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研究成果の概要： siRNA で、CD151 を中心としたインテグリン・テトラスパニン複合

構成体を抑制、崩壊させることに成功した。さらに、CD151 のノックアウトを行っ

た後に MRP-1/CD9、KAI1/CD82 の遺伝子治療によるカクテル療法を細胞株で行い、

in vitro レベルでは、成功した。しかし、これらの細胞株を、ヌードマウスに生着さ

せ、 in vivo で数度のカクテル療法を行ったが、失敗に終わった。スキッドマウスで

は、成功したので、この原因は、遺伝子導入におけるウイルスベクターの使用による

ウイルス抗原に対する抗体の産生などによると考えた。  
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１．研究開始当初の背景 
日本では、肺癌は癌の中でも癌死亡原因の第
一位を占めるようになってきた。特にこのま
まの状態では 2015 年には年間 12万人の罹患
数にまで増加すると予測されている。しかし
ながら、大腸癌のようにその遺伝子異常の進
行形態と生物学的悪性度との関係は、詳細に
は解明されていない。肺癌は早期から全身転
移をきたしている傾向が強く、これが、その
予後不良因子の大きな原因の一つとなって
いる。これらの点を踏まえ、我々は、癌転移

の抑制が肺癌治療において非常に大きな意
義があると考え、細胞運動の抑制に関わる物
質の同定に注目してきた。その手段として、 
細胞運動を抑制し、更には転移能をも制御す 
るモノクローナル抗体を作製し、これらのエ
ピトープを同定してきた 。その結果、世界
で最初に、細胞運動抑制因子である 228 個の
アミノ酸配列からなる物質を見出し、これは
当時 GenBank に登録されておらず、我々は
Motility Related Protein-1(MRP-1)と名付
けた。その後、CD9 のクローニングによりこ
の両者が同一のもので、細胞表面の糖蛋白で



ある膜４回貫通型のテトラスパニンと呼ば
れるファミリーに属する蛋白であるという
ことが判明した。この MRP-1 を様々な細胞に
トランスフェクションした結果、その発現量
と運動能は反比例し、MRP-1 は細胞運動を抑
制し、その認識抗体 M31-15 は negative に働
く興味深い抗体であることが判明した。次に、 
高肺転移株 BL6にトランスフェクションした
ところ、BL6 の運動能、肺転移数は著明に抑
制され、転移抑制能も明確になった。中でも、
我々から遅れること 4年後サイエンス誌上に
発表されたKAI1/CD82は同じファミリーに属
し、前立腺癌の転移抑制遺伝子としての機能
を持っていた。このテトラスパニンには、現
在 31 種類の蛋白が同定されており、先に述
べたように、MRP-1/CD9 と KAI1/CD82 の両者
は固形癌の癌転移抑制遺伝子としての性格
を有する。これまで我々は、この両者の減弱
喪失が乳癌、肺癌、膵癌、大腸癌、食道癌等
の転移と関連した予後不良因子であること
を報告してきた。この両者は本来、正常細胞
では広く発現しており、細胞接着、運動、シ
グナル伝達などに関わっているが、癌の進
展・転移に伴ってその発現が減弱し、機能異
常をきたしてくると考えられる。また、正常
細胞ではインテグリン、HB-EGF やテトラスパ
ニンの他のメンバー自身などと複合構成体
を形成している。これまで我々は、MRP-1/CD9、
KAI1/CD82 とこれらとの複合構成体は、悪性
度が進むほど崩壊消失していくことを発表
してきた。つまり、癌化に伴って、これらの
複合構成体はその正常な構造が崩壊してい
き、癌の悪性度が増すにつれ、一層その傾向
が鮮明になってくる。その過程の中で転移能
を獲得した細胞が発生して来るものと考え
られる。ところが、このメンバーに属する
CD151 はこれら 2 者と異なり、癌の進展と共
に細胞膜に出現し、インテグリンファミリー
等と強固な複合構成体を構成していき、転移
能を獲得し、転移促進遺伝子としての性格を
持つことを発見した。 
 
２．研究の目的 
MRP-1/CD9やKAI1/CD82とは逆にCD151を高
発現させると、CD151はインテグリンファミ
リーと複合構成体を形成し、それにしたが
って、前2者の複合構成体の崩壊を招いてい
くと考えられる。これまで我々は、癌転移
抑制遺伝子MRP-1/CD9、KAI1/CD82のアデノ
ウィルスを用いた遺伝子治療により、癌の
転移を抑制することが出来ることを証明し
てきた。だが実際の治療に用いる場合、メ
ラノーマの治験によってこれだけでは不十
分であるということが明らかになった。癌
転移促進遺伝子であるCD151を考慮せずに、
MRP-1/CD9、KAI1/CD82のみで治療を組み立
てたことが、その原因の一つとして考えら

れたので、今回このCD151のノックダウンも
同時に行う治療法を考えることにした。 
 
３．研究の方法 
我々は、MRP-1/CD9、KAI1/CD82 のアデノウィ
ルスによる遺伝子治療だけでなく、CD151 の
ヒト型抗体による抗体治療と RNA干渉による 
ノックダウンを同時に行うカクテル治療を
考えた。まず合成 siRNA での実験結果を確認
後、決定した siRNA 配列を元に、数種類のル
ープ配列を組み入れた shRNA配列に対する合
成オリゴ DNA(sh オリゴ)を作製した。この合
成オリゴ DNA を、RNA polymerase III 系プロ
モーターを搭載したプラスミドベクター組
み込み、臨床応用のためにより安定な shRNA
発現プラスミドベクターを作製した。また、
用いた抗 CD151 モノクローナル抗体は、我々
のところで作製した HM10-8 抗体である。更
に、肺癌細胞株を用い、基礎的研究も同時に
行い、これらの複合構成体全体が、実際のと
ころどのような機能を有し、どのような機序
で悪性化とともに、あるものは崩壊していき、
あるものは構築されていくのか、詳細にして
いった。 
 
４．研究成果 
これまでに我々は、この MRP-1/CD9 、
KAI1/CD82 のトランスフェクションにより増
殖抑制がかかる癌細胞株が存在するのを見
つけだした。これらの株の場合、 in vivo の
治療実験でも同一の現象がおこり、何らかの
増殖機能を持つ下位遺伝子が存在する可能
性が考えられた。そこで、DNA マイクロアレ
イを用いて、MRP-1/CD9 や KAI1/CD82 の欠損
している母細胞と、これらを transfection
した恒常発現株の遺伝子を比較することに
より下位遺伝子の発現、及び、それへのシグ
ナル伝達機構を調べて行き、MRP-1/CD9、
KAI1/CD82の両者が遺伝子段階でVEGF-Aの発
現を制御することを発見した。これまで、一
部の癌細胞で転移抑制遺伝子のトランスフ
ェクションでありながら、増殖も抑制される
という矛盾が観察されていた。MRP-1/CD9、
KAI1/CD82 による VEGF-A の発現制御は増殖
抑制作用の一部の問題を解明したわけであ
る。しかし、CD151 の RNA 干渉によるノック
ダウンを行っても、VEGF-A の発現制御は成功
しなかった。また、Wnt ネットワークに対す
る機能でも、少なくとも Wnt1 の抑制には成
功しなかった。また、我々は、一部の複合構
成体に対するモノクローナル抗体の作製に
成功し、癌の増殖及び転移を抑制することを
試みた。その結果、CD151・インテグリン3
複合構成体に対する抗体は in vivo で、ある
種の細胞株に対しては癌の増殖及び転移を
抑制に成功した。さらに、CD151 を RNA 干
渉でノックダウンすることで、CD151 を



中心としたインテグリン・テトラスパニ
ン複合構成体を抑制、崩壊させることに
成功した。次に、CD151 のノックアウト
を行った後に MRP-1/CD9、KAI1/CD82 の
遺伝子治療によるカクテル療法を細胞
株で行った。細胞株を用いた in vitro
レベルでは、成功したので、これらの細
胞株を、ヌードマウスに生着させ、in 
vivo で数度のカクテル療法を行ったが、
失敗に終わった。免疫不全マウスである
スキッドマウスでは、成功したので、こ
の原因は、遺伝子導入におけるウイルス
ベクターの使用によるウイルス抗原に
対する抗体の産生などによるものと考
えられた。そのため、通常の免疫能力を
持った動物に対して頻回投与を行うこ
とが困難である可能性が強く、その応用
範囲に制限がある。そこで我々は、将来
のヒトへの治療応用も考慮して、DNA を
結合させたモノクローナル抗体による
イムノジーンによる遺伝子導入を行っ
ていく予定である。 
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