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研究成果の概要（和文）：がんの浸潤・転移の制御機構を解明する研究を行なった。がん細胞と周囲組織の接触
モデル作製しがん細胞でEpithelial membrane protein 1（EMP1）の発現が上昇していることを見出した。マウ
スモデルまたは細胞培養系においてEMP1発現の上昇ががんの浸潤・転移を亢進することを明らかにした。悪性度
の高いがん患者の検体でEMP1が有意に高く発現していることを明らかにした。EMP1の細胞内領域に結合する分子
Copine-IIIを質量分析法で新たに見出し、その複合体はSrc、Vav2、Rac1を活性化することでがん細胞の運動を
亢進させ、がんの浸潤・転移を促進していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Metastatic cancer is frequently led to fatality. Thus, understanding of the 
underlying mechanism is important to reduce it. The expression of epithelial membrane protein 1 
(EMP1) was upregulated in prostate cancer cells by contacting with surrounding stroma cells. EMP1 
has four transmembrane domains. Overexpression of EMP1 in prostate cancer, LNCaP cells (EMP1-LNCaP 
cells) enhanced invasiveness, which was also observed in other types of cancer cells. In in vivo 
analysis, EMP1-LNCaP cells implanted in the prostate metastasized to lymph nodes and the lung but 
the parental LNCaP did not. Next, copine-III was identified by usage of tandem mass spectrometry as 
a novel molecule binding to the intracellular region of EMP1. The EMP1-copine-III complex induced 
the signal via Src, Vav2, and Rac1, leading to the enhanced cancer cell migration and invasion. As 
clinical implications, increased EMP1 expression was observed in the samples from prostate cancer 
patients with higher Gleason scores. 

研究分野：血管新生
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、がん細胞と正常細胞の相互作用によってEMP1の発現が上昇することを明らかにし、浸潤・転移への寄
与を明らかにした点に新規の学術的意義がある。EMP1は悪性度の高いがん患者検体においてその発現が上昇して
いたことを明らかにしたが、EMP1は細胞膜タンパク質であり、外部から抗体や薬剤などでその作用を阻害しやす
いことは臨床応用へ進む上で大きな利点である。本研究の成果から、がんの治療標的あるいは分子マーカーとし
てEMP1 は有用である可能性が示された。

※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 
 
世界的に生命を脅かす疾患であるがんの日本における罹患者数は、毎年およそ 100万人であり、
その死亡者数は年々増加しており、2017年のがんによる死亡者は 40万人弱であった（1）。そ
の死亡原因の約 90%はがんの転移によるものである。がんは自己増殖能を獲得した後、基底膜
構造を分解し、間質組織へと浸潤する。さらに血管、リンパ管内への浸潤し、遠隔臓器へと転
移する（2）。がんの浸潤・転移は一連の過程が生物学的に複雑であるため、その詳細な分子機
構について十分に解明されていない。近年のがん研究において、浸潤・転移を誘発する要因と
してがん細胞自身のみならず、がん細胞周囲のがん微小環境が非常に重要であることが明らか
になってきている（3、4）。 
 
２．研究の目的 
 
がん細胞と間質細胞の接触によって発現が上昇する“がん浸潤・転移亢進遺伝子”を同定し、
その分子機構を解明し、がん治療の基礎として貢献することである。 
 
３．研究の方法 
 
（1）がんの浸潤・転移の分子機構を研究するにあたり、その第一段階である、がん細胞が基
底膜を超えて周辺組織に浸潤した際に生じる“がん細胞と間質細胞の接触”に焦点を当て、近年
日本や欧米での発症率が急激に増加している前立腺がんの細胞をモデルにして研究を開始した。
ヒト前立腺がん由来 LNCaP細胞と前立腺間質細胞を新規に独自開発した混合培養系で培養し、
両細胞の接触によってがん細胞での発現が変化する遺伝子のスクリーニングを行った。具体的
には、ヒト前立腺がん由来 LNCaP細胞を緑色蛍光タンパク質で標識した後、前立腺間質細胞
と 2日間共培養した。その際、培養液中の液性
因子の影響をできるだけ排除するために、共培
養中の培養上清と、コントロールとして単独培
養している LNCaP 細胞の培養上清とを 6〜8
時間おきに交換した。培養終了後、共培養した
細胞から緑色蛍光タンパク質標識された
LNCaP 細胞をフローサイトメトリーで分離・
回収した。この LNCaP細胞および単独培養の
LNCaP細胞から RNAを抽出し、DNAマイク
ロアレイで遺伝子発現の差異を比較解析した。
単独培養したコントロールの LNCaP細胞と比
較して、共培養した LNCaP細胞で発現が亢進
する遺伝子を選別した（図 1）。 
 
（2）上記の方法によって同定した分子と相互作用をする細胞内分子を同定するために、この 9
アミノ酸で構成されるペプチドを固相化した樹脂を作製した。LNCaP 細胞の細胞溶解液をそ
のペプチド樹脂と混合し、結合したタンパク質を SDS-PAGE によって分離した。コントロー
ル樹脂と比較してペプチドを固相化した樹脂に特異的に結合したタンパク質を質量分析した。 
 
（3）滋賀医科大学泌尿器科との共同研究により、ヒト前立腺がん患者のがん切除標本を用い
て上記の方法によって同定した分子の発現量を解析した。 
 
４．研究成果 
 
（1）共培養の結果同定した遺伝子は Epithelial Membrane Protein1（EMP1）であり EMP1
ががんの浸潤･転移に関してどのように作用するか検討するため、EMP1 を過剰発現させた
LNCaP（EMP1-LNCaP）細胞と EMP1をほとんど発現していない親株の LNCaP細胞をそれ
ぞれヌードマウスの前立腺に移植し 6週間観察した。その結果、親株の LNCaP細胞を移植し
たマウスでは遠隔臓器への転移はまったくみられなかったが、EMP1-LNCaP 細胞を移植した
マウスでは肺、腹部リンパ節への転移が有意に増加した。一方、EMP1-LNCaP 細胞と親株細
胞の増殖速度は同じであり、ヌードマウスの前立腺に形成された原発巣腫瘍の大きさに差がな
かった。このことより、EMP1の高発現はがん細胞の増殖とは独立して、がん細胞の転移能を
亢進していることが示された。 
 次に、EMP1ががん転移を促進する機序を検討した。トランズウェルを用いた実験で、EMP1
高発現 LNCaP細胞株は、EMP1低発現 LNCaP細胞株と比較して、遊走能が有意に亢進して
いた。集合性細胞遊走を解析する実験でも EMP1高発現 LNCaP細胞株の細胞移動度は顕著に
高いことが示された。さらに、マトリゲルを基底膜とみなした浸潤実験においても同様の結果
が得られた。これらの結果から EMP1を高発現することによって、がん細胞で運動能および浸
潤能が亢進することが明らかになった。 



 
（2）EMP1 の二つの細胞外ドメイン間に存在する細胞内ドメインは九つのアミノ酸で構成さ
れている。この領域で EMP1 と結合する分子を探索したところ、質量分析により Copine-III
を同定した。Copine-IIIは537アミノ酸からなる分子量約60 kDaの細胞内タンパク質である。
N 末端側にカルシウム依存性タンパク質結合ドメイン（C2 ドメイン）が繰り返されており
（C2-1と C2-2）、続いてタンパク質間の相互作用を担うロスマンフォールド構造を有している
von Willebrand Factor type A（vWA）ドメインが存在する。Copine-IIIと EMP1とがどのよ
うに結合しているか共免疫沈降実験で検討したところ、Copine-IIIの C2-2および vWAドメイ
ンが EMP1 の細胞内領域との結合に必要である（C2-1 ドメインは結合に必要ない）ことがわ
かった。EMP1高発現 LNCaP細胞株で Copine-IIIをノックダウンすると、細胞遊走は有意に
低下した。この細胞に野生型 Copine-III
または EMP1 に結合できない Copine-III
を再発現させると、野生型 Copine-IIIを再
発現させた細胞では細胞遊走が元に戻っ
たのに対し、EMP1 に結合できない
Copine-IIIを再発現させた細胞では細胞遊
走は低下したままであった。この結果から、
EMP1とCopine-IIIの結合がLNCaP細胞
の遊走亢進に重要であることがわかった。
さらに詳細な解析により、EMP1 と
Copine-IIIが結合することで、チロシンリ
ン酸化酵素 Srcが活性化され、活性化され
た Srcは、低分子量 Gタンパク質 Rac1の
グアニンヌクレオチド交換因子の Vav2 を
リン酸化して活性化し、最終的に Rac1 の
活性化が促進されることを明らかにした
（図 2）。Rac1 の活性化により、LNCaP
細胞で細胞運動の亢進に必要な細胞先導端の形成が増加することも見いだしている。 
 以上の EMP1による細胞内シグナル伝達機構の活性化、細胞形態の変化、細胞運動能・浸潤
能の亢進は、前立腺がん細胞だけでなく、乳がん細胞や大腸がん細胞でも同様に認められるこ
とから、EMP1は多くのがんにおいて、その浸潤・転移を促進していることが強く示唆された。 
 
（3）滋賀医科大学泌尿器科との共同研
究により、ヒト前立腺がん患者のがん切
除標本を用いて EMP1 の発現量を解析
した。その結果、高グリーソンスコアの
転移能の高い前立腺がん組織で EMP1
発現が有意に上昇していた。また、免疫
組織染色での解析では、EMP1はがん細
胞が浸潤していく間質組織との接触面
に強く発現していた（図 3）。このことは、
“間質細胞とがん細胞の接触”によるが
ん微小環境が EMP1の発現を上昇させ、
がんの浸潤・転移を亢進させるのに寄与
していると考えられた。 
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