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研究成果の概要（和文）： 

小細胞肺がんは非常に進行が早く、転移しやすい悪性度の高いがんである。その高転移能に

着目し、その分子機構を解明し、転移抑制を目指すための基礎的検討を行った。この CADM1を

強制発現させた小細胞肺がん細胞は腫瘍形成能が亢進することから小細胞肺がんの悪性増殖・

転移能と強く相関している可能性が示唆された。更に小細胞肺がんにおける CADM1の下流分子

経路として PI3K経路が関与している可能性を見出した。 

研究成果の概要（英文）： 

Small cell lung cancer (SCLC) is one of the most malignant cancers that metastasize to 

the distal organs even in its early stages.  We examined the molecular mechanism 

underlying the malignant growth and metastasis of SCLC to identify candidate molecules 

targeting SCLC.  The exogenous expression of CADM1 enhanced tumorigenicity of SCLC cells 

in nude mice, suggesting that the expression of CADM1 promotes malignant growth and 

metastasis of SCLC. Moreover, we found that PI3K and its downstream molecules may play 

roles in the malignant signaling mediated by CADM1 in SCLC. 
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１． 研究開始当初の背景 

小細胞肺がん（SCLC）は早期から高い転移

性を示し、一時的には抗がん剤に反応するも

ののすぐに治療抵抗性のがん細胞が出現し、

不幸な転帰に至る難治性腫瘍の代表である。

日本では毎年 15,000人以上の患者が SCLCに

より死亡することから、その分子機構、特に

転移と抗がん剤抵抗性の分子病理的解明に
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基づく新たな対策が強く望まれている。 

がんの浸潤、転移には様々な細胞接着分子

が関与している。また、細胞接着分子は細胞

膜上に発現することから、腫瘍特異的な発現

が認められる場合には、診断標的としてのみ

ならず、ヒト化抗体による機能阻害が直接医

薬品開発に結びつく可能性を有することか

ら、臨床応用を考える上で重要である。細胞

接着分子 CADM1は非小細胞肺がんを含む様々

な上皮系のがんにおいて腫瘍抑制に関与す

る一方で、成人 T 細胞白血病（ATL）におい

ては腫瘍増殖や組織浸潤に関与することが

知られている。この CADM1の過剰発現が上皮

性腫瘍ながら白血病のように単一細胞状態

で極めて高い転移性を示す SCLC でも原発性

腫瘍の 35％に認められ、小細胞肺がんで見ら

れる CADM1分子種が正常肺や正常脳では認め

られない特異的なスプライシング・バリアン

トであることを見出した。更に CADM1スプラ

イシング・バリアントの発現が、接着非依存

性増殖を示す SCLC細胞 12例全例で認められ

るが、接着依存性増殖を示す SCLC 細胞 2 例

では全く認められないこと、また SCLC 細胞

で siRNAにより CADM1発現を抑制するとスフ

ェロイド様増殖が抑制されること、更には

CADM1を強制発現させた SCLC細胞ではマウス

での腫瘍形成能が亢進することを見出して

いる。このように CADM1 バリアントが SCLC

の悪性増殖、転移能を抑制する分子標的であ

ることが示唆されている。 

 

２． 研究の目的 

難治性腫瘍の代表である SCLC の高転移性

の分子機構を解明し、その診断、治療の分子

標的を同定することは、がんの分子病理学的

研究の大きな課題の一つである。そこで、

CADM1を介して SCLCが悪性増殖、転移能を獲

得する分子機構とその抑制手段を明らかに

することを本研究の目的とする。 

 

３． 研究の方法 

(1) ウェスタンブロッティング解析 

SCLC細胞の細胞抽出液を準備し、各タンパ

クの特異的抗体を用いてその発現量を比較

した。内部標準タンパク質としては GAPDH

を用いた。 

(2) 免疫沈降実験 

予め Protein A-sepharose および正常

rabbit IgGと反応させることにより非特異

的吸着を除いた SCLC細胞の細胞抽出液を、

Tiam1 もしくは Tiam2 抗体（ネガティブコ

ントロールとして rabbit IgG）を用いたお

よび Protein A-sepharoseとともに反応さ

せ、その沈殿物を Tiam1もしくは Tiam2抗

体、および CADM1抗体で検出して、両者の

結合の検出を試みた。 

(3) 蛍光免疫染色法 

カバーガラス上で培養した細胞を 4%ホル

マリン溶液で固定後、TX-100にて膜透過処

理を行い、ブロッキングする。その後、１

次抗体として、CADM1 抗体および Tiam1 も

しくは Tiam2抗体を用い、2次抗体には Cy3

標識抗ニワトリ IgY 抗体および Alexa488

標識抗ウサギ IgG 抗体を用いた。Zeiss 社

製共焦点顕微鏡 LSM710 および蛍光顕微鏡

Axio Observerにて観察した。 

(4) 細胞増殖実験 

96ウェルプレートで細胞を培養し、各濃度

の PI3K阻害剤 LY294002加えた。72時間後

に MTS 試薬（Cell Titer 96 AQueous One 

Solution Cell Proliferation assay kit; 

プロメガ社）を加え、1 時間後に 490nm の

吸光度を測定した。 

 

４． 研究の成果 

SLCL細胞における CADM1下流分子経路に着



 

 

目して、ATL 細胞で同定した CADM1 下流因子

で RAC活性化機能を有する Tiam1の発現を検

討した。CADM1 の発現が見られない、接着細

胞性増殖を示す SCLC 細胞では Tiam1 の発現

が著しく低下しており、CADM1 の発現様式と

の相関性が認められた（図 1A）。次に免疫沈

降法により、CADM1 と Tiam1 の結合を調べた

ところ、その結合は認められなかった（図 1B）。

更に蛍光免疫染色法を用いて、SCLC細胞にお

ける CADM1および Tiam1の細胞内局在を調べ

たところ、共局在は認められなかったものの、

Tiam1 は細胞接着面において CADM1 の直下に

局在している可能性が示唆された（図 1C-E）。 

 

 

図 1.SCLC 細胞における CADM1 と Tiam1 の相

関(A)SCLC 細胞および NSCLC 細胞における

CADM1 および Tiam1 の発現様式、(B)SCLC 細

胞 Lysateを Tiam1抗体で免疫沈降し、Tiam1

抗体および CADM1抗体で検出した。(C-E)SCLC

細胞、 H69 における CADM1(赤 )および

Tiam1(緑)の細胞内局在を蛍光免疫染色法に

て比較した。 

 

 次に、Tiam1の類似分子であり同様に PDZ

ドメインを有する Tiam2との相互作用を検討

した。Tiam2 の発現様式は、CADM1 との相関

があまり見られなかった（図 2A）。しかし、

内在性に CADM1の発現を認めない接着依存性

増殖を示す SBC5 細胞株に CADM1 の 2 種のス

プライシング・バリアントをそれぞれ外因性

に発現させると Tiam2の発現増強が見られた。

そこで更にこの CADM1安定発現株に Tiam2を

外因性に発現させ、CADM1 との結合を免疫沈

降法（図 2B）および蛍光免疫染色法（図 2C-H）

にて検討を行なった。免疫沈降法では両者の

結合は見られず、また蛍光免疫染色法にて細

胞内局在を比較したところどちらの分子も

フィロポディア様の細胞局在を示すが、明ら

かな共局在は認められなかった。 

 

 

図 2.SCLC 細胞における CADM1 と Tiam2 の相

関(A)SCLC 細胞における Tiam2 の発現様式、

(B)CADM1(8A)+Tiam2/SBC5および CADM1(8A+ 

B)+Tiam2/SBC5 細胞における CADM1 と Tiam2

との結合を Tiam2抗体を用いた免疫沈降法に

て検出した。(C-H)CADM1(8A)+Tiam2/SBC5 

(C-E)および CADM1(8A+B)+Tiam2/SBC5(F-H)

における CADM1(赤)および Tiam2(緑)の細胞

内局在を蛍光免疫染色法にて比較した。 

 

これらの結果は、Tiam1/Tiam2 と CADM1 の

相互作用を完全に否定するものではないが、

SCLC細胞においては、ATLとは異なる経路が

関与している可能性が示唆された。 

一方、固相化CADM1上での細胞伸展性を指標

とする独自の検索法によりCADM1下流経路阻

害因子として同定したPI3K阻害剤、LY294002

について、SCLC細胞の増殖に及ぼす効果をMTS

法により検討した。PI3K阻害剤LY294002は、

SCLC細胞において一定の増殖抑制効果を示し

た。更にCADM1からPI3Kに至る経路上の分子群、

MPP3, Dlg,p85についても、SCLCで高発現する

ことを見出した。しかし、PI3K阻害剤のSCLC



 

 

細胞に対する効果は、上皮細胞であるヒト胎

児腎臓由来細胞株 HEK293 およびヒト大腸が

ん由来細胞Caco-2でも同様に見られたことか

ら、さらなる特異的な治療が必要であること

が示唆された。 
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