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研究成果の概要（和文）：　研究の目的は、プロテオーム解析によるKRAS下流分子の網羅的検索から、異型性発現の責
任分子を同定し、その分子基盤の一端を明確にすることであった。本課題では、細胞内塩素イオン制御分子であるCLIC
4に着目して研究を進めた。複数の肺がん細胞株において非がん細胞に比較して顕著な発現低下が認められた。肺癌外
科切除材料での解析では、分化度の低下に伴ってCLIC4発現レベルが低下する傾向が見られた。不死化細胞にCLIC4のノ
ックダウンを行ったところ、核の腫大など形態変化が現れた。KRAS下流分子のプロテオーム解析からCLIC4を同定し、
その発現低下が異型性の一因であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A purpose of present study is to elucidate a molecular basis of morphological atyp
ism. This study investigated the proteome modulated by oncogenic KRAS in immortalized airway epithelial ce
lls. We here focused on CLIC4 to investigate its potential involvement in an induction of the morphologic 
atypism in lung cancers. CILC4 protein levels were reduced in some lung cancer cell lines. The knockdown o
f CLIC4 in an immortalized airway cell line modulated a cell shape as marked enlargement of cells and nucl
ei. CLIC4 protein levels tended to be lower in high-grade tumors. These results suggest that the alteratio
n in CLIC4 could induce some morphological atypism of neoplastic cells and could be involved in carcinogen
esis of the lung.      
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１．研究開始当初の背景 
形態異常（異型性）はがん細胞に共通にみ

いだされる特徴であり、がんの病理組織診断

おいて極めて重要な指標である。しかしなが

ら、異型性を引き起こす分子基盤について積

極的な研究がなされていない。申請者は、

2009 年までの研究において、がん遺伝子

KRAS が、ヒト気道上皮細胞に著しい形態変

化を誘導することを明らかにしていた

（Okudela-K et al., Am J Pathol 2009）。

KRAS よって誘導される形態変化は、細胞の

大型化・大小不同・歪化、多数の突起物の出

現（仮足の進展）、核の大型化・大小不同・

歪化、核クロマチン不規則な凝集、細胞間結

合の不安定化が本態であった（図１）。これ

らは、がん細胞にみられる異型性と極めて類

似した変化であり、KRAS 導入細胞は異型性

の分子基盤を追求するうえで有用な研究材

料となると考えられた。更に研究を進め、細

胞の大型化、仮足の進展、細胞間結合の不安

定化の一部が KRAS-PI3K経路を介した細胞

膜リン脂質の過剰な集積によってもたらさ

れることを明らかにした（Okudela-K et 

al., Pathol Int 2008）。また、一方、

遺伝子発現マイクロアレイを用いた KRAS下

流分子の網羅的検索から異型性に関わる複

数の候補分子を抽出し、塩素イオンチャンネ

ル制御因子 FXYD3 の発現低下が細胞輪郭の

歪化を引き起こすことを明らかにしてきた

（Okudela-K et al., Am J Pathol 2009）。

この成績は、KRAS 導入細胞の発現解析が異

型性の分子基盤を追求するうえで優れた戦

略であることを示していた。 

 
２．研究の目的 
当該研究の目的は、二次元電気泳動法を用

いたプロテオーム解析による KRAS下流分子

の網羅的検索から、異型性発現の責任分子を

同定し、その分子基盤の一端を明確にするこ

とであった。 

 

 
３．研究の方法 
（１）KRAS下流分子群のプロテーム解析 

空ベクター、野生型 KRAS、活性変異型

KRAS（がん遺伝子 KRAS）を不死化気道上皮

細胞株に導入、蛋白質を抽出、それぞれを蛍

光ラベルし、二次元電気泳動で展開した（図

２）。空ベクター導入細胞と野生型 KRAS導入

細胞の何れと比較しても変異型 KRAS導入細

胞において２倍以上の輝度変化を示すスポ

ットの一次構造解析を行い、変異型 KRAS下

流 蛋 白 質 群 を 同 定 し た （ CLIC4 

[NM_013943]; CSTL1 [NM_001912];VIM 

[NM_003380]ほか）。 

（２）候補分子の選抜 

表１で同定した候補分子群のなかから複

数回でされた分子（VIM、CLIC4、CSTL1）

に焦点を当てて解析を進めた。これらの分子

の発現が変異型 KRAS遺伝子の導入によって

発現変動することを検証し、これまでの申請

者らの研究（塩素イオンチャンネル制御因子

FXYD3 の発現低下が細胞輪郭の歪化を引き

起こすことを明らかにした成果（Okudela-K 

et al., Am J Pathol 2009））を考慮し、

当該課題では、特に、細胞内塩素イオン制御

分子である CLIC4に着目して研究を進めた。 

（３）肺がん細胞株における発現解析 

肺がん細胞株１８株における CLIC4 の発

現をウエスタンブロット法で解析した。非が

ん不死化細胞（NHBE-T）と比較して、３細

胞株で低い CLIC4蛋白質発現が見られた。 

（４）肺がん組織における発現解析 

肺がん切除組織 235 例における CLIC4 の

発現を免疫染色法によって解析した。非がん

部組織では、気管支上皮細胞と肺胞上皮細胞

において CLIC4の発現が確認できた（図３）。

がん細胞では、CLIC4の発現レベルは症例に

よって様々であったが、全体としては非がん

部上皮細胞に比較してがん細胞で発現レベ

ルの低い傾向が見られた（図３）。また、腺

癌においては、分化度の低下に伴って CLIC4



発現レベルが低下する傾向が見られた。 

（５）CLIC4発現操作の生物学的作用 

不死化気道上皮細胞に、siRNA による

CLIC4のノックダウンを行った。細胞の大型

化、核の腫大など形態変化が現れた（図４）。

増殖は低下した。一方、CLIC4の発現低下を

示す肺癌細胞株 A549細胞に、CLIC4の強制

発現を行った。増殖活性の高度抑制認められ

たが、細胞形態の変化は顕在化しなかった

（結果示さず）。 

 
４．研究成果
申請当初の計画とおり研究を遂行した。

KRAS 下流分子のプロテオーム解析から
CLIC4を同定し、その発現低下が細胞の大型
化や核腫大といった異型性の一因であるこ
とを示唆する結果を得ることができた。当該
課 題 の 成 果 の 一 部 を 論 文 発 表 し た
（Okudela-K et al., PLosOne 2009）。
特に培養条件下での細胞形態の変化につい
ては更に検証を進めており論文作成・投稿準
備中である。 
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