行った結果、９個の DPYSL3 結合蛋

白候補分子を同定するに至った。さらに、

MRM 解析を用いた検証解析を行った結果、細

胞膜とアクチンを結合する ERM 蛋白の一つ

である Ezrin を含む 5 つの分子について、

DPYSL3 との結合が確認された。Ezrin は

adhesion complex の構成分子として細胞接

着性の制御に関わると共に、細胞内シグナ

ル伝達においても重要な働きを担い、細胞

運動性の制御にも深く関わっている。

DPYSL3 と Ezrin の結合について、免疫沈降

‐ウェスタンブロット法を用いて確認する

とともに（図 22-A）、DPYSL3 の siRNA によ

る発現抑制が、c-Src による Ezrin のリン酸

化を減弱させるとともに、focal adhesion 

complex の形成不全と細胞接着性の減弱を

惹起することが明らかとなった（図 22-B）。 

以上より、DPYSL3 は、がん細胞の運動・

浸潤・転移に機能的に関与しており、その

分子機序として、DPYSL3 の Ezrin との結合

を通じた c-Src による Ezrin のリン酸化の

促進と adhesion complex の安定化が重要で

あることが示唆された。 

図 21 新規転移関連分子 DPYSL3 の機能解析 

図 22 DPYSL3 と EZR の結合の同定と

DPYSL3 の担うシグナル伝達の検討 
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D.考察及び結論 

肺がんは我が国を始めとする先進諸国に

おけるがん死亡原因第一位であり、我が国

では年間７万を超える生命を奪っている。

本研究は、我々が肺癌の浸潤・転移に関わ

る新規分子として見出した CLCP1 と CIM を

分子標的とする、革新的な治療法の開発基

盤を得ることを目指して推進された。 

抗 CLCP1 モノクローナル抗体を用いた詳

細な免疫組織化学的解析により、CLCP1 蛋白

の過剰発現は、極めて腫瘍特異性が高いこ

と、及び、肺癌患者における外科切除後の

予後不良と相関することが明らかとなり、

分子標的としての有用性の高さが、さらに

裏打ちされた。また、CLCP1 が、肺がんの発

生・進展に重要な役割を担う受容体型チロ

シンキナーゼ(RTK)である EGFR 及び MET と

機能的に相互作用を示し、CLCP1 と RTK の双

方に起因するシグナル間で、密接なクロス

トークを示すことも明らかとなった。CLCP1

のシグナルに関わるパスウェイについての

検討は、それらがヒト肺がん患者の術後再

発や予後にも深く関連していることを示唆

した。また、LNM35 以外の肺癌細胞株への

CLCP1 の野生型及びリン酸化変異体導入に

より誘導される遺伝子発現プロファイルの

比較検討を通じて、CLCP1 の EGFR 下流シグ

ナルとのクロストークと、そのクロストー

クに対する CLCP1 のリン酸化修飾による制

御の関わりを示唆する結果が得られた。こ

のような研究成果は、CLCP1 が肺がんの発

生・進展において果たしている役割の重要

性を強く示唆しており、上述の高い腫瘍特

異性と相まって、CLCP1 の治療標的候補分子

としての極めて高い有用性を示唆している。

CLCP1 の細胞膜貫通型受容体としての機能

の全貌を解明するべく、引き続き鋭意研究

を展開中である。なお、我々はこれまでに

得てきた知見にもとづいて、分泌型 SEMA4B

や分泌型 CLCP1 並びに、抗 CLCP1 抗体等を

用いた、CLCP1 を分子標的とする創薬開発が

可能であると考えているおり、高い独自性

を持つ新規診断・治療法の実現につながる

成果をもたらすことが期待される。 

CIM について、低酸素への応答、或いはグ

ルコース・アミノ酸などの栄養供給の低下

やpH変化などによって惹起される小胞体ス

トレスの調節に関わり、癌細胞の転移成立

過程における不十分な微小環境への適応に

寄与することで、がん細胞に転移能を賦与

していることを示すことができた。また、

CIM によるがん細胞への運動能・浸潤能の賦

与に関わる分子機序についても、プロテオ

ミクス技術を応用した網羅的結合蛋白の探

索・同定を通じて、重要な示唆を得ること

ができた。これらの CIM の分子機能に関わ

る結合分子は、いずれも OS-9 相同性領域、

とくにマンノース６リン酸受領体との相同

ドメインに結合することを明らかにできた

ので、今後のがん細胞の転移能阻害活性を

持つ化合物の in silico スクリーニング法

の確立につなげて行きたい。 

本研究においては、CLCP1 と CIM に続く有

望な分子標的となり得る新規転移関連分子

の同定を並行して目指した。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

らかとすることができた。同時に、50 種類

余りの他の候補転移関連分子も同定してお

り、今後さらにこれらの分子についても、

肺がん及び膵がんの転移・浸潤における機

能の解明を進めて、これらの代表的難治が

んに対する革新的な診断・治療法の開発基
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盤の確立につなげて行きたいと考えている。 
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ジウム２：肺癌の分子生物学的研究―基

礎から臨床へ）、広島 2010 年 11 月 3-4
日. 

25 長田啓隆 : 「Roles of ASH1-regulated 
miRNAs in lung cancer development.」 第
33 回日本分子生物学会年会  (口演 )  
神戸、2010 年 12 月 7-10 日.  
 

F. 知的財産権の出願・登録状況 

a. 特許出願 

b. 実用新案登録 

c.  その他 

いずれも特記すべき事項 

 

 

 

 


