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厚生労働科学研究費補助金（第３次対がん総合戦略研究事業） 
総括研究報告書 

 

肺がんの浸潤・転移を抑制可能な分子標的の同定に基づく 

革新的テーラーメイド治療法の開発に関する研究 

 

研究代表者：高橋隆 名古屋大学大学院医学系研究科 

  分子腫瘍学分野・教授 

 

研究要旨  

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

の構築を目指した研究を進めた。本年度は、内因性の CLCP1 と、肺がんの

発生・進展に重要な役割を持つ EGFR 及び MET 受容体型チロシンキナーゼ

（RTK）との結合、及び、CLCP1 と RTK のリン酸化修飾への影響について

検討を加え、CLCP1 と RTK の結合と互いのシグナルに対するクロストーク

の存在を明確に支持する結果を得た。また、CLCP1 の発現抑制によって、

がん細胞の運動と浸潤及び転移に加えて、in vitro 及び in vivo におけ

る腫瘍の増殖も抑制し得ることを明らかとした。 

一方、CIM に関しては、がん細胞の細胞運動能・浸潤能の獲得における

機能的な役割について、プロテオミクス解析を通じて見出した 2つの CIM

結合分子（CD2AP 及び SH3KBP1）がともに、CIM の C 末に存在する OS-9 相

同領域を介して結合することを明らかとした。 

また、高転移性肺がん細胞亜株 NCI-H460-LNM35（LNM35）株と低転移性

親株 NCI-H460-N15（N15）株間で有意な発現差を示す約 300 種類の蛋白を

プロテオミクス解析によって同定し、肺がん患者試料の解析を通じて得た

情報との統合的な解析を進めた。さらに、そのうちの一つの DPYSL3

（dihydropyrimidinase-like 3）が、肺がんと並ぶ難治がんで高転移性な

膵がんにおいて高発現していることを見出すとともに、膵がん及び肺がん

の実験転移モデル系を用いて、がん細胞への転移能付与における DPYSL3

の機能的な関与を明らかとした。 

 

研究分担者 

長田啓隆：愛知県がんセンター研究所分

子腫瘍学分野・室長 

柳澤聖：名古屋大学大学院医学系研究科

分子腫瘍学分野・講師 

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。本研究は、プロテオ
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ミクス解析とバイオインフォマティクス

解析を駆使しつつ、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を確

立することを目指したものである。 

我々は、本研究グループが樹立した高転

移性ヒト肺癌細胞株 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 と CIM の二つの

転移関連分子の単離・同定に成功してい

る。CLCP1 は、がん抑制遺伝子ファミリー

に属する SEMA4B によって負に制御される

細胞膜受容体であり、一方 CIM は、ER に局

在し低酸素・低栄養などに起因する ER ス

トレス応答に重要な役割を担う分子であ

ることも明らかとなってきた。そこで、

我々の持つ網羅的発現解析技術を駆使し

て、CLCP1、CIM 或いはその結合・シグナリ

ング分子の同定を進めて、その転移・再発

等における機能的役割について検討を進

めて、当該シグナルの阻害による革新的が

ん治療法の開発へと道を拓くことを目指

して研究を進めた。また、LNM35 株という

極めて有用なヒト肺がんの転移研究モデ

ル系と、最新のプロテオミクス解析技術を

持つ当該研究グループの優位性を生かし

つつ、分子標的薬の創薬開発のさらなる分

子標的の探索・同定を併せて進めた。 

 

 

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 と、肺がんの分子病態に深く関わる

受容体型チロシンキナーゼ（RTK）の EGFR

及び MET との間の相互作用とその機能的な

意義について、proximity ligation assay 

(PLA)法による分子間相互作用の検討、

phos-tag を用いたウェスタンブロット法等

を用いた生化学的な検討、CLCP1 ノックダウ

ンによる増殖と転移抑制に関する細胞生物

学的な検討を行った。 

I-ii) CIM 及びそのシグナリング分子を標

的とした検討： 

CIMと候補CIM結合分子との結合について

は、LNM35 株に野生型及び、２種類の OS-9

相同領域欠失変異体 CIM 発現コンストラク

トを導入し、CIM 結合蛋白である CD2AP 及び

SH3KBP1 に対する抗体を用いて免疫沈降・ウ

ェスタンブロット法により検討を加えた。 

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： 

DPYSK3 の膵がん腫瘍組織及び正常主膵管

における発現について、ウェスタンブロッ

ト法による検討を行った。また、DPYSK3 の

転移能獲得への関与について、DPYSL3 を発

現する膵がん細胞株 CFPAC-1 と高転移性肺

癌細胞株 LNM35 を用いた検討を加えた。コ

ントロール siRNA 或いは、DPYSL3 に対する

siRNA を導入し、24 時間後にカルセインに

よる生細胞染色を行った後に、1.0 x 106 個

の細胞を SCID マウス（６週齢、♀）の尾静

脈から注入した。２日後に安楽死を行い PBS

で右心室から還流して非浸潤細胞を除去後

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-i) CLCP1 及びそのシグナリング分子を標

的とした検討：   

本年度は昨年度までの解析結果をさらに
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発展させて、内因性のCLCP1とRTKとの間の

相互作用の機能的な意義について検討を加

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。そこで、CLCP1-MET間の相

互作用について、HGF存在下で抗MET抗体と

抗リン酸化MET抗体を用いて検出されるシ

グナルを陽性対照としつつ、proximity 

ligation assay (PLA)法によっても検討し

た。その結果、抗CLCP1抗体と抗MET抗体を

用いた検討においては、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。 

また、CLCP1とRTKとの間の機能的相互作

用について、内因性CLCP1がEGFR或いはMET

とリン酸化修飾に関して、相互に及ぼす作

用を中心に検討を加えた。HPL1株及びPC9株

において、EGF或いはHGF添加によってEGFR

とMETのそれぞれを活性化した状態におけ

る内因性CLCP1のリン酸化をphos-tag法に

て検討した結果、内因性CLCP1のリン酸化の

亢進が観察された。一方、EGFR或いはMETの

チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-I、MET-I）

によりCLCP1のリン酸化は低下することが

明らかとなった。逆に、肺がん細胞株PC9に

おいて、予めCLCP1をsiRNAによってノック

ダウンした後にHGF添加によりMETを刺激し

たところ、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

制されることが観察され、ligandによるRTK

の活性化にCLCP1が関与することが強く示

唆された 

さらに、高転移性肺がん細胞株 LNM35 株

のマウス移植腫瘍の増殖と遠隔転移に対し

て、CLCP1 のノックダウンが及ぼす影響につ

いて検討を加えた結果、LNM35 株のマウス移

植腫瘍の増殖と、肺及びリンパ節への転移

の抑制が観察された。また、CLCP1 のノック

ダウンは、LNM35 株以外の複数の肺がん細胞

株においても、有意な増殖抑制を惹起し、

CLCP1 の分子標的候補としての有用性が示

唆された。 

I-ii) CIM 及びそのシグナリング分子を標

的とした検討： 

CIM の N 末と C末に存在する OS-9 と相同

性を有するドメインと、CIM と複合体を形成

し細胞運動能の付与に関わると考えられる

CD2AP或いはSH3KBP1との複合体形成に関し

検討するために、これらの相同領域の欠失

変異体を作成し免疫沈降法による解析を加

えた。その結果マンノース 6 リン酸受容体

と高い相同性を示す C 末側の相同領域を介

して結合することが明らかとなった。 

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： 

がん転移の制御につながる新規候補標的

分子として同定したDPYSL3の発現について、

手術摘出膵がん組織検体を用いた検討を行

った。その結果、正常主膵管組織と比較し

て、膵がん症例 22 検体中 16 検体（72.7%）

においてDPYSL3の高発現を認めた。さらに、

in vivo における DPYSL3 の転移への関わり

を検討するべく、DPYSL3 を siRNA を用いて

発現抑制した際の実験的肺転移能について

検討を行った。まず、DPYSL3 高発現膵がん

細胞株である CFPAC-1 細胞を用いて、in 

vitroにてsiRNAによるDPYSL発現の抑制を

行った後に、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、顕著な肺への転移能の抑制が認められ

た。同様に DPYSL3 を高発現する LNM35 細胞

株を用いた検討は、DPYSL3 の発現抑制によ

る肺転移能の減弱を明らかとした。 
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一方、新たな転移関連分子の探索におい

ては、肺がん手術摘出腫瘍組織 119 検体の

プロテオミクス解析を通じて、これまでに

術後予後と関連する約 500 種類の蛋白を同

定している。さらに、得られた情報につい

て、LNM35 株と N15 株間で有意な発現差を示

す約 300 種類の蛋白群との比較検討を加え

た。その結果、 DPYSL3 を含む約 50 種類の

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 

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。

本研究課題は、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

盤を確立することを目指すものであり、難

治がんの代表例たる肺がんの治療に大きな

インパクトを与えることが期待される。 

本研究において、CLCP1 が SEMA4B のみな

らず、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のEGFR及び

MET とも、相互作用を示すことを見出してき

た。CLCP1 の発現は極めて高い腫瘍特異性を

持っており、これまでに得られた情報をも

とに、分泌型 SEMA4B 及び分泌型 CLCP1 や、

抗 CLCP1 抗体等を用いた分子標的薬の開発

が可能と考えている。例えば、膜貫通型分

子である SEMA4B の細胞外領域を IgG-Fc ド

メインと融合した分泌型 SEMA4B-Fc によっ

て、CLCP1 のプロテアソーム依存的分解の惹

起による発現抑制が可能なことを明らかと

している。また、CLCP1 の細胞外領域を

IgG-Fcドメインと融合した分泌型CLCP1-Fc

の発現コンストラクトを用いた内因性

CLCP1とRTKとの間の相互作用に対する抑制

効果、さらには肺がん細胞の運動・浸潤及

び転移に対する抑制活性についても、検討

を進めたいと考えている。一方、抗 CLCP1

抗体を用いた予備的検討は、抗 CLCP1 抗体

の細胞内への取り込み(internalization)

を強く示唆しており、現在その診断や治療

への応用を目指してさらなる検討を始めつ

つある。このような CLCP1 を分子標的とす

る研究開発は、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。 

本研究において我々はこれまでに、がん

細胞が転移巣の微小環境で晒される低酸素

や小胞体ストレスに対する耐性を、CIM が付

与することを明らかとしてきた。本年度の

研究成果は、CIM の運動能・浸潤能の制御機

序に関わる CIM 結合分子として昨年度に同

定した CD2AP 及び SH3KBP1 との相互作用に

ついて、さらに詳細な情報をもたらした。

CIM と両分子との結合に関わる領域は、マン

ノース 6 リン酸受容体相同領域を含む。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。また、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。 

一方、新たな転移関連分子の探索・同定

を目指した検討は、高転移性 LNM35 株のプ

ロテオミクス解析データと、肺がん並びに

膵がんの患者試料から得た情報との統合的

な解析を通じて、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 種類余りの候補転移関連分子を同

定している。今後さらに研究を発展させ、
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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

子機序の解明と、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。 

 

E. 健康危険情報 

特記すべき事項無し 
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厚生労働科学研究費補助金（第３次対がん総合戦略研究事業） 
分担研究報告書 

 

肺がんの浸潤・転移を抑制可能な分子標的の同定に基づく 

革新的テーラーメイド治療法の開発に関する研究 

 

研究分担項目： CLCP1 に関する研究開発 

研究分担者：長田啓隆 愛知県がんセンター研究所 

 分子腫瘍学部・室長 

 

研究要旨  

 本分担研究では、転移関連新規遺伝子 CLCP1 の機能解析を進め、その

知見を新規のがん診断治療法へ応用することを目的とし、これまでに細

胞膜貫通分子 CLCP1 が、肺がんの病態に重要な寄与をする受容体型チロ

シンキナーゼ(RTK)分子 EGFR 及び MET と相互作用することや、相互の機

能的クロストークを示唆する知見も得てきた。今年度は、これらの知見

に基づき、内因性の CLCP1 と RTK の相互作用の機能的な制御関係を中心

に CLCP1 の機能解析を更に進めた。まず免疫沈降法と Proximity 

ligation assay (PLA)法により CLCP1-RTK 複合体形成を確認した。更に

Phos-tagゲル解析により内因性CLCP1のリン酸化が相互作用するRTKの

活性により強く制御されていることが判明した。また、CLCP1 ノックダ

ウンによって、HGF による MET の活性化が抑制されることが示された。

更に CLCP1 ノックダウンが細胞運動能・浸潤能だけでなく細胞増殖にも

関与することを示す結果も得た。以上の研究結果は、CLCP1 が肺がん細

胞の病態に深く関与する RTK シグナル伝達に関わり、肺がんの転移・悪

性化に寄与することを強く示唆した。 

 

 

 

A. 研究目的 

本研究の目的は、我が国をはじめとする

先進諸国のがん死亡原因第 1 位である肺が

んを対象に、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研究と革新

的なテーラーメイド分子診断・治療法の開

発を目指すことにある。そのために本分担

者は、我々の研究グループが単離・同定し

た転移関連新規遺伝子CLCP1の解析を進め、

その知見を新規のがん診断治療法へ応用す

ることを目指している。 

CLCP1 は、がん抑制遺伝子ファミリ―に属
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する SEMA4B が結合し、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が示唆される。

昨年度まで CLCP1 結合分子の探索を進め、

受容体型チロシンキナーゼ(RTK)の EGFR 及

び MET が CLCP1 結合分子であることを同定

した。また CLCP1 下流遺伝子群が関連する

パスウェイが肺がん予後にも関与すること

が示唆された。更に CLCP1 のドメイン欠失

変異体やリン酸化部位変異体の発現コンス

トラクトを作成し、RTK との機能的相互作用

や RTK シグナルとのクロストーク等を探索

した。 

今年度は、この CLCP1 と RTK の機能的相

互作用を更に検討した。Proximity ligation 

assay (PLA)法による CLCP1-RTK 複合体形成

の確認、Phos-tag ゲルによる内因性 CLCP1

のリン酸化制御、CLCP1 ノックダウンによる

MET の活性化制御等を検討した。また CLCP1

ノックダウンによる細胞生物学的作用も検

討した。さらに、これらの知見を CLCP1 を

分子標的とする革新的ながんの診断・治療

法の樹立へと結び付けるべく、当該シグナ

ルの新規阻害法の開発を目指した検討を進

めた。 

 

 

B. 研究方法 

Proximity ligation assay (PLA)法 

肺がん細胞をスライドグラスで培養し、

ホスト種の異なる２種の一次抗体を用いて、

Duolink in situ(Olink 社)のプロトコール

に従い、Duolink PLA probe 反応・PLA probe

のハイブリ-ライゲーション・伸長反応を行

い、標識プローブにて PLA シグナルを検出

した。PLA シグナルにより２種の一次抗体の

隣接が示される。 

Phos-tag ウェスタンブロット 

Phos-tag® Acrylamide 50μM 、 MnCl2 

100μMを添加したSDS-PAGEゲルでウェスタ

ンブロットを行った。得られたシグナル強

度を Densitometer で定量化し、リン酸化/

非リン酸化率を算出した。また、対照とし

て、PC9 の lysate をλ-フォスファターゼ処

理にて脱リン酸化したサンプルを用いた。 

CLCP1 ノックダウン 

CLCP1 に対するノックダウン効率が保障

された siRNA を購入し、Lipofectamine 

RNAiMAX を用いて、肺がん細胞株内に導入し

た。ノックダウンによる生物学的効果は複

数の siRNA を用いて確認した。LNM35 の

Xenograft 実験に於いては、CLCP1 に対する

shRNA 発現ベクターを導入し、恒常的に

CLCP1 が発現抑制されている亜株を選択し

て用いた。 

 

 

C. 研究結果 

本研究において、CLCP1がSEMA4Bに加えて

受容体型チロシンキナーゼ（RTK）である

EGFR及びMETと相互作用することを見出し、

昨年度までの検討で、293T細胞における強

制発現系を用いてCLCP1とこれらのRTK間の

相互作用に関する検討を進めた。その結果、

CLCP1-EGFR結合ドメインの同定、CLCP1リン

酸化部位変異やEGFR活性によるCLCP1-EGFR

結合制御、CLCP1下流シグナルとEGFR下流シ

グナルの密接な関連、等が明らかとなり、

CLCP1とRTKとの結合が種々の制御を受け、

また機能的な相互作用であることが示唆さ

れてきた。本年度は、肺がん細胞の分子病

態形成への関わりをより良く反映する、内

因性のCLCP1とRTKとの間の相互作用の機能

的な意義について更に検討を加えた。 



最初にCLCP1

因性の相互作用を検討した。免疫沈降－ウ

ェスタンブロット法によって、

がCLCP1と共沈降することが検出され、内因

性のCLCP1

その知見をさらに確認するために、

CLCP1-MET

ligation assay (PLA)

た。対照として、抗

抗体を用いた検討では、

激下でのみ

２種の抗体の隣接を特異的に検出している

ことが示された。次に抗

抗体でPLA

の有無にかかわらず

HGF非依存性の内因性

れた（図１）

 

 

 

 

 

 

 

 

また、CLCP1

用について、内因性

の間において、そのリン酸化修飾に対し相

互に及ぼす作用を中心に検討を加えた。

HPL1株及び

るEGF或いは

を活性化し、

リン酸化を検討した。その結果

ゲルで低泳動性のリン酸化

の増強が見られ、内因性

亢進が観察された。一方、逆に

METのチロシンキナーゼ阻害剤（

図１ PLA法による

CLCP1とEGFR

因性の相互作用を検討した。免疫沈降－ウ

ェスタンブロット法によって、

と共沈降することが検出され、内因

CLCP1-RTK相互作用が確認された。また、

その知見をさらに確認するために、

MET間の相互作用について

ion assay (PLA)

た。対照として、抗MET

抗体を用いた検討では、

激下でのみPLAシグナルが得られ、

２種の抗体の隣接を特異的に検出している

ことが示された。次に抗

PLAシグナルを検討したところ、

の有無にかかわらず

非依存性の内因性

（図１）。 

CLCP1とRTK

用について、内因性

の間において、そのリン酸化修飾に対し相

互に及ぼす作用を中心に検討を加えた。

株及びPC9株にお

或いはHGFを添加して、

を活性化し、Phos-tag

リン酸化を検討した。その結果
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ェスタンブロット法によって、

と共沈降することが検出され、内因
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その知見をさらに確認するために、

間の相互作用について

ion assay (PLA)法によっても検討し

MET抗体と抗

抗体を用いた検討では、MET ligand

シグナルが得られ、

２種の抗体の隣接を特異的に検出している

ことが示された。次に抗CLCP1

シグナルを検討したところ、

の有無にかかわらずPLAシグナルが得られ、

非依存性の内因性CLCP1-MET

RTKとの間の機能的相互作

用について、内因性CLCP1がEGFR

の間において、そのリン酸化修飾に対し相

互に及ぼす作用を中心に検討を加えた。

おいて、RTK ligand

を添加して、EGFR

tag法にて内因性

リン酸化を検討した。その結果

ゲルで低泳動性のリン酸化CLCP1

の増強が見られ、内因性CLCP1

亢進が観察された。一方、逆に

のチロシンキナーゼ阻害剤（

CLCP1とMETの相互作用の

検討 

METのRTKとの内

因性の相互作用を検討した。免疫沈降－ウ

ェスタンブロット法によって、EGFR及び

と共沈降することが検出され、内因

相互作用が確認された。また、

その知見をさらに確認するために、

間の相互作用についてproximity 

法によっても検討し

抗体と抗Phospho-

MET ligandのHGF

シグナルが得られ、PLA法が

２種の抗体の隣接を特異的に検出している

CLCP1抗体と抗

シグナルを検討したところ、

シグナルが得られ、

MET結合が示さ

との間の機能的相互作

EGFR及びMET

の間において、そのリン酸化修飾に対し相

互に及ぼす作用を中心に検討を加えた。

RTK ligandであ

EGFR或いは

法にて内因性CLCP1

リン酸化を検討した。その結果、Phos-

CLCP1シグナル

のリン酸化の

亢進が観察された。一方、逆にEGFR或いは

のチロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-I

の相互作用の
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との内

因性の相互作用を検討した。免疫沈降－ウ

及びMET

と共沈降することが検出され、内因

相互作用が確認された。また、

その知見をさらに確認するために、

proximity 

法によっても検討し
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HGF刺

法が

２種の抗体の隣接を特異的に検出している
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シグナルを検討したところ、HGF

シグナルが得られ、
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METと
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互に及ぼす作用を中心に検討を加えた。
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或いはMET
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MET

ことが明らかとなった
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CLCP1

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

に、

対照

活性化を反映するリン酸化が抑制されるこ

とが観察され、

CLCP1

３）

胞内において、内因性の

的に相互作用していることが強く示唆され

た。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

このような

CLCP1
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図２ RTK 活性と相関する内因性

MET-I）により

ことが明らかとなった

さらに、肺がん細胞株

CLCP1をsiRNA

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

に、HGF添加により

対照siRNAに比して、

活性化を反映するリン酸化が抑制されるこ

とが観察され、

CLCP1が関与することが強く示唆された

３）。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

的に相互作用していることが強く示唆され

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

このような

CLCP1ががんの診断・治療において有用な標

図３ CLCP1 ノックダウンで引き起こされる、

HGF による

活性と相関する内因性

酸化の制御

）によりCLCP1のリン酸化は低下する

ことが明らかとなった（図２）

さらに、肺がん細胞株

siRNAによってノックダウンした後

添加によりMET

に比して、CLCP1

活性化を反映するリン酸化が抑制されるこ

とが観察され、ligandによる

が関与することが強く示唆された

。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

的に相互作用していることが強く示唆され

このようなCLCP1の機能解析の知見から、

ががんの診断・治療において有用な標

ノックダウンで引き起こされる、

による MET 活性化の抑制

活性と相関する内因性 CLCP1

酸化の制御 

のリン酸化は低下する

（図２）。 

さらに、肺がん細胞株PC9において、予め

によってノックダウンした後

METを刺激したところ、

CLCP1-siRNA

活性化を反映するリン酸化が抑制されるこ

によるRTKの活性化に

が関与することが強く示唆された

。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

的に相互作用していることが強く示唆され

の機能解析の知見から、

ががんの診断・治療において有用な標

ノックダウンで引き起こされる、

活性化の抑制 

CLCP1 のリン

のリン酸化は低下する

 

において、予め

によってノックダウンした後 

を刺激したところ、

siRNAではMETの

活性化を反映するリン酸化が抑制されるこ

の活性化に

が関与することが強く示唆された（図

。これらの結果から、肺がん細胞株の細

がRTKと機能
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の機能解析の知見から、

ががんの診断・治療において有用な標
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を刺激したところ、
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。これらの結果から、肺がん細胞株の細

と機能

的に相互作用していることが強く示唆され

の機能解析の知見から、

ががんの診断・治療において有用な標



的分子であることが示唆される。がん治療

への応用を目指し、これまでに

クダウンが、高転移性肺がん細胞株

の遠隔転移能を抑制するとともに、腫瘍増

殖も抑制させる結果が得られており、

ががんの治療標的分子候補である事を示し

てきた（図４）

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また本研究のこれまでの解析から、

ノックダウンが複数の他の肺がん細胞株に

おいても有意な増殖抑制を引き起こすこと

が明らかとなってきた

序の一つとして、これらの内因性の

RTKとの相互作用が関与している可能性が

考えられるので、

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５ CLCP1

図４ CLCP1

的分子であることが示唆される。がん治療

への応用を目指し、これまでに

クダウンが、高転移性肺がん細胞株

の遠隔転移能を抑制するとともに、腫瘍増

殖も抑制させる結果が得られており、

ががんの治療標的分子候補である事を示し

（図４）。 

また本研究のこれまでの解析から、

ノックダウンが複数の他の肺がん細胞株に

おいても有意な増殖抑制を引き起こすこと

が明らかとなってきた

序の一つとして、これらの内因性の

との相互作用が関与している可能性が

考えられるので、CLCP1

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。

CLCP1 ノックダウンによる肺癌細胞株の

増殖抑制

CLCP1 ノックダウンによる

増殖能・転移能の制御

的分子であることが示唆される。がん治療

への応用を目指し、これまでに

クダウンが、高転移性肺がん細胞株

の遠隔転移能を抑制するとともに、腫瘍増

殖も抑制させる結果が得られており、

ががんの治療標的分子候補である事を示し

また本研究のこれまでの解析から、

ノックダウンが複数の他の肺がん細胞株に

おいても有意な増殖抑制を引き起こすこと

が明らかとなってきた（図５）

序の一つとして、これらの内因性の

との相互作用が関与している可能性が

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。 

ノックダウンによる肺癌細胞株の

増殖抑制 

ノックダウンによる

増殖能・転移能の制御

的分子であることが示唆される。がん治療

への応用を目指し、これまでにCLCP1のノッ

クダウンが、高転移性肺がん細胞株LNM35

の遠隔転移能を抑制するとともに、腫瘍増

殖も抑制させる結果が得られており、CLCP1

ががんの治療標的分子候補である事を示し

また本研究のこれまでの解析から、CLCP1

ノックダウンが複数の他の肺がん細胞株に

おいても有意な増殖抑制を引き起こすこと

（図５）。その分子機

序の一つとして、これらの内因性のCLCP1

との相互作用が関与している可能性が

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、

 

ノックダウンによる肺癌細胞株の

ノックダウンによる LNM35 の腫瘍

増殖能・転移能の制御 
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的分子であることが示唆される。がん治療

のノッ

LNM35株

の遠隔転移能を抑制するとともに、腫瘍増

CLCP1

ががんの治療標的分子候補である事を示し

CLCP1

ノックダウンが複数の他の肺がん細胞株に

おいても有意な増殖抑制を引き起こすこと

。その分子機

CLCP1と

との相互作用が関与している可能性が

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、

 

D. 

本研究で得られた研究成果は、

めて腫瘍特異的な発現と相まって、分子標

的候補としての有望性を強く示唆している。

これまでに得られ

泌型

抗体等を用いた、

薬開発が可能であると考えている。

例えば、これまでに

して同定した、膜貫通型分子である

の細胞外領域を

分泌型

アソーム依存的分解の惹起による発現抑制

が可能なことを明らかとしている。さらに、

本研究過程の中で、膜貫通型分子である

CLCP1

合した分泌型

トの作成を終了し、その内因性

との間の相互作用に対する抑制効果、さら

には肺がん細胞の運動・浸潤及び転移に対

する抑制活性について検討を進める予定で

ある。また、

た現在までの予備的な検討の結果は、

に結合した抗

込み

り、現在その診断や治療への応用を目指し

てさらなる検討を始めつつある。

このような

開発は、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。

 

 

E. 

1. 

1 

ノックダウンによる肺癌細胞株の

の腫瘍

 

. 考察及び結論

本研究で得られた研究成果は、

めて腫瘍特異的な発現と相まって、分子標

的候補としての有望性を強く示唆している。

これまでに得られ

泌型 SEMA4B 及び分泌型

抗体等を用いた、

薬開発が可能であると考えている。

例えば、これまでに

して同定した、膜貫通型分子である

の細胞外領域を

分泌型 SEMA4B

アソーム依存的分解の惹起による発現抑制

が可能なことを明らかとしている。さらに、

本研究過程の中で、膜貫通型分子である

CLCP1 の細胞外領域を

合した分泌型

トの作成を終了し、その内因性

との間の相互作用に対する抑制効果、さら

には肺がん細胞の運動・浸潤及び転移に対

する抑制活性について検討を進める予定で

ある。また、

た現在までの予備的な検討の結果は、

に結合した抗

込み(internalization)

り、現在その診断や治療への応用を目指し

てさらなる検討を始めつつある。

このような

開発は、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。

E. 研究発表 

1. 論文発表 

Tanaka I, Osada H

考察及び結論 

本研究で得られた研究成果は、

めて腫瘍特異的な発現と相まって、分子標

的候補としての有望性を強く示唆している。

これまでに得られた成果にもとづいて、分

及び分泌型

抗体等を用いた、CLCP1

薬開発が可能であると考えている。

例えば、これまでに

して同定した、膜貫通型分子である

の細胞外領域をIgG-Fc

SEMA4B-Fc によって、

アソーム依存的分解の惹起による発現抑制

が可能なことを明らかとしている。さらに、

本研究過程の中で、膜貫通型分子である

の細胞外領域を IgG

合した分泌型CLCP1-Fc

トの作成を終了し、その内因性

との間の相互作用に対する抑制効果、さら

には肺がん細胞の運動・浸潤及び転移に対

する抑制活性について検討を進める予定で

ある。また、CLCP1 を標的とした抗体を用い

た現在までの予備的な検討の結果は、

に結合した抗 CLCP1 抗体の細胞内への取り

(internalization)

り、現在その診断や治療への応用を目指し

てさらなる検討を始めつつある。

このような CLCP1 を分子標的とする研究

開発は、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。 

 

 

Osada H, Fujii M, Fukatsu A, Hida 

本研究で得られた研究成果は、

めて腫瘍特異的な発現と相まって、分子標

的候補としての有望性を強く示唆している。

た成果にもとづいて、分

及び分泌型 CLCP1 や、抗

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。

例えば、これまでに CLCP1 のリガンドと

して同定した、膜貫通型分子である

Fcドメインと融合した

によって、CLCP1

アソーム依存的分解の惹起による発現抑制

が可能なことを明らかとしている。さらに、

本研究過程の中で、膜貫通型分子である

IgG-Fc ドメインと融

Fcの発現コンストラク

トの作成を終了し、その内因性 CLCP1

との間の相互作用に対する抑制効果、さら

には肺がん細胞の運動・浸潤及び転移に対

する抑制活性について検討を進める予定で

を標的とした抗体を用い

た現在までの予備的な検討の結果は、

抗体の細胞内への取り

(internalization)を強く示唆してお

り、現在その診断や治療への応用を目指し

てさらなる検討を始めつつある。

を分子標的とする研究

開発は、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

, Fujii M, Fukatsu A, Hida 

本研究で得られた研究成果は、CLCP1 の極

めて腫瘍特異的な発現と相まって、分子標

的候補としての有望性を強く示唆している。

た成果にもとづいて、分

や、抗 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。 

のリガンドと

して同定した、膜貫通型分子である SEMA4B

ドメインと融合した

CLCP1 のプロテ

アソーム依存的分解の惹起による発現抑制

が可能なことを明らかとしている。さらに、

本研究過程の中で、膜貫通型分子である

ドメインと融

の発現コンストラク

CLCP1 と RTK

との間の相互作用に対する抑制効果、さら

には肺がん細胞の運動・浸潤及び転移に対

する抑制活性について検討を進める予定で

を標的とした抗体を用い

た現在までの予備的な検討の結果は、CLCP1

抗体の細胞内への取り

を強く示唆してお

り、現在その診断や治療への応用を目指し

てさらなる検討を始めつつある。 

を分子標的とする研究

開発は、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

, Fujii M, Fukatsu A, Hida 

の極

めて腫瘍特異的な発現と相まって、分子標

的候補としての有望性を強く示唆している。

た成果にもとづいて、分

CLCP1

を分子標的とする創

のリガンドと

SEMA4B

ドメインと融合した

のプロテ

アソーム依存的分解の惹起による発現抑制

が可能なことを明らかとしている。さらに、

本研究過程の中で、膜貫通型分子である

ドメインと融

の発現コンストラク

RTK

との間の相互作用に対する抑制効果、さら

には肺がん細胞の運動・浸潤及び転移に対

する抑制活性について検討を進める予定で

を標的とした抗体を用い

CLCP1

抗体の細胞内への取り

を強く示唆してお

り、現在その診断や治療への応用を目指し

を分子標的とする研究

開発は、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

, Fujii M, Fukatsu A, Hida 
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厚生労働科学研究費補助金（第３次対がん総合戦略研究事業） 

分担研究報告書 

 

肺がんの浸潤・転移を抑制可能な分子標的の同定に基づく 

革新的テーラーメイド治療法の開発に関する研究 

 

研究分担項目：CIM に関する研究開発及び新規標的分子の探索・同定 

研究分担者：柳澤聖 名古屋大学大学院医学系研究科 

 分子腫瘍学分野・講師 

 

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
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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。  
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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
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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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