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研究成果の概要（和文）：CD239は、癌の悪性化に伴って細胞の表面で発現上昇する抗原として見出された経緯
を持ち、基底膜の主要な分子であるラミニン-511に特異的に結合する。このことから、CD239とラミニン-511の
相互作用は癌細胞の基底膜への浸潤に関与する可能性が示されてきた。これまでに、CD239はラミニン-511によ
る癌細胞の運動を促進すると明らかになっているが、その運動促進メカニズムは十分に解明されていない。本研
究では、乳癌において発現上昇するCD239の細胞表面における動態から運動促進メカニズムにアプローチし、乳
癌の標的抗原としての可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：CD239 was initially identified as an antigen upregulated on the surface of 
malignant tumor cells.  It is a transmembrane receptor belonging to immunoglobulin superfamily and 
binds specifically to laminin-511 (trimer of alpha5, beta1, and gamma1 chains) that is a major 
molecule in the basement membrane of normal and diseased tissues.  Therefore, it has been suggested 
that the interaction of CD239 with laminin-511 is involved in the tumor invasion into the basement 
membrane.  To date, it has been shown that CD239 promotes tumor cell migration on laminin-511, but 
the mechanism is not fully understood.  In this study, we investigated the mechanism of tumor cell 
migration from the behavior of CD239 at cell surface and demonstrated that CD239 is served as a 
target antigen for breast tumor.

研究分野：生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
長い間、ラミニン-511をはじめとする基底膜分子の機能解明は、基底膜の組織からの抽出が難しいため困難であ
った。これまでに研究代表者は、ラミニン-511を培養細胞の上清から精製できるだけでなく、組換え蛋白質とし
て調製できることを示してきた。本研究は、成体の基底膜に分布するラミニン-511を用いることにより、生体内
における癌細胞と基底膜の相互作用をより反映させることができる特色がある。さらに、この精製されたラミニ
ン-511は特異的な受容体であるCD239の機能解明を可能にした。本研究の成果は、基底膜に組込まれた細胞の挙
動をコントロールする情報およびその読取りのメカニズムを明らかにすることができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 癌細胞が相互作用する成体の基底膜では、α5,β1,γ1 の 3 つの鎖からなるラミニン-511 が
主要な構成分子であり、基底膜の細胞接着といった主な機能を担っている。これまでの in vitro
の研究によって、ラミニン-511 は癌細胞の接着および運動を促進することが明らかにしてきた
(Kikkawa et al, J Biol Chem, 1998; Gu et al J Biol Chem, 2001)。In vivo の基底膜への浸
潤においても、癌細胞がラミニン-511 と相互作用している可能性は高い。しかしながら、ラミ
ニン-511 による癌細胞の接着および運動促進のメカニズムは十分に解明されていない。一方、
ラミニン-511 の受容体として、インテグリン、ディストログリカン、CD239 などが知られてい
る。なかでも CD239 がラミニン-511 の特異的な受容体であることを研究代表者らは報告してき
た (Kikkawa et al, J Biol Chem, 2002)。CD239 は、免疫グロブリンスパーファミリーのひと
つであり、スプライシングの違いにより、細胞内ドメインの異なるルテランと B-CAM のアイソフ
ォームが存在している。それぞれ、ルテランは血液型の抗原として同定され、B-CAM は卵巣癌で
発現が上昇する抗原として発見されてきた経緯を持つユニークな蛋白質である。これまでに、研
究代表者らは CD239 とインテグリンが競合的にラミニン-511 へ結合することを明らかにしてき
た(図 1A； Kikkawa et al, J Biol Chem, 2007)。また、生体の組織において CD239 とインテグ
リンそしてラミニン-511 が共に局在しており、生体内でも競合的に結合していることを示唆し
てきた。さらに、研究代表者らは癌細胞における CD239 の発現上昇を見出し(Kikkawa et al, Exp 
Cell Res, 2008)、CD239 の優位な結合がラミニン−511 への細胞接着を不安定にさせ、運動を促
進させると明らかにしてきた(図 1B,1C； Kikkawa et al, J Biol Chem, 2013)。この他、細胞
骨格蛋白質のひとつであるスペクトリンがルテランと B-CAM に共通な細胞内ドメインに結合す
ると報告されている(Collec et al, Biochem J, 2011)。研究代表者らも、CD239 のスペクトリ
ン結合部位を欠損させたところ、ラミニン-511 による細胞運動がさらに促進されることを見出
した。このことは、ラミニン-511 から CD239 を介してスペクトリンへ繋がる経路が正常上皮細
胞を基底膜へ秩序よく接着させるメカニズムであり、癌細胞では破綻している可能性を示して
いた。 
 これまでに様々な融合遺伝子が癌細胞で発見されているが、卵巣癌で引き起こされる遺伝子
変異によってプロテインキナーゼのひとつである AKT2 が CD239 の細胞内ドメインに融合して発
現すると報告された(Kannan et al, PNAS, 2015)。このことは、融合遺伝子産物が癌細胞の基底
膜への接着および運動に関与するだけでなく、キナーゼ阻害剤の標的になる可能性を示した。 
 国内において、研究代表者以外に CD239 を研究している研究者はいない。国外の CD239 を研究
しているグループは、鎌状赤血球症における機能を調べており、癌細胞の接着および運動との関
係は研究されていない。本研究は、研究代表者が培ってきたラミニン-511 とその受容体 CD239
の研究をもとに、癌細胞の接着および運動に着目した独自の研究計画である。 
 以上の背景から、癌細胞が基底膜へ接着および浸潤する運動メカニズムを解明するため、また
腫瘍マーカーとしての有用性を明らかにするため、ラミニン-511 の受容体である CD239 に着目
する本研究の計画を行った。 
 

 
２．研究の目的 
 CD239 は、癌細胞の表面で発現上昇する抗原として見出された経緯を持ち、基底膜の主要な分
子であるラミニン-511 に特異的に結合する。これまでに、CD239 はラミニン-511 による癌細胞
の運動を促進すると明らかになっているが、ラミニン-511 に結合した CD239 が介する運動促進
メカニズムは十分に解明されていなかった。本研究では、ラミニン-511 の受容体 CD239 に着目
し、癌細胞の基底膜への接着から運動に至るメカニズムを明らかにすることを試みた。また、卵
巣癌で引き起こされる遺伝子変異によって、プロテインキナーゼのひとつである AKT2 が CD239
の細胞内ドメインに融合して発現すると報告された。この融合遺伝子の腫瘍マーカーとしての
有用性を検討するとともに、その融合遺伝子産物の細胞接着および運動における役割を明らか
にすることを目指した。さらに、癌と幹細胞の類似性に着目し、CD239 と同じ非インテグリンタ
イプのラミニン受容体であるジストログリカンの幹細胞における発現およびその役割について
アプローチを行った。 
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３．研究の方法 
(1) 免疫染色およびフローサイトメトリー 
 免疫染色には、市販されている乳癌組織の凍結切片アレイを用いた。組織をブロッキングした
後、CD239 および Her2 に対するモノクローナル抗体を反応させ、結合した抗体を蛍光標識した
二次抗体により検出した。対比染色として核をヘキストにより染色した。封入後、オールインワ
ン蛍光顕微鏡 BZ-X710(Keyence, Osaka, Japan)を用いて撮影を行った。 
 フローサイトメトリーには、乳癌細胞株である SKBR3 と MCF7 を用いた。細胞は､Cell 
dissociation buffer にて剥離し､0.1%BSA/1mM EDTA/PBS(-)に懸濁した｡抗 CD239 モノクローナ
ル抗体を加え反応させた｡次に､0.1%BSA/1mM EDTA/PBS(-)により細胞を洗浄し､蛍光標識した二
次抗体で反応させた｡さらに洗浄を行い､FACSCantoII を用いて解析を行った｡ 
 
(2) 遺伝子組換え抗体の作製 
 抗 CD239ファージ抗体のDNAを抽出し､抗原結合部位scFv(C7)をコードするDNAを PCRによっ
て増幅した｡次に､ヒトラミニン γ2 鎖のシグナルペプチドをコードする DNA を scFv(C7)に融合
するため､二つの DNA 断片にまたがるプライマーをデザインし､再度 PCR を行った｡その際､ヒト
IgG Fc をコードする配列が組み込まれた発現ベクターとフレームが合うように､適切な制限酵
素サイトを DNA 断片の両端にデザインした｡ヒト IgG Fc を融合した抗 CD239 遺伝子組換え抗体
(C7-Fc)を発現するプラスミドを 293 細胞に導入し､大量培養を行った｡C7-Fc は、Protein A-
Sepharose を用いて培養上清から精製され、PBS(-)に対して透析し、蛋白質量を測定した｡さら
に SDS−PAGE によって純度が確認された。 
 
(3) 細胞増殖アッセイ 
 細胞表面上における CD239 の動態は、ジフテリア毒素断片(DT3C)を結合させた抗 CD239 組換
え抗体(C7-Fc)を用いて、細胞増殖阻害活性により解析した。細胞増殖アッセイには､乳癌細胞株
である SKBR3 と MCF7 を用いた｡それぞれ細胞は､MacCoy’5A medium または DMEM に 10%牛胎児血
清を加えた培地により維持を行った｡細胞増殖アッセイでは､low IgG の牛胎児血清に置き換え
たものを使用した｡各細胞は､96well プレートに播種し､1 日間の培養を行い､抗 CD239 組換え抗
体(C7-Fc)およびジフテリア毒素(DT3C)を添加し､4 日間培養を行った｡そして生存および増殖し
ている細胞数を MTT 法により定量化した｡ 
 
４．研究成果 
(1) 乳癌組織における CD239 の発現 
 乳癌組織を用いて免疫組織染色を行った結果、CD239 は乳癌の悪性の指標である Her2 と共に
強く発現していることが明らかとなった(図 2A)。このことから、悪性の乳癌における新たな標
的抗原としての可能性が示された。さらに、乳癌細胞(SKBR3 および MCF7)における CD239 の発現
をフローサイトメトリーにより解析した(図 2B)。その結果、CD239 は SKBR3 および MCF7 におい
て発現していたが、SKBR3 でより強く発現することが明らかになった。 
 
(2) 抗 CD239 遺伝子組換え抗体の作製とその評価 
 抗 CD239 ファージ抗体の抗原結合部位をヒト IgG Fc に融合した C7-Fc を作製した(図 2C)。
ELISA により、精製した抗 CD239 組換え抗体(C7-Fc)の抗原との結合性を確認した。また､C7-Fc
と CD239 組換え蛋白質との結合解離定数は 2.5x109M であり､フルボディ抗体であるマウス抗
CD239 モノクローナル抗体と同等であることが明らかとなった｡C7-Fc は、抗原結合部位もヒト
の B細胞由来であり、ほぼヒト型の抗体として作製することができた。 

 
(3) 乳癌細胞における CD239 の内在化および標的抗原としての評価 
 CD239 は悪性の乳癌における新たな標的抗原としての可能性が示されたことから、細胞運動と
も密接に関連する CD239 の内在化にアプローチした。本研究では、受容体結合部を除いたジフテ
リア毒素の酵素領域とプロテイン G の Fc 結合領域を融合した DT3C を使用した。DT3C は、抗原
に結合した抗体に結合し、抗原が細胞内に内在化されると抗体と共に内在化され、その毒性によ
って細胞の増殖を抑制する。抗 CD239 組換え抗体(C7-Fc)およびジフテリア毒素(DT3C)断片によ
る細胞増殖アッセイには､悪性で CD239 の発現が高い乳癌細胞株 SKBR3 と比較的良性で CD239 の
発現が低い MCF7 を用いた｡その結果､単独の C7-Fc は増殖に影響を与えなかったが(図 3)､DT3C
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を結合させると､C7-Fc も SKBR3 細胞の増殖を抑制するようになった｡一方､MCF7 細胞では、DT3C
を結合させた C7-Fc による細胞増殖抑制効果は見られなかった｡このことは､CD239 が発現量依
存的に内在化されることを示し、悪性度が高い乳癌細胞を選択的に増殖抑制できることが明ら
かになった。 
 抗体−薬物結合体(ADC:antibody-drug conjugate)は薬物を癌細胞へ直接送達できるため、癌
の治療において非常に有効である。ADC の創薬に適する標的抗原は､｢発現度｣｢内在化｣｢動的挙
動｣の 3 つの性質のバランスが求められ、その抗体がヒト型であることが理想となる。CD239 は
悪性の乳癌で発現が高いこと、さらに発現が高いときに内在化されるなど標的抗原として有用
であることが示された。また、作製した C7-Fc はヒト型であることから、ADC の薬物およびリン
カーを探索するプラットフォーム抗体として利用できることが示された。 

 
(4) AKT2 と CD239 の融合遺伝子の検出 
 融合遺伝子を検出できるプライマーをデザインし、様々な細胞株について RT-PCR を行った。
しかしながら、論文で報告されている融合遺伝子を検出することができなかった。報告では卵巣
癌の組織における発現を見ていることから、細胞株では株化に伴って見られなくなる可能性が
示された。 
 
(5) iPS 細胞におけるジストログリカンの発現とラミニン-511E8 断片との結合 
 ヒト人工多能性幹細胞(hiPSCs)の培養には、増殖および未分化性維持のために、足場となる培
養基質が必要となっている。これまでにラミニン-511(LM-511)の有効性が示され、最近では、そ
の機能領域であるラミニン-511 E8 断片(LM511-E8)が利用されている。hiPSCs の LM511-E8 への
接着は、主にα6β1 インテグリンとの結合によることが明らかになっているが、非インテグリ
ン受容体の関与は十分に明らかにされていなかった。本研究では、CD239 と同じラミニン-511 の
非インテグリン受容体のひとつである dystroglycan(DG)に着目した。免疫染色の結果、hiPSCs 
にラミニン結合能を持つ DG が発現していることを見出した(図 3A)。また、マウスαジストログ
リカン(MsDG)とヒト免疫グロブリンの Fc ドメインを融合した組換え蛋白質(MsDG-Fc)を作製し、
LM511-E8 との結合を検討した。その結果、LM-511 に比べて弱いものの、DG は LM511-E8 領域に
結合した。さらに、LM511-E8 のアミノ酸配列を網羅する合成ペプチドのライブラリーを作製し、
DG との結合および hiPSCs との細胞接着を評価した。その結果、5 種類のペプチドが DG との結
合活性を示し、hE8A5-20(KTLPQLLAKLSI)に高い細胞接着活性が示された。hE8A5-20 の DG 結合に
関与する最小配列は LLAKLSI であり、9番目のリジン(K)が DG との結合に中心的な役割を果たし
ていた。このリジン(K)は、ヒトラミニンα5鎖における LCC ドメインに位置し、側鎖が外側に
向いていることが明らかになった(図 3B)。さらに、ペプチド-キトサンマトリックスを用いた細
胞接着アッセイは、hE8A5-20 がバイオマテリアルへ応用できる可能性を示した。 
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