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厚生労働科学研究委託費（革新的がん医療実用化研究事業） 

委託業務成果報告（総括） 

 

クリニカルプロテオミクス解析を基盤とする肺がんの分子病態の解明と 

革新的分子標的治療の開発 

 

業務主任者 高橋隆 名古屋大学大学院医学系研究科 教授 

 

要旨 

クリニカルプロテオミクス解析を基盤とする肺がんの分子病態の解

明と、我々が同定した新規分子標的 CLCP1 に対する革新的分子標的治

療の開発を目指した研究を展開し、以下の成果を得た。高転移性ヒト

肺癌細胞株LNM35と低転移性親株N15株を用いた網羅的なタンパク

質発現の定量比較解析を通じて、385種類の発現差を認めるタンパク

質を同定した。外科切除を受けた非小細胞肺がん患者 173症例の網羅

的タンパク質発現解析データセットをもとに、術後再発危険性との関

連度のランク付けを行い、非小細胞肺がんの生物学的な悪性度への関

連性の高い 514種類のタンパク質を抽出した。両者のデータの統合的

解析によって、非小細胞肺がんの浸潤・転移の過程における機能的な

関与と、非小細胞肺がん患者における臨床病態の双方に関連する、18

種類の新たな分子標的候補を同定し、がん転移抑制法の開発に資する

標的分子の同定につなげるべく、順次実験的な検証を進めつつある。 

がん細胞における CLCP1 の高発現が、アノイキスの抑制を介して、

がん細胞の特徴である足場非依存性増殖に役割を担っていることを示

唆する結果を得た。また、CLCP1 の細胞内ドメイン結合分子として、

paxillin と p130CAS を同定し、CLCP1 によるアノイキス抑制の分子機

序解明へ向けた手掛かりを得た。また、高親和性抗 CLCP1 抗体 FA19-1

への曝露による、EGFR の発現量とリン酸化の減少を明らかとした。さ

らに、CLCP1 が EGFR とのヘテロ二量体とともに CLCP1 自身のホモ二量体

を形成しており、両者が FA19-1 抗体への暴露によって促進されることを

明らかとした。分子機序の全貌解明を目指し、検討を進めつつある。 
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腫瘍学部・室長 

 

Ａ．研究目的 

肺がんは代表的難治がんであり、本態解明

と革新的な分子標的の探索・同定が希求され

ている。本研究の目的は、詳細な臨床情報の

付帯する肺がん腫瘍組織の定量的プロテオミ

クス解析を通じて得たクリニカルプロテオミ

クス解析データを活用し、高転移性 LNM35 株

と低転移性親株 N15 株のプロテオミクス解析

データと統合的に検討を加えることによって、

肺がんの分子病態形成、とくに浸潤・転移の

分子機構の本態に迫るとともに、革新的な治

療法の開発に向けた新規分子標的の探索・同

定を進めることにある。 

また、我々が同定した分子標的 CLCP1 を対

象として、プロテオミクス解析技術を応用し

つつ、その増殖・浸潤・転移における役割と

分子機序の解明、及び、抗 CLCP1 抗体を用い

た革新的な新規治療法の開発に道を拓くため

の情報を得ることを目的とする。 

 

 

Ｂ．研究方法 

１）クリニカルプロテオミクス解析にもとづ

く難治がんの病態解明と新規分子標的の探

索・同定 

我 々 が 樹 立 し た 高 転 移 細 胞 株

NCI-H460-LNM35（以下、LNM35）株と低転移親

株 NCI-H460-N15（以下、N15）株から抽出した

タンパク質試料をトリプシン消化後に、iTRAQ

試薬による標識を行った。標識ペプチド試料を

混合し、高速ナノ液体クロマトグラフィーと質

量分析装置を用いた網羅的タンパク質発現解

析を行った。また、クリニカルプロテオミクス

解析において得られた網羅的なタンパク質発

現定量解析のデータを用いて、タンパク質の発

現量と肺がん患者の臨床病態と関連するタン

パク質群の絞り込みを行った。さらに、両者の

解析で得られた知見を統合し、肺がんの浸潤・

転移の過程への機能的な関与と、肺がん患者に

おける臨床病態の双方に関連する、新規分子標

的候補の探索を進めた。 

２）CLCP1 を分子標的とする難治がんの診断・

治療法への応用 

肺がん細胞株において CLCP1 をノックダウ

ン後にソフトアガーに撒き、足場非依存性増殖

能を検討した。細胞死誘導は、ミトコンドリア

膜電位差が低下すると赤色蛍光から緑色蛍光

へと変化する JC-1 と、死細胞を染色する

propidium iodide (PI)を用いて検討した。ま

た、野生型 或いは、siRNA 結合部位に silent

変異を持つsiRNA抵抗性のCLCP1発現レンチウ

イルスの導入によるレスキュー実験を行った。

CLCP1 と細胞接着に関与するインテグリン複

合体の細胞内分子群との結合は、両者を 293T

細胞に導入し、免疫沈降-ウェスタンブロット

(IP-WB)法によって検討した。また、HA タグを

付加した CLCP1 細胞内ドメインの発現ベクタ

ー(CLCP1・IC-HA)を 293T に導入し、抗 HA 抗体

で免疫沈降して共沈降産物を銀染色によって検

討した。 

肺がん細胞株 PC9 を高親和性抗 CLCP1 抗体

FA19-1（MBL社より供与）に暴露した際に惹起さ

れるCLCP1 及び EGFR シグナルへの影響、及び、

CLCP1-RTK ヘテロ複合体について検討を加えた。

また、異なるタグを付加したCLCP1発現コンスト

ラクト（CLCP1-HA 及び CLCP1-myc）、或いは

CLCP1-HA タグと V5 タグを付加した EGFR

（EGFR-V5）の組み合わせを 293T 細胞に導入し、

FA19-1CLCP1 抗体に暴露した。その後、抗 HA タ

グ抗体或いは抗 V5 タグ抗体を結合したマグネッ

トビーズを用いて免疫沈降し、抗mycタグ抗体或

いは抗HAタグ抗体によるWB解析を行った。 

３）プロジェクトの総合推進 

高橋が研究全体を統括し、柳澤がプロテオ
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ミクス解析を、柳澤・長田・高橋が分子細胞

生物学的及び生化学的解析を、高橋と中杤が

バイオインフォマティクス解析を担当する。

プロジェクトの円滑かつ効率的な推進を図る

べく、高橋を中心に随時研究進捗情報を交換

し、密接な相互協力のもとに推進する。 

 

（倫理面への配慮） 

ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理

指針に従い、研究試料提供者の人権及び利益

に十分配慮して、倫理審査委員会の承認を得

た上で進めた。また、動物実験等の実施に関

する基本指針に従い実施した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

１）クリニカルプロテオミクス解析にもとづ

く難治がんの病態解明と新規分子標的の探

索・同定 

がん転移の制御につながる新規機能分子の

同定を目指して、高転移性 LNM35 株と低転移性

亜株 N15 株を用いた網羅的タンパク質発現定

量比較解析を行った。その結果、両細胞株にお

いて約 3,700 種類のたんぱく質の発現を検出

し、発現差を認めるタンパク質として 385 種類

を同定した。最長術後９年間のフォローアップ

が完了している、外科切除を受けた非小細胞肺

がん患者 173 症例から得られた、網羅的タンパ

ク質発現プロファイルから臨床病態（術後再発

の有無）を予測する判別モデルの構築過程にお

いて構築された、29,000 種類の判別モデルを

構成したタンパク質を全てリスト化した。さら

に、その出現頻度によって非小細胞肺がんの術

後再発危険性との関連度のランク付けを行い、

非小細胞肺がんの生物学的な悪性度への関連

性の高いタンパク質として、514 種類のタンパ

ク質を抽出した。 

これら 514 種類の非小細胞肺がんの生物学

的な悪性度に関連するタンパク質群と、上述し

た高転移性ヒト非小細胞肺がん細胞株のモデ

ル系における転移能の獲得に関連するタンパ

ク質群との間で比較検討を進めて、両群に共通

する 18 種類のタンパク質を同定した。 

２）CLCP1 を分子標的とする難治がんの診断・

治療法への応用 

足場非依存性増殖を示す高転移性 LNM35 株

において、CLCP1 をノックダウンしソフトアガ

ー中の足場非接着状態に保ち、Hoechst33342

と PI で染色したところ、PI で染色される死細

胞が有意に増加し、アノイキスの誘導が観察

された。また、A549 株の JC-1 を用いた解析に

おいて、CLCP1 のノックダウンは、ミトコンド

リア膜の電位差の低下による赤色蛍光の緑色

蛍光への変化を惹起した。同時に、PI で染色

される死細胞（アノイキス）が増加した。さ

らに、これらの現象が siRNA 抵抗性 CLCP1 の

導入によって著明に抑制できることを確認し、

CLCP1 発現低下によって特異的に惹起された

ことを確認した。また、CLCP1 の細胞内ドメイ

ンに結合する分子群の探索を進めて、CLCP1

が、細胞接着斑においてインテグリンと複合

体を形成する paxillin 及び p130CAS(BCAR1)

と結合することを明らかとした。さらに、HA

タグを付加した CLCP1 細胞内ドメインをベイ

トにプルダウンし、プロテオミクス解析を適

用した網羅的な CLCP1 結合タンパクの探索を

開始した。 

抗 CLCP1 抗体 FA19-1 への暴露が RTK に及ぼ

す作用について、EGFR 変異を持つ肺がん細胞

株 PC9 を用いて検討を行い、以下の結果を得た。

FA19-1 抗体に暴露開始６時間後をピークとし

た、EGFR の発現低下とリン酸化の低下が観察

されるとともに、CLCP1 と RTK との複合体形成

の動態の検討では、CLCP1 と EGFR の恒常的結

合と、FA19-1 抗体への暴露による複合体形成

の促進が観察された。 
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また、CLCP1 のホモ複合体形成について

IP-WB 解析による検討を加えた結果、CLCP1 が

RTK との複合体形成に加えて、恒常的に CLCP1

がホモ二量体（或いは多量体）を形成している

ことが確認された。興味深いことに、FA19-1

抗体への暴露により、とくに 140kDa の CLCP1

分子のホモ二量体形成が促進された。 

３）プロジェクトの総合推進 

研究開発の円滑かつ効率的な推進を図るた

めに、随時研究進捗情報を交換しつつ、密接

な相互協力のもとに進めるべく、高橋が中心

となって本研究計画の全体を統括した。その

結果、柳澤を中心とするクリニカルプロテオ

ミクス解析にもとづく難治がんの病態解明と

新規分子標的の探索・同定と、長田を中心と

する CLCP1 を分子標的とする難治がんの診

断・治療法への応用を目指した研究開発を、

技術的支援以外にも相互に密接に協力しつつ

効率的に推進した結果、多くの成果を得るこ

とができた。 

 

 

Ｄ．考察 

非小細胞肺がんの病態と有意に関連する

514 種類のタンパク質を同定したが、これらの

分子群には、肺がん細胞における運動・浸潤・

転移能の獲得と機能的には関連しないものが

多数含まれている可能性が高い。そこで、臨床

試料と転移モデル系から取得された情報を統

合的に評価するべく、我々が樹立した転移能の

異なるヒト肺がん細胞株（LNM35株及びN15株）

間で発現差の異なる分子群の探索を進めて、運

動・浸潤・転移との機能的関連性を有するタン

パク質群が濃縮されて含まれると期待される

385 種類のタンパク質群を同定した。最終的に

18 種類のタンパク質を、臨床病態の形成に機

能的に関与し得る候補分子として同定した。こ

れらの候補分子群には、キナーゼや代謝・遊走

能制御及び、翻訳後修飾・輸送に関わる蛋白群

等が含まれ、機能的に重要な分子標的である可

能性が示唆される。十分に実験的な検証の遂行

が可能な数にまで絞り込むことができたので、

これらの分子について、肺癌細胞の運動・浸

潤・転移能の獲得への機能的な関与に関する

LNM35株とN15株を用いた実験的検証を開始し

た。 

我々が同定した新規分子標的 CLCP1 に関する

本年度の研究成果は、がん細胞における CLCP1

の高発現が、アノイキスの抑制を介して、がん

細胞の重要な細胞生物学的特徴である足場非

依存性増殖に役割を担っていることを示唆し

ている。CLCP1のシグナリングに関わる細胞内ド

メインに結合する分子として、paxillin と

p130CAS を同定したことは、CLCP1 によるアノイ

キス抑制のシグナリング経路の解明に重要な手

掛かりとなるものと期待される。現在鋭意遂行中

の CLCP1 の細胞内ドメインに結合する分子群の

網羅的探索とともに、さらなる検討を進めていく

予定である。 

また、抗CLCP1抗体FA19-1への曝露によって、

EGFR の発現量とリン酸化の低下が観察された。

両者の時系列的な動態は良く一致しており、

FA19-1 抗体への暴露によって EGFR が内在化し

て分解されたことによる、リン酸化型EGFRの存

在量の低下と考えられる。さらに、CLCP1が、RTK

とのヘテロ二量体とともに CLCP1 自身のホモ二

量体を形成しており、両者がFA19-1抗体への暴

露によって促進されることも明らかとなった。

今後さらに、FA19-1 抗体への曝露下で見られる

これらの現象の分子機序を明らかとして行きた

い。 

 

 
Ｅ．結論 

非小細胞肺がんの浸潤・転移の過程における

機能的な関与と、非小細胞肺がん患者における

臨床病態の双方に関連する、新たな分子標的の
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候補の 18 種類のタンパク質について、今後順

次実験的な検証を進めて、がん転移抑制法の開

発に資する標的分子の同定につなげることを

目指していく。 

CLCP1 が、足場非接着により誘導されるアノ

イキスの抑制に関わっていることが明らかと

なったので、今後その分子機序について、CLCP1

と結合する細胞内分子の同定を通じて明らか

にしていく。抗CLCP1抗体FA19-1への暴露によ

って、EGFR の発現低下が惹起されることを明ら

かとなった。今後さらに、本年度に見出した、

FA19-1 抗体による CLCP1 のホモ及びヘテロ二量

体（或いは多量体）形成の促進との機能的関連性

を中心により詳細な検討を行っていくとともに、

マウス移植腫瘍を用いた増殖抑制等についても

検討を進める予定である。 

 

 
Ｆ．健康危険情報 

   該当する事由なし 
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