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研究成果の概要（和文）：多種の臓器癌（胃癌、卵巣癌、子宮癌、大腸癌）の細胞株を用いて、 

LTBP-1 の発現抑制と、LTBP-1L、LTBP-1S の強制発現による機能変化を解析した結果、全ての

細胞株において顕著な変化は認められなかった。一方、臨床組織検体における、LTBP-1L、LTBP-1S

共通抗体による発現解析の結果では、胃癌の悪性度との関連が認められた(p < 0.01)。 従って、

同蛋白は癌診断や治療の標的候補となりうることが示唆された。しかし、LTBP-1L、LTBP-1Sそ

れぞれの機能解明にはさらなる解析が必要である。 

 
研究成果の概要（英文）：Knockdown of LTBP-1L or LTBP-1S in cancer cell lines including 
stomach cancer, ovarian cancer, uterine cancer, colorectal cancer, had no remarkable 
change in cell shape, cell growth and cell invasion activity.  Forced expression of LTBP-1L 
or LTBP-1S also showed no remarkable effect on cancer cell lines. On the other hand, there 
was correlation between LTBP-1 expression and cancer - stroma relationship of stomach 
cancer by immunohistochemical analysis in clinical samples (p < 0.01). Thus, it was 
suggested that LTBP-1 can be a candidate of the diagnostic marker and the target of 
medical treatment.  However, further studies were required to determine the LTBP-1L 
and LTBP-1S function. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
 TGF-ß1(Transforming growth factor 
-ß1)は、細胞増殖やアポトーシス、組織
の炎症や免疫反応など様々な生理活性

を持ち、発癌や癌の進行において重要な
役割をしていることがよく知られてい
る。しかし、発癌や初期癌の進行を抑制
する一方で、進行した癌ではさらに転移
など悪化を促進することが多数報告さ
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れ、発現量や活性の調節が重要であると
推測された。 
申請者らは、 TGF-ß1 結合蛋白質

LTBP-1(latent TGF-ß1  binding 
protein-1) が、TGF-ß1 の細胞外分泌や
活性化を制御することに注目し、継続的
に解析を進めてきた。LTBP-1L には亜型
の LTBP-1L(long) と LTBP-1S(short)が
あり，癌で LTBP-1Lだけが高発現してい
ることや、その LTBP-1Lのプロモーター
配列に転写発現活性に影響する新規の
一塩基多型が存在することを報告した。
しかし、発癌や癌の悪化における
LTBP-1L の役割や、作用機序は不明であ
った。 

 
２． 研究の目的 

 
本研究では、癌細胞における LTBP-1L

の働きを明らかにするために、LTBP-1L
と LTBP-1S を蛋白質発現レベルで区別
して、癌との関係を明らかにすることを
目的とした。さらに、詳細な臨床データ
との関連を明らかにして、LTBP-1L 一塩
基多型に基づく遺伝子診断への応用の
ための基礎的解析を行うことを目的と
した。 

 
３. 研究の方法 
 

LTBP-1S と比較解析し、両者に共通の
機能とLTBP-1Lに特異的な機能について
情報を得るために、種々の癌培養細胞に
おいて LTBP-1 発現抑制細胞株を siRNA
（Stealth RNAi）を用いた RNA干渉によ
り作成し、機能解析を行った。細胞の形
態変化、生存(WST-1 試験)、細胞増殖
(BrdU取込試験)、運動能・浸潤能の変化
(スクラッチ試験・マトリゲル試験)、に
より解析した。一方で、LTBP-1S と 
LTBP-1L それぞれの強制発現株を作成し
た。 pIRES(internal ribosomal entry 
site)neo3 プラスミドに LTBP-1S と 
LTBP-1L の全長遺伝子をそれぞれ組み込
んだ発現ベクターを構築し、リポフェク
ション法により細胞に導入し、機能解析
を行った。培養液中の不活性型および活
性型 TGF-ß1を ELISA法で定量した。 
また、LTBP-1L を特異的に認識する抗

体は市販されていないため、作製を行っ
た。LTBP-1L にのみ存在するアミノ酸配
列と、LTBP-1Sと LTBP-1Lに共通のアミ
ノ酸配列をそれぞれGST融合蛋白質とし
て大腸菌で発現・精製し抗原とし、ラッ
トを用いてそれぞれの特異抗体を作製
した。ELISA法により抗体価を測定した。 
同時に、金沢大学附属病院の胃癌、大

腸癌症例を用いた解析も行った。手術摘
出組織より抽出した RNAを用いて、リア
ルタイム PCR法により、癌部、非癌部そ
れぞれの LTBP-1Sと LTBP-1L mRNA 発現
量をそれぞれ定量した。また、上記の
LTBP-1Sと LTBP-1L特異的抗体を用いた
免疫組織化学染色法によりそれぞれの
癌部、非癌部における発現を調べ、上記
一塩基多型や臨床データ（年齢、臨床病
期、癌の組織型、再発の有無、転移の有
無、術後生存期間）との関連を解析した。 
 

４．研究成果 
 
  RNA 干渉を用いた LTBP-1 の発現抑
制による機能変化を解析した結果、胃癌
培養細胞株 TMK1 では発現抑制による細
胞増殖能や遊走活性に顕著な変化は観
察されなかった。この結果は、これまで
の卵巣癌 JHOM1,大腸癌 HT29 と異なるも
のであった。LTBP-1蛋白は一般に発現量
が低いために、RNA 干渉で発現抑制を行
っても変化が見られなかったと考えら
れた。そこで、LTBP-1L、LTBP-1S それ
ぞれの安定発現株を、胃癌 MKN1, TMK1, 
NUGC3、卵巣癌 JHOM1、子宮癌 HeLa、の
細胞株で 3クローンずつ樹立した。胃癌
KATOIII、卵巣癌 MCAS, RMUG-S, TYK-nu、
大腸癌 HT29 の細胞株では、発現クロー
ンが得られなかった。通常は微量で局在
している LTBP-1L、LTBP-1S 蛋白を高発
現させたことで、後者の細胞株群では、
細胞毒性が出たことも推測された。前者
の細胞株群の発現株を用いて機能解析
を行った結果、発現株によって細胞増殖
能、細胞遊走、浸潤能にわずかな違いが
見られたものの、全ての細胞株において、
顕著な変化は認められなかった。高発現
させた蛋白の培養液中への分泌量も増
加していなかった。従って、LTBP-1L、
LTBP-1S がこれらの機能へ影響してい
ない可能性と、両者ともに、細胞内での
局在に加えて、細胞外マトリックスの構
成成分であることから、培養系では顕著
な変化が現れなかった可能性が考えら
れた。 
 
LTBP-1S および LTBP-1L を特異的に認

識する抗体を作製し、比較対照として市
販の非特異的 LTBP-1 抗体を用いて大腸
癌、胃癌の臨床症例組織で同蛋白の発現
を試みた結果、Western blotting 法で
は、LTBP-1S 蛋白が特異的に検出され、
LTBP-1L 蛋白は検出されなかった。
LTBP-1Sのシグナルは、市販の抗 LTBP-1
抗体と比較すると弱かった。これは、
ELISA 法で確認した抗体価が低かったた



 

 

めと考えられた。臨床検体組織における
免疫組織染色法では、市販の抗 LTBP-1
抗体のみで同蛋白が検出された。従って、
LTBP-1Lと LTBP-1Sを蛋白質発現レベル
で区別して、癌との関係を明らかにする
という当初の目的を変更し、市販の抗
LTBP-1抗体により、臨床検体解析を進め
た。 
 

胃癌臨床組織 65 例で同蛋白の発現を
解析したところ、癌部において組織型、
肉眼型、間質のタイプと蛋白発現量との
関連が見られた。病期、再発の有無、な
どとは関連がなかった。組織型では por2
で、肉眼型では 3, 4 で、高発現の傾向
があり、間質 sciでは有意に発現が高か
った(p < 0.01)。非癌部では組織型、肉
眼型、間質のタイプと蛋白発現量に関連
は見られなかった。また、LTBP-1L プロ
モーターの一塩基多型と発現量の関連
を調べたところ、非癌部で、ヘテロ型症
例で発現が低かった(p < 0.05)。大腸癌
組織 58 例でも同蛋白の発現を解析した
ところ、癌部、非癌部ともに臨床データ
や遺伝子型と蛋白発現量に関連は見ら
れなかった。 

一方、胃癌（癌部 43例、非癌部 38例）
の手術摘出組織から抽出した mRNA を使
用してリアルタイム PCRによる正常部と
癌部での発現解析を行った。その結果、
胃癌、大腸癌正常部では LTBP-1L、
LTBP-1S ともに mRNA 発現レベルが低く、
癌部では高発現している検体と発現が
低い検体が混在していたが、組織型や病
期などの臨床データ、遺伝子型との関連
は見られなかった。 

 
これらより、 LTBP-1 の発現量や

LTBP-1L 遺伝子型を癌化の早期発見マー
カーとして活用することは不可である
が、LTBP-1が癌の悪性化に関与している
可能性が依然高く、癌の病理診断や治療
の標的候補となりうることが示唆され
た。しかし、LTBP-1L および LTBP-1S そ
れぞれの機能解明にはさらなる解析が
必要である。 
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