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研究成果の概要（和文）：がん細胞と宿主の遺伝子解析を行い、がんの分子診断に有用な技術、

標的分子を明らかにした。まず、我々が開発したアレル当りの遺伝子発現の高度定量的解析法

である RNA Difference Plot 法を用いて、家族性腫瘍の原因遺伝子のアレル当りの発現が、そ

の変異保因者間の表現型の予測に有用であることを見出した。次に、非小細胞肺がん、腎淡明

細胞がんでは、CADM1、並びにその結合タンパク質である 4.1B ががん抑制遺伝子として働く

ことを見出した。一方、成人 T 細胞性白血病では CADM1 が特異的に高発現し、下流では 

Tiam1 が結合し、RAC タンパク質を活性化して細胞浸潤能を亢進すること、従ってこの経路

が浸潤抑制の標的分子経路となることを見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：For the molecular diagnosis of human cancer, novel molecular 

targets were identified and a useful technique was developed through the genetic analysis 

of human cancer cells as well as the host individuals.  Using RNA difference plot, a highly 

quantitative method to identify allele-specific gene expression that we have developed 

previously, we found that the allele-specific expression of the responsible genes for familial 

cancer were well correlated with the phenotypic variation in the carriers of the relevant 

gene mutations.  Furthermore, we found that a cell adhesion molecule, CADM1, and its 

binding partner, 4.1B, act as tumor suppressors in human non-small cell lung cancer and 

renal clear cell carcinoma, whereas CADM1 was ectopically overexpressed in adult T-cell 

leukemia (ATL).  In ATL, CADM1 associated with Tiam1 and enhanced the cell mobility 

through activation of Rac, providing a possible molecular cascade for suppressing the 

invasion of ATL. 
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定し、宿主側の遺伝的要因、環境因子と、各

臓器がんにおける遺伝子異常、並びにその相

互作用を明らかにすることは、がんの個別化

医療を進める上で重要である。我々は 2001

年に、非小細胞肺がんの新規がん抑制遺伝子 

CADM1 を同定した。また、2004 年にアレル

当りの遺伝子発現の高度定量的解析法である 

RNA Difference Plot 法を確立した。そこで、

RDP 法を用いた家族性腫瘍の保因者の診断、

並びに CADM1 の異常が関わる腫瘍を明ら

かにすることが必要と考えられた。 

 

２．研究の目的 

1) RDP 法を用いて、家族性腫瘍の保因者にお

ける診断、変異アレルの発現量と表現型との相

関を明らかにする。 

2)種々の上皮性腫瘍における CADM1 とそ

の分子経路の意義を、ゲノム、エピゲノム、遺

伝子発現、タンパク質の相互作用の解析により

明らかにする。 

3) ATL による CADM1 異所性発現の病理学

的、また生物学的意義を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

RDP 解析： 

家族性腫瘍の保因者のリンパ球の mRNA を

抽出し、変異アレルと野生型アレルの遺伝子

発現の相対量を RDP 法によって解析する。 

 

CADM1、並びに関連遺伝子の発現の解析： 

CADM1 や関連分子の発現の有無は定量的 

RT-PCR やノーザン・ブロット解析、CADM1

特異的抗体を用いた免疫組織染色、ウエスタ

ン・ブロット解析により検討した。 

 

遺伝子メチル化の解析： 

遺伝子プロモーター領域のメチル化の有無は、

重亜硫酸処理・塩基配列決定法や重亜硫酸処

理・SSCP 法により解析した。 

 

CADM１ siRNAによる発現抑制： 

CADM1高発現細胞にCADM1siRNAをトラン

スフェクションして発現を抑制し、形態や結合

タンパク質の変化を共焦点顕微鏡解析、ウェス

タン・ブロット解析により検討した。 

 

Cadm1遺伝子欠損マウスの解析： 

先行研究で作成したCadm1遺伝子欠損マウス

(C57BL6とSv129系統)を繁殖、飼育し、 

１５ヶ月、１８ヶ月、２２ヶ月齢のCadm1遺

伝子ホモ欠損、ヘテロ欠損、野生型マウスを解

剖し、全臓器における腫瘍発生、異常の有無を

肉眼的、組織学的解析により検討した。肺腫瘍

については、病理解析、ゲノムDNA, 

mRNA、タンパク質抽出を行い、また培養

細胞樹立を試みた。 

 

４．研究成果 

1. アレル特異的発現を指標とした、がん感

受性に関わる遺伝子変異、多型の意義の解

析：我々が開発したアレル当りの遺伝子発

現の高度定量的解析法である RNA （文献 

21）、Difference Plot (RDP) 法を用いて

、がん関連遺伝子のアレル当りの発現の実

態を、定常状態、並びに発現を誘導した状

態で検討した。すなわち、不死化した健常

人のリンパ球12例を用い、5Gy の放射線

の照射前、並びに照射後４時間の全細胞

RNA、並びにゲノムDNAを抽出し、18個

のDNA修復酵素遺伝子群のアレル当たり

の発現量の実態を検討した。この結果、照

射前には、17遺伝子(94%)が両アレルから

均等に発現したのに対し、照射４時間後に

は8遺伝子(44%)が、アレル間の不均衡発現

を示した。この結果から、放射線照射によ

って発現を誘導すると、DNA修復酵素遺

伝子の発現には相当量の個体差が現れる

ことが明らかになった。 

 一方、網膜芽細胞腫、遺伝性非ポ

リポーシス大腸がん患者の末梢血リンパ

球を用いて、変異アレルと野生型アレルの

発現の相対比を RDP 法で解析し、その表

現型の強さとの相関を調べ、網膜芽細胞腫

の患者で変異 RB1アレルの発現が保因者

間で異なり、その表現型と相関する可能性

を見出した。 

 

2. 種々の上皮性腫瘍における CADM1 

とその分子経路上の4.1B の不活化とその

意義： 

CADM1は免疫グロブリン・スーパーファ

ミリーに属する膜糖蛋白質をコードし、大

部分の上皮と脳で接着分子として作用す

る。さらにCADM1は細胞内領域でアクチ

ン結合蛋白質4.1Bと結合し、細胞骨格の制

御に関わることが示唆された。4.1B も肺

腺癌で発現低下を示すことから同定され

た分子であり、肺癌抑制遺伝子の候補であ

る。そこで我々は CADM1と4.1Bとが肺

における同一の腫瘍抑制経路を形成して

いると考え、非小細胞肺がん (NSCLC) に

おける両遺伝子のメチル化の有無を検討

した。 

CADM11 遺伝子の上流からエクソン 1、

イントロン１の部分には CpG アイラン

ドが存在する。この中で特に転写開始点



 

 

直上の６箇所の CpG 配列のメチル化の程度

が、CADM1 遺伝子の発現と強く相関するこ

とを見出した。そこで、この断片のメチル化

の有無を重亜硫酸処理後の塩基配列決定、並

びに SSCP 解析により検討した。この結果６

箇所の CpG 配列のメチル化の様式に応じて

SSCP 解析における易動度が異なり、その変

化を定量的、かつアレル別に検出することが

できた。このような解析により、CADM1 の

メチル化は原発性 NSCLC 103 例中 45 例

(44%)に認められ、扁平上皮がん、腺がんなど、

すべての組織型に見出されることが明らかに

なった。また、予後との関係を検討したとこ

ろ、68 例の腺癌において、TSLC1 遺伝子に

メチル化を示した症例では有意に無再発生存

期間が短縮し(P=0.049)、独立した予後因子と

なることが示された(P=0.038)（文献 27）。 

 一方、４.1B 遺伝子のメチル化につ

いても同様に解析したところ、同じ原発性

NSCLC 103 例中 59 例(57%)でプロモーター

領域のメチル化が認められた。このメチル化

は、扁平上皮癌ではステージ１の腫瘍の 90%

ですでに認められたが、腺癌では臨床病期の

進行に伴って有意に頻度が増加し（p=0.026）、

多段階発癌における役割の違いが示唆された。

さらに腺癌においては、4.1B 遺伝子にメチル

化を示した症例では有意に無再発生存期間、

並びに全生存期間が短縮した(各々、P=0.0011、

p=0.045)。また CADM1, 4.1B 両遺伝子のメ

チル化について検討したところ、 71%の

NSCLC 症例で CADM1, 4.1B のいずれか、或

いは両方の遺伝子のメチル化が認められ、こ

の腫瘍抑制経路が NSCLC の大部分で破綻し

ていることが示唆された。また、腺癌につい

て予後を検討すると、CADM1, 4.1B の一方、

或いは両方の遺伝子にメチル化を示した腫瘍

は有意に予後が悪いことが示された。上記の

結果は CADM1, 4.1B の分子経路が NSCLC

に重要であることを示唆するものである。同

時に肺がんのメチル化傾向(CIMP)自体が予

後不良と相関する可能性も示している。 

 同様な解析により、腎淡明細胞がん

でも、4.1B のメチル化による非活化が 55 例

中 25 例(45%)に認められ、予後不良と相関す

ることが示された（文献 19）。 

 CADM1 の機能を細胞レベルで解

析する目的で、CADM1 を相当量発現する大

腸がん細胞  Caco-2 などで  siRNA により 

CADM1 の発現を低下させると、上皮様細胞

形態が顕著に崩れることが明らかになり、

CADM1 が上皮性を維持する上で必須である

ことが示唆された（文献 2）。 

      また、CADM1 は、過剰発現させた場

合に、HGF によって惹起される MDCK 

細胞の上皮間葉転換を抑えること、一方、

細胞内領域を欠如した CADM1CT に

は、この上皮間葉転換抑制活性がないこ

とを明らかにした。これらの事実は、

CADM1 が上皮様形態を保つのに必要で

あることを示している（文献 20）。 

   さらに、上皮細胞における CADM1 

の分子経路の解析から、新たに 4.1N, 

MPP1, MPP2 などの分子が CADM1 に

直接結合することを明らかにした。これ

らの分子もがん抑制遺伝子の候補である。

ま た 、 CADM1 の 類 似 分 子 で あ る 

CADM4 も尿路上皮の細胞接着分子と

して働き、前立腺がんの 9 例中 9 例で発

現が欠如することを明らかにした（文献

18）。 

   さらに、Cadm1 遺伝子ホモ欠損、ヘ

テロ欠損マウスで高率に肺腺腫、肺腺が

んの自然発生を認め、ヘテロマウスの肺

腫瘍では Cadm1 遺伝子の２ヒットによ

る不活化を認めた。また肺腫瘍では、

CADM4、4.1N の発現低下が認められ、

CADM1, 4 による細胞接着経路の破綻が

腫瘍形成に関わることが示唆された（文

献 15）。 

 

3. ATL による CADM1 異所性発現の意

義：CADM1 はATL では特異的に過剰発

現していることが宮崎大学の Sasaki ら

により見出された（共同研究）（文献27）。

即ち ATL 患者８例の腫瘍細胞に関する

約 12,000 遺伝子の発現解析により、
CADM1 が ATL 細胞で正常 CD4+ 細胞

と比較して 30 倍以上に発現が増加する

四つの遺伝子の一つとして同定された。そ

の後の解析で、CADM1 は患者由来のATL 

細胞の８例全例、ATL 培養細胞の７例中

５例で強発現を認めたが、他の T 細胞性 

ALLを含む白血病、リンパ腫３６例、また

正常 CD4+ 細胞１０例では全く発現が認

められなかった。さらに HTLV-1 感染 T 

細胞でも３例中２例で CADM1 の発現が

認められたことから、ATL の成立に早期

から関与することを示唆する。我々は、

CADM1 を発現させた T-ALL 細胞では、

実験的に血管内皮細胞や線維芽細胞への

接着能が亢進することを示し、CADM1 の

発現が臓器、皮膚浸潤や腫瘤形成といった 

ATL に特異的な病態に積極的に関与する

ことを示唆した。さらに我々は、CADM1

が上皮と異なり ATL ではTiam1と結合

し、RACを活性化することにより細胞遊走、



 

 

ATL細胞の浸潤促進に働くことを示した。また

急性ATLの患者９例のリンパ節の免疫組織染

色により、CADM1は９例全例、Tiam1は９例

中３例で過剰発現し、両者が共局在を示すこと

を見出した（文献1）。 

 

以上の解析から、CADM1 は肺がんなど上皮

性腫瘍ではがん抑制遺伝子として働く。一方、

ATL では浸潤促進因子としての機能を示す。

その分子機構の解明から、上皮腫瘍では質的

診断マーカー、ATL では浸潤抑制治療の標的

分子となると考えられる。 
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