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研究成果の概要（和文）：抗癌剤に耐性の癌細胞は、抗癌剤の存在下でも細胞増殖を支えるメカニズムの存在を
示している。癌細胞の増殖は、細胞外基質への接着と密接な関係があり、基質接着は抗癌剤に対する耐性に関連
すると考えられている。しかしながら、細胞の増殖と基質接着を結ぶメカニズムは十分に解明されていない。本
研究では、癌細胞の増殖に関連するHER2と基底膜分子ラミニンα5鎖と結合するCD239からなるHER2-CD239複合体
に着目し、癌細胞の増殖と基質接着を結ぶメカニズムにアプローチした。また、骨格筋におけるCD239機能、
CD239のリガンドであるラミニン-521の糸球体における機能などについても明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Resistance of cancer cells to anticancer drugs suggests the existence of 
mechanisms that can potently promote cell proliferation. Proliferation of cancer cells is closely 
involved in the cell adhesion to extracellular matrices. The cell adhesion to substrate is further 
thought to be associated with resistance of cancer cells to anticancer drugs. However, the 
mechanisms linking between cancer cell proliferation and adhesion are not fully understood. In this 
study, to clarify the mechanism, we focused on the HER2-CD239 complex at cancer cell surface. In the
 complex, HER2 is associated with cancer cell proliferation and CD239 binds to laminin α5 chain. We
 also investigated the functions of CD239 in skeletal muscle and its ligand, laminin-521, in the 
glomerulus.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多細胞生物の機能的な組織は、細胞と細胞の接着だけではなく、細胞と細胞外基質との基質接着が求められる。
また癌組織では、癌細胞の基質接着が細胞増殖および抗癌剤耐性に関連すると考えられている。研究代表者は、
乳癌の悪性化の指標であるHER2とCD239による複合体を見出してきた。CD239は、細胞外基質であるラミニンα5
鎖の特異的な受容体であり、細胞を接着させることができる。本研究により、HER2による細胞増殖を支える
CD239の基質接着メカニズムが明らかになれば、HER2標的抗体薬に対する癌細胞の耐性だけでなく、機能的な組
織の基質接着メカニズムの解明につながると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 悪性の癌細胞は、原発巣における増殖だけでなく、浸
潤・転移を経て他臓器で増殖し転移巣を形成する。癌細
胞は、周囲の細胞外基質に接着しながら増殖および浸
潤・転移することから、細胞の増殖と基質接着には密接
な関係があると考えられている(図 1)。 
 これまでに研究代表者は、癌細胞とラミニン-511 の
接着メカニズムの解明を行ってきた。癌細胞と相互作
用している基底膜では、α5,β1,γ1鎖からなるラミニ
ン-511 が主要な構成分子である(図 2a)。ラミニン-511
は、癌細胞の接着だけでなく、運動を促進する(Kikkawa 
et al, J Biol Chem, 1998; Gu et al J Biol Chem, 
2001)。一方、研究代表者らは、CD239 がラミニン-511 の受容体として特異的に結合することを
報告してきた(Kikkawa et al, J Biol Chem, 2002)。 
 CD239は、1回膜貫通型の蛋白質であり、ルテラン血液型糖蛋白質(Lu: Lutheran glycoprotein)
または基底細胞接着分子(BCAM: Basal Cell Adhesion Molecule)とも呼ばれる免疫グロブリン
スーパーファミリーのひとつである。Lu と B-CAM は、5つの免疫グロブリン様ドメインからなる
共通の細胞外領域を持っている（V-C1-I-I-I）。Lu と B-CAM は、細胞内ドメインにおいて異なっ
ており、Lu の細胞内ドメインは 59 残基からなり、B-CAM は Lu の C末端領域の 40 残基を欠損し
ている。Lu と B-CAM の細胞内ドメインにおける共通領域には、細胞骨格のスペクトリンに対す
る結合モチーフが存在している。 
 CD239 は、ルテラン血液型の抗原に加えて、卵巣癌で発現が上昇する抗原として研究されてき
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た(図 2a; Kikkawa et al, J Biol Chem, 
2007)。さらに、肝細胞癌において 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ることで、運動を促進
させると明らかにしてきた(図 2b; Kikkawa et al, J Biol Chem, 2013; Exp Cell Res, 2016)。
In Vivo においても、ラミニン-511 が殆どの基底膜に存在していることから、CD239 の発現とと
もに、癌細胞の基底膜への浸潤を促進している可能性に着目した。 

 
 ラミニン-511 の特異的な受容体である CD239 は、卵巣癌および肝細胞癌で発現が上昇するこ
とから、他の癌でも発現上昇することが予想された。研究代表者らは、乳癌においても発現上昇
することを明らかにしてきた(Kikkawa et al, Sci Rep, 2018)。そのなかで、乳癌の増殖に関連
する HER2 が CD239 を伴って発現上昇することから、CD239 を介したラミニン-511への細胞接着
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が HER2 による悪性化を促進している可能性が示された。さらに、HER2 陽性乳癌細胞において
CD239 が HER2 と同様に細胞内へ内在化されることを見出した(図 3a)。このことは、HER2 と CD239
が細胞表面上で複合体を形成して内在化している可能性を示した(図 3b)。以上のことから、HER2
が細胞の増殖に関連する分子および CD239 が基質接着に関連する分子であることに着目し、こ
れまでほとんど明らかになっていない癌細胞の増殖と基質接着を結ぶメカニズムの解明を着想
するに至った。 
 
２．研究の目的 
 抗癌剤に対して耐性を示す癌細胞は、抗癌剤の存在下でも細胞増殖を支えるメカニズムの存
在を示している。癌細胞の増殖は、細胞外基質への接着と密接な関係があり、基質接着のメカニ
ズムは抗癌剤に対する耐性に関連すると考えられている。しかしながら、細胞の増殖と基質接着
を結ぶメカニズムは十分に解明されていない。本研究では、癌細胞の増殖に関連する HER2 とラ
ミニン-511 との接着に関連する CD239 からなる HER2-CD239複合体に着目し、癌細胞の増殖と基
質接着を結ぶメカニズムを解明する。HER2 による細胞増殖を支える基質接着のメカニズムが明
らかになれば、HER2 標的抗体薬に対する癌細胞の耐性メカニズムの解明につながると期待され
る。 
 
３．研究の方法 
(1) HER2-CD239複合体の免疫沈降 
 これまでに HER2陽性乳癌細胞株(SKBR3, BT474)が CD239 を強く発現することを見出してきた
(Kikkawa et al., Sci Rep, 2018)。細胞表面分子の複合体形成は、主に免疫沈降の共沈によっ
て示されるが、複合体を維持しながら細胞を可溶化するには、界面活性剤の選択が重要になる。
本研究では、Triton X-100 をはじめとする 6 種類の界面活性剤を用いて細胞を可溶化した。可
溶化した後に遠心を行い、不溶成分を除去して、上清を免疫沈降に用いた。免疫沈降では、上清
に抗 CD239 抗体と Protein G sepharose を加えて、可溶化されている CD239 を沈降させた。次
に沈降した CD239 をサンプルとして、HER2 の抗体を用いたイムノブロットを行った。 
 
(2) 細胞接着アッセイ 
 HER2 と複合体を形成した CD239 による細胞接着を明らかにするため、HER2-CD239複合体を細
胞表面に発現する SKBR3 細胞を用いて、細胞接着アッセイを行なった。96 穴の ELISAプレート
に、CD239 のリガンドであるラミニンα5鎖を含むラミニン-511 と-521、ラミニン-511 の E8断
片、ラミニン-111、フィブロネクチンを吸着させた。BSA によりブロッキングを行い、無血清の
MacCoy’5A medium に懸濁した SKBR3 細胞を各ウェルに播種し、CO2インキュベータ内で 1時間
インキュベートした。接着した細胞は、Diff-Quick により染色され、顕微鏡下で観察された。 
 
(3) 細胞増殖アッセイ 
 HER2 はリガンドなしでも活性化し、異常なシグナルによって細胞の増殖を促進する。CD239 を
介した細胞接着による増殖への影響を明らかにするため、HER2-CD239 複合体を細胞表面に発現
する SKBR3 細胞を用いて、細胞増殖アッセイを行なった。96 穴の細胞培養用プレートに、CD239
のリガンドであるラミニンα5鎖を含むラミニン-511 の E8断片を吸着させ、そこに細胞を播種
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) 細胞運動アッセイ 
 ラミニンα5鎖への接着は、さらに細胞の運動を促進することが明らかになっている(Kikkawa 
et al., J Biol Chem, 2013)。HER2-CD239複合体の細胞運動への影響を明らかにするため、ラ
ミニンα5鎖に接着した SKBR3 細胞を用いて細胞運動アッセイを行なった。透明ボトム 96 穴の
細胞培養用プレートに CD239 のリガンドであるラミニン-511 の E8断片を吸着させ、そこに細胞
を播種した。接着した細胞は、顕微鏡下で、経時的に観察して運動を定量化した。 
 
４．研究成果 
(1) HER2-CD239複合体の形成 
 HER2-CD239 複合体を各種の界面活性剤の存在下で沈降させたところ、臨界ミセル濃度が高い
界面活性剤で、安定的に HER2-CD239 複合体を沈降させることができることを見出した。SKBR3
および BT474 細胞において HER2-CD239複合体の沈降が見られたことから、HER2 および CD239 を
高発現している細胞では複合体を常に形成しているものと考えられた。 
 
(2) HER2-CD239複合体を発現する SKBR3 細胞の接着、増殖および運動 
 CD239 のリガンドであるラミニンα5鎖への SKBR3 細胞の接着は、1μg/ml のコーティング濃
度で観察され、HER2-CD239 複合体を発現しない細胞と変わらない細胞接着を示した。また、ラ
ミニンα5鎖を含むラミニン-511 の E8断片上で SKBR3 細胞を培養したが、増殖に影響は見られ
なかった。HER2 に対する抗体医薬であるトラスツズマブ存在下においても、細胞接着および増
殖には影響しないことが明らかとなった。細胞運動アッセイの結果、ラミニンα5鎖に接着した
SKBR3 細胞は広く円形の形態を示し、運動性が低いことが明らかとなった。今後は、HER2-CD239



複合体の形成を阻害することにより、乳癌細胞の悪性化における役割を明らかにすることが求
められる。 
 
(3) CD239 の骨格筋組織における役割 
 CD239 は、生体において赤血球だけでなく様々な細胞に発現しているが、その役割は十分に明
らかになっていない。本研究課題を遂行する中で、CD239 の骨格筋組織における発現を見出した。
筋線維の周囲を取り囲む基底膜と骨格筋細胞内の細胞骨格の結合は、強い力のかかる筋収縮に
対する組織の安定およびシグナルの伝達に求められている。そのため骨格筋では、ジストログリ
カンとよばれる細胞表面の受容体が基底膜のラミニン α2 鎖に結合し、細胞内においてジスト
ロフィンと結合することで、強固な基底膜-細胞骨格の連携を形成している(図 4a)。筋ジストロ
フィーは、筋線維の壊死、再生を主な病変とし、進行性の筋力低下を認める遺伝性疾患である。
筋ジストロフィーは、この基底膜-細胞骨格の連携に関わる分子の機能不全によって発症するこ
とが明らかになってきている。筋ジストロフィーは、骨格筋の損傷による運動障害が主な症状で
あるが、その原因となる遺伝子によって多様な症状を示すまた、同一の遺伝子による変異であっ
ても、重症度および発症時期が異なることから、基底膜-細胞骨格の連携を代償するメカニズム
の存在が示唆されていた。CD239 は、細胞外でラミニン-511 または-521 のα5鎖に結合し、細胞
内でスペクトリンと結合することで、基底膜と細胞骨格の間に連携(ラミニンα5_CD239_スペク
トリン)を形成することが知られている(図 4b)。本研究では、骨格筋におけるラミニンα
5_CD239_スペクトリンの連携について明らかにした(Kikkawa et al. Matrix Biol plus, 2022)。
その結果、ラミニンα5_CD239_スペクトリンは、胎児期のマウス骨格筋に存在しているが、成体
の骨格筋組織になるとヒラメ筋と横隔膜を除いて、消失することを明らかにした。また、デュシ
ェンヌ型筋ジストロフィーおよび先天性筋ジストロフィーのモデルマウスの骨格筋組織では、
消失していたラミニンα5_CD239_スペクトリンが発現していることが見出された。さらに、カル
ジオトキシンにより実験的に骨格筋の再生を誘導したところ、再生筋においてラミニンα
5_CD239_スペクトリンが発現誘導されることが明らかとなった。このことは、ラミニンα
5_CD239_スペクトリンが、筋ジストロフィーを発症する遺伝的な背景ではなく、骨格筋の傷害に
続く再生のシグナルにより発現誘導されことを示した。デュシェンヌ型筋ジストロフィーに対
する治療法として、ステロイド薬に有効性が認められている。しかしながら、その作用メカニズ
ムは十分に明らかにされていない。デュシェンヌ型筋ジストロフィーのモデルマウスに、ステロ
イドを投与し、その骨格筋から得られた RNAseqのデータを用いて、in silico 解析を行なった。
その結果、ラミニンα5_CD239_スペクトリンがステロイド療法によって発現誘導されることが
示された。このことは、CD239 を介した基底膜と細胞骨格の連携(ラミニンα5_CD239_スペクト
リン)が筋ジストロフィーの進行を防ぐための治療標的になる可能性を示した。 

 
(4) CD239 のリガンドであるラミニン-511 および-521 の機能解明 
 CD239 が結合するラミニン α5 鎖は、β1 鎖またはβ2 鎖、γ1 鎖と会合して、ヘテロ三量体
(ラミニン-511 or -521)を形成する。β2鎖を持つラミニン-521 は、糸球体基底膜を特徴付ける
アイソフォームであり、糸球体基底膜のろ過機能に関わっている。糸球体の基底膜は、血液をろ
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過して尿を生成するフィルターとして機能する膜状の構造体であることから、その機能不全は
ネフローゼ症候群を引き起こす。これまでに、ラミニンβ2鎖をコードする LAMB2遺伝子の変異
による先天的なβ2鎖の欠損は、神経や目の異常および尿中に蛋白を多量に漏出する重症のネフ
ローゼ症候群を合併するピアソン症候群を引き起こすことが知られていた。最近、日本人で同定
された孤発性の LAMB2遺伝子の変異では腎臓の異常(蛋白尿)だけを呈することが明らかになり、
LAMB2 遺伝子の様々な変異により重症度の異なる病態を発症するメカニズムの解明が求められ
ていた。本研究では、腎臓にのみ異常をきたす変異がラミニンβ2鎖の特定の領域に多いことに
着目した。まずこれらの変異(p.R469Q, p.G699R, p.R1078C)が、古典的なピアソン症候群を起こ
す変異と異なり、ラミニンβ2 鎖を欠損させるものではないことを見出した(Kikkawa et al., 
JCI insight, 2021)。さらに生化学的な解析により、その変異がヘパリン結合性およびラミニン
結合性などを上昇させ、ラミニン-521 によるフィルター形成を妨げることで選択的なろ過機能
が失われ、血漿蛋白を漏出させる可能性を明らかにした。ラミニンβ2鎖の新たな機能を明らか
にし、特定の変異がなぜ腎臓病を起こすのかというメカニズムの解明は、変異の種類に応じた症
状の予測や、メカニズムに基づいた治療法の開発に繋がるものと期待されている。また、巣状糸
球体硬化症を伴う家族性腎疾患の患者から、ラミニン α5 鎖遺伝子の新規ヘテロ変異 p.V3687M
を同定した(Kaimori, Kikkawa et al., JCI insight, 2022))。さらに、同じ遺伝子変異をもつ、
遺伝子改変マウスを作製し、病態を解析したところ、生後 72週目で尿蛋白陽性、巣状糸球体硬
化症病変、肺気腫及び気管支の変形を認め、マウスでも同じ遺伝子変異がヒトと同様の疾患を引
き起こすことを明らかにした。さらに、変異をもつラミニンα5 鎖の基底膜への沈着が減少し、
細胞の接着が低下することが、本疾患の原因になっていることが示唆された。また、細胞接着と
関連するビンキュリンの増加が認められ、本疾患のバイオマーカーとして診断に応用できる可
能性が示めされた。 
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