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研究成果の概要（和文）：　癌転移の特性である足場非依存性能を治療の標的とするため、CDCP1による足場非
依存性能の制御機構を明らかにする事を目的として研究をおこなった。
　本研究により、細胞外領域に存在するCUB2ドメインが細胞膜のCDCP1同種複合体形成に関与する事を発見し、
さらにSrcチロシンキナーゼの活性化を介したCDCP1シグナルの制御に重要である事を明らかにした。また、
CDCP1シグナル遮断による足場非依存性能の抑制に関して有効な低分子化合物を２つ同定し、マウス腹膜播種実
験による胃癌細胞の転移を抑制する事に成功した。
　これら結果は、CDCP1が足場非依存性能を標的とした治療法に有用である事を示唆している。

研究成果の概要（英文）： In order to target anchorage-independence, which is a majour function of 
cancer metastasis, as a target of cancer therapy, we aimed to clarify the control mechanism of 
anchorage-independence by CUB domain-containing protein 1 ( CDCP1). In this study,  we revealed that
 the extracellular CUB2 domain of CDCP1 is involved in the CDCP1 homoohilic complex formation on the
 cell membrane and is also important for regulating CDCP1 signal via activation of Src family 
kinase. In addition, we identified two small-molecular compounds effective for suppressing 
anchorage-independence by blocking CDCP1 signal and succeeded in suppressing metastasis of gastric 
cancer cells by mouse peritoneal dissemination model.
 These results suggest that CDCP1 is useful candidate for cancer therapy targeting 
anchorage-independence of cancer cells.
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１．研究開始当初の背景 

 申請者は、これまでに継続して癌の特性

である足場非依存性能と細胞運動能・浸潤

能に重要な機能を持つ因子である CUB 
domain-containing protein 1 (CDCP1)の
研究をおこなってきた。CDCP１は機能未

定の因子であったが、研究代表者の研究か

ら、癌細胞の足場非存在下で Src キナーゼ

依存的に CDCP1 のリン酸化が亢進し、リ

ン酸化 CDCP1 が細胞死制御因子である

PKCδを膜上に留めて下流にシグナルを伝

えることによって細胞死を抑制する

SFK-CDCP1-PKCδ複合体を介したシグ

ナルの存在を報告し、CDCP1 タンパク質発

現の抑制による実験動物転移モデル系での

肺転移や腹膜播種の抑制も明らかにし、in 
vivo における重要性も確認した。 
このように、CDCP1 が癌の足場非依存性

能の獲得や浸潤・転移に重要な役割を担う

ことを証明してきたことにから、CDCP1
が癌進展における治療標的分子として有望

であることが示されたが、CDCP1 を標的と

するには、CDCP1 自身の制御機構及び、

CDCP1 下流シグナルの制御メカニズムを

明らかにしなければ、治療標的因子として

の有用性を明らかにすることはできないこ

とから研究を推進した。 

 

２．研究の目的 

 CDCP1 は、癌細胞に足場非依存性能を獲

得させ転移を促進するが、そのシグナル制

御機構は明らかになっていない。申請者は、

CDCP1 が同種複合体形成することを発見

し、CDCP1 細胞外ドメインによる CDCP1
シグナル制御機構の存在を推定した。今研

究では、（１）CDCP1 の細胞外ドメイン機

能領域を同定し、同種複合体形成等を含め

た CDCP1 機能の制御機構を明らかにする

事、（２）CDCP1 の細胞外領域の切断修飾

等による細胞機能への関与を明らかにする

事、（３）CDCP1-PKCδ結合を阻害する低

分子化合物を同定し、下流シグナル伝達へ

の効果と足場非依存性能への影響を明確に

示す事の３項目を検証し、CDCP1 が癌治療

法の標的候補として重要であるかを検証す

る事を目的とした。 
 
３．研究方法 

 ①CDCP1 蛋白質を抑制した癌細胞株を

用い、CDCP1 の細胞外領域の様々な欠失変

異体を発現する系を作成し、CDCP1 の同種

複合体形成に関わる領域を特定する。それ

と共に癌細胞の足場非依存性能を Cell 
Death Assay や Soft Agar Colony Assay 等

により確認する。さらに CDCP1 を含む下

流シグナルのリン酸化について検証する。 
②CDCP1 は細胞表面でプロテアーゼに

より切断されることが報告されているが、

細胞機能への影響はよく分かっていない。

よって切断されない CDCP1 変異体を作成

し、CDCP1 の切断修飾による足場非依存性

能、細胞増殖能、浸潤・転移能といった細

胞機能への関与を明らかにする。 
 ③CDCP1-PKCδの結合は CDCP1 のリ

ン酸化依存的に起こる。これまでに、PKC
δの CDCP1 結合部位である C2 領域のみ

を強発現するシグナル阻害により、足場非

依存性能が抑制される事を明らかにしてき

た。そこで、CDCP1-PKCδシグナルを阻

害するために CDCP1-PKCδ間の結合を検

出する系を確立し、CDCP1 シグナルの抑制

を抗リン酸化抗体等による Western blot 法
で検証し、PKCδの CDCP1 への結合阻害

による下流シグナル遮断を目的とした候補

物質を同定する。 

  

４．研究成果 

 癌転移機構の重要な要因の一つである足

場非依存性能に関与する CDCP1 細胞外ド

メインにおいて、3 つある CUB ドメインの

内の CUB2 ドメインが CDCP1 の 2 量体お

よびそれ以上の同種複合体形成に重要であ

る事を明らかにした。さらに、CUB2 ドメ

インのみの添加は、癌細胞膜上の CDCP1
の同種複合体形成を阻害して CDCP１細胞

内ドメインのチロシン残基をリン酸化する



Src family kinase (SFK)の活性を抑制する

ことが明らかとなった。また、CDCP1 シグ

ナル下流の PKCδのリン酸化も抑制され、

足場非依存性能及び細胞運動能を抑制する

ことを明らかにした。今後は、CUB2 ドメ

インに結合する抗体を作成し、抗体療法の

基盤研究を推進する予定である。 
 研究当初に、CDCP１の切断が CDCP１
シグナルの増強に関与するとの報告がなさ

れた。よって、CDCP１を切断する酵素を

阻害する事による CDCP１機能の抑制を介

した治療法開発が出来ないかを検討する事

とした。CDCP1 は膜型セリンプロテアーゼ

の MT-SP1 によって切られる可能性が指摘

されていたため、siRNA 法による MT-SP1
の抑制をおこなったところ、CDCP1 の細胞

外ドメインの切断が抑制されるとともに、

CDCP１シグナルも抑制されることが確認

された。そして、この切断抑制は、足場非

依存性能の抑制をも引き起こしている事が

観察された。つまり、MT-SP1 は CDCP1
切断の主要な酵素の一つであると考えられ、

MT-SP1 阻害剤による CDCP1 切断制御を

介した治療法の開発の可能性が示唆された。

よって、MT-SP1 による CDCP1 切断機構

に関するさらなる研究が治療基盤研究に必

要であると考えられる。 
一方のCDCP1細胞内ドメインにおいて、

CDCP1-PKCδの結合は、CDCP1 のリン酸

化依存的に起こること報告していた。また

これまでに、PKCδの CDCP1 結合部位で

ある C2 領域のみを強発現する結合阻害に

より、足場非依存性能が抑制される事をこ

れまで明らかにしてきた。そこで、CDCP1
シグナルを阻害するために細胞膜透過性

HIV-TAT 配列を N 末端側に付加した 17 ア

ミノ酸のリン酸化 CDCP1 ペプチドを作製

し、癌細胞に処理したところ、CDCP1-PKC
δを介したシグナルを抑制する事に成功し

た。また、CDCP1 細胞内ドメインと PKC
δ間の結合を検出するスクリーニング系を

確立し、低分子化合物による結合阻害実験

をおこなったところ、候補となる低分子化

合物を 2 つ同定することに成功した。これ

らの低分子化合物が、胃癌細胞株の増殖と

腹膜播種を in vivo で抑制することをマウ

ス皮下注射および腹腔内注入時の薬剤添加

実験で明らかにし、癌転移の特性である足

場非依存性能を標的とした低分子化合物に

よる新規治療法開発の基盤を確立すること

が出来た。 
 さらに興味深い知見として、小細胞肺癌

細胞株においては、足場非依存性に関与す

る CDCP1 の遺伝子座が欠失しながら足場

非依存性を保持しているを発見した。よっ

て、癌種によっては新規の足場非依存性能

の制御因子が存在する可能性があり、癌転

移治療開発における新たな足場非依存性に

対する標的因子の同定が期待できる。 
 以上の結果から、CDCP1 細胞外ドメイン

に関しては、①CDCP1 の細胞外ドメイン

CUB2 が同種複合体形成に重要である事、

②CDCP1 の MT-SP1 による切断がいくつ

かの癌細胞で足場非依存性能の獲得に重要

である事を示唆する成果が得られた。一方、

CDCP1 細胞内ドメインに関しては、③

CDCP1-PKCδ間の結合を阻害する低分子

化合物を同定し、動物転移モデルで転移抑

制の効果を確認する事が出来た。 
 今研究により、癌転移の特性である足場

非依存性能の制御機構に CDCP1 が重要な

役割を担っている事を明らかにするととも

に、CDCP1 が足場非依存性能を標的とした

治療法の開発に有用である事を示唆するこ

とが出来た。 
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