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研究成果の概要（和文）： 
ヒトおよびラット肺がんにおける Carboxypeptidase M(CPM)の解析を行った．ラット肺がん

モデルは BHP を投与して作製し，腺がん様の組織が形成された．抗ラット CPM 抗体 7F9 等を用
いた免疫組織染色で CPM は，正常組織部分で II型肺胞上皮細胞の細胞膜に局在し，肺がん組織
部分でも同様の局在であった．またそれらは抗 TTF-1 抗体と陽性細胞がよく一致した．ウェス
タンブロッティングで発現量が経時的に増加した．以上より CPM はがん関連分子の 1つと考え
られた． 
 
研究成果の概要（英文）： 

We investigated the localization of CPM in lung cancer of human and rat. 
Anti-rat CPM antibody 7F9 was applied to a BHP-induced rat lung cancer model. In 
immunohistochemistry, CPM was localized in the cell membrane of pulmonary 
alveolar type II epithelial cells in normal tissue part, and also was in the cell 
membrane of pulmonary cancer part. In immunohistochemistry for CPM and TTF-1, 
positive cells were well consistent. Expression level of CPM in western blotting was 
increased with time. Therefore, CPM was considered one of the cancer-related 
molecules. 
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１．研究開始当初の背景 
 Epidermal growth factor receptor 
(EGFR)は非小細胞肺がんの約 80%に発現し
ており，がんの進展に重要な役割を果たすと

考えられている．近年 EGFR チロシンキナー
ゼ阻害薬が臨床応用され，急性肺障害や間質
性肺炎などの副作用があるものの，東洋人，
非喫煙者のサブグループに効果を認めてい
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る．すなわち EGFR より下流のシグナル伝達
経路を遮断することが，がんの抑制に寄与し
ていると考えられている． 
 一方 EGFR の上流についてはどうであろ
うか．EGFR のリガンドの一つに EGF があ
るが，これはカルボキシペプチダーゼ M
（Carboxypeptidase M: CPM）というタンパ
クにより制御されることが知られている．
CPM は，肺に特異性が高い分子であり，標
的とするペプチドやタンパクの C 末端の，ア
ルギニンやリシンの組合せ配列を認識し，こ
れを切断・分解して，標的分子の活性を制御
する酵素タンパクである．標的分子としては
EGF の他にブラジキニンやカリジンなどの
肺における炎症性メディエータが知られて
いる．Wnt シグナル伝達経路から正の制御を，
transforming growth factor  β(TGF-β)フ
ァミリーから負の制御を受けるため，発生の
初期段階から細胞の増殖，分化，形態形成な
どの役割に関与していることが予想されて
いる． 
 CPM が過剰発現しているならば，EGF が
活性化されていることが予想され，EGFR よ
り下流のシグナル伝達経路が活性化され，が
んの増殖，浸潤，転移が活発であることを意
味すると考えられる． 
 
２．研究の目的 
肺がんにおけるカルボキシペプチダーゼ

M の発現と局在を調べ，病理学的診断に有用
なマーカータンパクとなり得るかを検討す
る．またヒト肺がんでの発現の特徴と患者予
後の関係を明らかにする 

 
３．研究の方法 
(1)正常肺におけるカルボキシペプチダーゼ
M の局在について 
 Nagae らは，ヒトの肺胞上皮 I型細胞およ
びマクロファージに存在するとしたが，
Rehli らはマウスのマクロファージには存在
しないとし，Fujiwara らはラットの肺胞上皮
II 型細胞に存在すると述べた．このように肺
胞内のカルボキシペプチダーゼMの局在につ
いては議論があった．この点を明らかにする
ため，ヒトの手術切除標本を使用して，正常
な肺組織におけるカルボキシペプチダーゼ M
の局在を免疫組織化学的に検討した． 
 
(2)ヒト肺がんにおけるカルボキシペプチダ
ーゼ Mの局在と発現量について 
 Tsakiris らは，肺がんにおけるカルボキシ
ペプチダーゼ M の局在は，腫瘍細胞のうち腺
がんの細胞膜に強く発現しているとした．ま
た病期 I および II 期においてカルボキシペ
プチダーゼMの発現が認められた群で有意に
予後が悪いと述べた．これらのことをふまえ，
主に病理病期 I 期の肺腺がんについて，免疫

組織化学を行い局在と発現量を評価した．組
織型（腺房型，乳頭型，細気管支肺胞上皮型，
粘液産生充実型）によって発現が異なるのか，
分化度（低分化，中分化，高分化）によって
発現が異なるのか，臨床的な各因子（性別，
年齢，喫煙指数，CEA などの腫瘍マーカー，
脈管侵襲など）と相関があるのか，生命予後
と相関があるのか，等を統計学的に処理した． 
 
(3)ラット肺がんモデルを使用したカルボキ
シペプチダーゼ Mの検討 
 ラットの肺がんモデルは N-ニトロソビス
(2-オキソプロピル)アミン(BHP)を 12週間投
与して作製した．Fujiwara らが作製したラッ
ト肺に対するモノクローナル抗体を用いて，
ラットの肺がんに対する免疫組織化学を行
った．ラットの肺がんの CPM の局在を，ヒト
との結果と比較しモデルの整合性を検討し
た．またこのモノクローナル抗体はウェスタ
ンブロッティングに使用できることが確立
されているため，生化学的手法で発現量を検
討した． 
 
(4)ラット肺がん組織からがん幹細胞の抽出 
 Shirasawa らが記述した肺細胞初代培養の
方法を用いて，ラットの肺がんから細胞培養
を行い，自己複製能のある細胞群，すなわち
がん幹細胞群を抽出できるか検討した． 
 
４．研究成果 
(1)肺におけるカルボキシペプチダーゼ M の
局在について 
市販の抗ヒト CPM抗体を使用して免疫組織

化学の条件検討を行ったが，肺がん組織から
陽性所見が得られるも，正常組織からは陽性
所見を得られなかった．これは I型肺胞上皮
細胞または II 型肺胞上皮細胞に局在すると
いう Fujiwara らの知見と矛盾することにな
り，市販抗体の信頼性に疑問が表出した．こ
れを受けて新たに自家製のポリクローナル
抗体の作製を開始した．抗原部位解析，立体
構造解析を行い，適切なペプチド配列を選択，
ウサギに免疫を行った．免疫組織化学の条件
検討を行ったが，やはり肺がん組織からは陽
性所見を得られるも，正常組織から明らかな
陽性所見を得られなかった． 
 

(2)ヒト肺がんにおけるカルボキシペプチダ
ーゼ Mの局在と発現量について 
 上記の市販抗体または自家製抗体で免疫
組織化学を行うも，組織像の非整合性を認め
たため，途中で解析を中止した． 
 
(3)ラット肺がんモデルを使用したカルボキ
シペプチダーゼ Mの検討 
 ラット肺がんモデルを作製するため，N-ニ
トロソビス(2-オキソプロピル)アミン(BHP)



を 12 週間経口投与し，それからさらに 12週
間後に安楽死させた．結果は BHP を投与した
すべてのラットに腺がん様の肺腫瘍が複数
個ずつ形成された．小動物向けの CT を使用
して満遍なく肺腫瘍が分布することを確認
した．この方法は安定してラット肺がんモデ
ルを作製できることが確認された．続いてラ
ット肺がん標本におけるCPMの発現量と局在
を検討するため，この標本に対して，抗ラッ
ト CPM抗体 7F9で免疫組織化学およびウェス
タンブロッティングを行った． 
結果は， 
① 正常組織部分ではCPMはII型肺胞上皮細

胞の細胞膜に局在していた（下図）． 

 
② 腫瘍組織部分では異型度が低い部分に強

く発現する傾向があった（下図,上 HE，
下 IHC）． 

 

③ 抗 TTF-1 抗体と陽性細胞がよく一致した.
（下図，上 CPM，下 TTF-1） 

 

④ ウェスタンブロッティングで発現量が正
常組織よりも腫瘍組織で増加しているこ
とが示された（下図）． 
 

 
以上より CPM は II 型肺胞上皮細胞に局在す
ることが確認され，II型肺胞上皮細胞由来の
肺がんについては発がんや増殖などに関連
があると考えられた． 
 
(4)ラット肺がん組織からがん幹細胞の抽出 
 抽出された細胞群を限界希釈して観察す
ると，一部の細胞群で sphere の形成を認め
るようになった．これらの性質については解
析途中である． 
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