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研究要旨 

ATL で高発現する細胞接着分子 TSLC1/CADM1 に注目し、CADM1 の機能阻害による ATL

細胞の浸潤、増殖抑制医薬品の開発を目指す基礎研究を行った。本年度は、PI3K が CADM1

下流で機能する知見に基づき、ATL 細胞の増殖が PI3K 阻害剤により抑制されることを見出

した。また、ATL 細胞での CADM1 の N-型、O-型糖鎖構造を解析し、CADM1 機能を阻害

する単クローン抗体の作成を進めた。さらに、ATL 細胞にレンチウイルスを用いて

CADM1shRNA を導入する実験系を確立した。 

 

 

A. 研究目的 

ATL で異所性発現を示す細胞接着分子

TSLC1/CADM1 に注目し、ATL の特異的分

子経路の異常の同定と、これを標的として

ATL の浸潤、増殖能を抑制する新規治療法

の開発を目的とし、 1) ATL における

CADM1 経路の解明と新規分子標的の同定、

2) CADM1 経路を阻害し ATL の浸潤能を抑

制する低分子化合物の同定と評価、3) 

CADM1, Tiam1 等の発現を抑制するmiRNA

の同定と核酸医薬としての評価、の３課題

を行う。 

 

B. 研究方法 

1. CADM1 経路の阻害による ATL 細胞の

浸潤、増殖抑制低分子化合物の解析： 

前年度までに開発した、固相化 CADM1 細

胞外ドメインに CADM1 発現 MDCK 細胞、

または ATL 細胞を重層し、細胞接着、細胞

伸長を指標とする検定法を用いて、既知の

低分子阻害化合物の CADM1 経路阻害効

果の阻害の有無を検討した。 

 

2. ATL で発現する CADM1 の N, O-糖鎖修

飾の実態解明： 

CADM1 に特徴的な糖鎖構造は、CADM1

を過剰発現する ATL 細胞の抽出物から抗

体を用いた免疫沈降により濃縮した

CADM1 タンパク質、または免疫グロブリ

ン Fc ドメインと融合させ分泌型に改変し

た CADM1 細胞外ドメインを当該細胞に発

現させ、培養上清をカラムにて精製したタ

ンパク質を用いて行った。即ち、タンパク

質をトリプシンで消化し、島津製作所と共



 

同研究により、質量分析法

定した。
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現するレンチウイルスを作成した。

細胞に導入し、

の低下した細胞群を得た。

にて確認した。

 

で特異的に発現し、細胞浸潤を促進す

る免疫グロブリン・スーパーファミリー細

CADM1 を標的として、

新規治療薬を開発する目的で、

経路を阻害する低分子化合物、

3. CADM1 の発現を抑制する

を同定し、実用化につなげる基礎

研究を行った。固相化 CADM1

発現細胞を重層する細胞アッセイは、

伸展を半定量化して示すことが可

断片と融合させたプラスミ

細胞の導入、発現させ、培養

上清に分泌、精製した抗原を、Cadm1 

子欠損マウスに免疫し、ハイブリドーマを

期間内に中和活性を示す高特異

性抗体、高親和性抗体を得ることはできな

かったが、現在順調に作成中である。

経路分子の発現を抑制す

の同定と核酸医薬としての評価：

の発現を強く抑制する  siRNA, 

同定した。予備的に

を導入したところ、

細胞の繊維芽細胞への接着能や細胞伸

展能が強く抑制された。次にこれら shRNA

発現カセットとしてレンチウイルス

shCADM1、GFP

現するレンチウイルスを作成した。これを

細胞に導入し、CADM1 の発現

の低下した細胞群を得た。CADM1 の発現

にて確認した。 

で特異的に発現し、細胞浸潤を促進す

る免疫グロブリン・スーパーファミリー細

を標的として、ATL 

新規治療薬を開発する目的で、1. 下流分子

経路を阻害する低分子化合物、2. 中和抗体

の発現を抑制する  shRNA, 

を同定し、実用化につなげる基礎

CADM1 上に CADM1

発現細胞を重層する細胞アッセイは、

半定量化して示すことが可

断片と融合させたプラスミ

細胞の導入、発現させ、培養

Cadm1 遺伝

子欠損マウスに免疫し、ハイブリドーマを

期間内に中和活性を示す高特異

性抗体、高親和性抗体を得ることはできな

かったが、現在順調に作成中である。 

経路分子の発現を抑制す

の同定と核酸医薬としての評価：

siRNA, 

予備的に ATL

を導入したところ、

細胞の繊維芽細胞への接着能や細胞伸

shRNA

発現カセットとしてレンチウイルス

GFP を発

これを

の発現

の発現

で特異的に発現し、細胞浸潤を促進す

る免疫グロブリン・スーパーファミリー細

ATL の

下流分子

中和抗体

shRNA, 

を同定し、実用化につなげる基礎

CADM1

発現細胞を重層する細胞アッセイは、細胞

半定量化して示すことが可
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能であり、貴重な手法である。 

  本研究ではこのアッセイを用いて、

CADM1の下流にPI3Kが作用することを見

出し、前年度までの研究により、CADM1 – 

MPP3 – DLG – PI3Kp85 – AKT or RAC1 の

分子経路を見出した。ATL では CADM1 が

特異的に高発現を示すが、MPP3 も正常 T

細胞と比較して顕著に発現が増加する 20

個の遺伝子の中に入っており、この経路が

ATL 細胞でも機能していることが示唆され

る。本年度の実験で、PI3K 阻害剤として 

LY290004, Wortmannin を ATL 細胞 ATN1 

や、CADM1 を高発現する HTLV-1 感染細胞 

MT2、その他種々の腫瘍細胞に添加したと

ころ、ATN1, MT2 では 10-100 uM の濃度で

強い増殖抑制が認められ、他の腫瘍細胞と

比較して、PI3K 阻害剤に対する感受性が高

いと判断された。また、11 種の腫瘍細胞の

中で、PI3K 阻害剤に対して最も感受性の高

いのは CADM1 を最も高発現する Caco-2

細胞であり、最も抵抗性を示したのは 

CADM1 の発現を欠如した SBC5 細胞であ

ったことから、PI3K 阻害剤の感受性が、少

なくとも一部は CADM1 の発現量と相関

する可能性が示唆された。最近 PI3K 阻害

剤は、4 種類の PI3K 触媒サブユニットであ

るPI3KCA, PI3KCB, PI3KCD, PI3KCG に各

々特異的な阻害作用を示す薬剤が開発され

て再評価され、臨床応用が進んでいる。ATL

では結果の項で示したように、PI3KCA の

発現が、正常 T 細胞と比較して増加する傾

向を示し、一方で PI3KCG の発現は全く認

められなかった。今後は、CADM1 の下流

で機能するサブユニット特異的な PI3K の

解析と、各個別阻害剤の効果を検証する必

要がある。 

  本研究では第２の目的として、CADM1

を標的とする診断、治療薬の開発のための

基礎研究を掲げた。まず、CADM1 が N-型、

O-型糖鎖修飾を受ける膜タンパク質である

こと、糖鎖修飾に組織、癌種に依存してあ

る程度の特徴的修飾が認められ得ること、

組織特異的なスプライシング・バリアント

が O-型糖鎖修飾付加部位であるエクソン

８の領域に認められることなどから、まず

糖鎖構造の解析を質量分析により行った。

前年度までの基礎的検討を受けて、今年度

は、実際の ATL 細胞の N-型、O-型糖鎖構

造を解析し、N-型糖鎖としては、上皮と異

なる糖鎖修飾を特徴的に認めた。一方、O-

型糖鎖については、 ATL で発現する

CADM1 の O 型糖鎖のコア構造を決定する

とともに、抗体作成に関してより重要な事

実として、各スレオニン残基を修飾する O

型糖鎖の繰り返し構造が大きくないことを

明らかにした。このことから、エクソン８

に相当する断片のペプチド配列は、抗原性

を保持している可能性が高いことが示唆さ

れた。 

  そこで、次に ATL に発現する CADM1

に特異性の高い単クローン性抗体の作成を

試みた。抗 CADM1 抗体を用いた FACS に

よる ATL 細胞の血液での診断法は、分担研

究者の内丸が示したように、ほぼ実用化し

ている。ここでは ATL の治療を目指して、

中和抗体の作成を、CADM1 細胞外ドメイ
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ン全体を抗原とする方法を採用した。

CADM1 分子は種間の相同性が高く、これ

までにウサギでは有効な抗体が作成できず、

現在使われている単クローン抗体はトリで

作成したものである。本研究では、前年度

までに Cadm1 の遺伝子欠損マウスを、

C57BL6 の系統から Balb/c の系統に２年

をかけて１０回戻し交配を行い、Balb/c の

Cadm1 遺伝子欠損マウスを作成してきた。

Cadm1 遺伝子欠損マウスは内在性の 

CADM1 タンパク質を発現しないことから、

CADM1 タンパク質を生体の異物と認識す

るはずである。そこで、CADM1 細胞外ド

メインに免疫グロブリン Fc 断片を融合し

たタンパク質を HEK293 細胞に導入、発現、

分泌させて、培養上清から CADM1 v8-Fc 

を精製して抗原とし、Cadm1 遺伝子欠損マ

ウスを免疫した。現在、ハイブリドーマを

作成中であり、CADM1 に対する親和性、

中和活性の高い抗体を選別する予定である。 

  第３のプロジェクトは核酸医薬を用い

て、ATL 細胞の CADM1 の発現を抑制し、

細胞接着能、細胞伸長能の抑制を in vitro 

の活性、ヌードマウスでの腫瘍形成能、転

移能を in vivo の活性として評価する研究

である。前年度までに CADM1, Tiam1 の発

現を抑制する siRNA を各々２種同定し、

これをトランスフェクションにてATL細胞

ATL-3I に導入することにより、in vitro で

のヒト正常繊維芽細胞上に重層させた細胞

の接着性、細胞伸展性が顕著に抑制される

ことを示してきた。しかし、ATL-3I 細胞は

マウスでの腫瘍原生が強くなく、ヌードマ

ウスには腫瘍を形成せず、SKID マウスでも

ほとんど腫瘍を形成しないことから、in 

vivo の実験は、より適合する細胞系の樹立

が必要である。本年度は、CADM1 shRNA 

を発現するレンチウイルスを作成した。細

胞への導入の指標として、GFP 発現カセッ

トも同じレンチウイルスに組み込ませた。

これを ATL 細胞に導入し一過性の GFP 発

現、並びに CADM1 発現を FACS を用い

て解析したところ、GFP を発現し、かつ

CADM1 の発現が顕著に低下した一群の細

胞を分離することができた。今後、これら

の細胞の接着性、伸長性、SKID マウスでの

腫瘍原性や転移性を評価する予定である。 

 

Ｅ．結論 

ATL の浸潤抑制の標的分子として CADM1

下流で機能する PI3K を同定し、Pi3K 阻害

剤が ATL 細胞の増殖を抑制することを示

した。また CADM1 に特徴的な糖鎖構造を

見出し、CADM1 の中和抗体の作成を試み

た。さらに CADM1 の発現を抑制する

shRNA を組み込んだレンチウイルスを作

成し、ATL 細胞に導入可能であることを示

した。 
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