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研究成果の概要（和文）：がんにおいて上皮間充織遷移(EMT)は悪性化を上昇させるプロセスである。間充織様に変化
したがん細胞はしばしばＮｶﾄﾞﾍﾘﾝという接着分子を発現するようになるが、Ｎｶﾄﾞﾍﾘﾝの量的変化を単純に悪性度の増加
に置き換えることはできない。本研究によってLPP,Etv5,MMP15がNｶﾄﾞﾍﾘﾝ分子の翻訳後制御に関わっていることを新た
に見出した。LPPがEMT後さらに減少することによって遠隔転移が促進されることから、転移のし易さを示す新たなバイ
オマーカーとしての重要性を示した。

研究成果の概要（英文）：In cancer, Epithelial-To-Mesenchymal Transition (EMT) is a critical process of met
astasis. Mesenchymal cancer cell often expresses cell adhesion molecule, N-cadherin. So far the amounts of
 N-caherin can't be translated into the increase of malignancy because the malignancy depends on what form
 of N-cadherin expresses and how it works. In this study, we revealed novel N-cadherin modifiers, Lipoma p
referred Partner (LPP), Ets-variant 5, and Metalloproteinase 15, which modify the stabilities of N-cadheri
n in cancer. We found that loss of LPP in EMT undergone cancer cells further increase the distant metastas
is. Therefore, our findings suggest that LPP is one of potential candidate of distant metastasis biomarker
, which provide us a better prognosis of N-cadherin positive cancer.
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１．研究開始当初の背景 
発生生物学の研究からいかにして接着を

維持した細胞シートが集団として進展でき
るかを説明する新しい概念 Stable-to-Motile 
Transition (SMT)を提唱した。多くのがんの
浸潤機構に SMT が関与しているのではない
かと考えた。 
２．研究の目的 
 がん細胞において「移動しない細胞シー
ト」と「集団移動する細胞シート」の２つの
接着モードがあることを示し、その変化が及
ぼすがんの形態と細胞移動への影響を明ら
かにすること。SMT トリガーの候補分子
Lipoma preferred partner 遺伝子のノック
ダウンを通じて細胞接着を安定な細胞接着
状態にとどめることができればがん細胞を
立体狭窄部に留めることが可能ではないか
と考えた。 
３．研究の方法 
 これまでに肺がんおよびメラノーマ細胞を
用いて SMT トリガーの候補分子である
Lipoma preferred partner (LPP)のノックダ
ウン株を作成した。その結果、低分化型肺腺
がん細胞由来高転移株の PC14PE6 において
細胞接着が安定化する表現形を見出した。 
 3-1.立体狭窄を通るがん細胞の形態変化
と接着の安定性の評価 
 まず、PC14PE6 株を誘引する因子を探すた
めにwound healing assayとTrans well assay
を行った。しかしながら特異的に誘引する物
質を発見することが出来なかった。さらに 3D
コラーゲンゲル中ではイメージングが難し
かったのでコラーゲンゲルディスクを用い
たイメージングを試みたが、血清勾配では移
動を起こさなかった。そこでがん付随繊維芽
細胞(Cancer-Associated Fibroblast: CAF)
を含むコラーゲンゲルディスク上に PC14PE6
株を上層する方法で in vitro における浸潤
能の変化を調べた。 
 3-2. 微小流路を用いた擬似立体狭窄を通
る細胞集団のイメージング 
ポリジメチルシロキサン(PDMS)でマイク

ロ流路を作成し、ガラスと張り合わせてチャ
ンバーを作成する計画だったが、国内の特注
を受ける会社数社に尋ねても海外で行われ
ているようなデバイスの作成技能を持ち合
わせている業者が無かった。そこでロンドン
大学のナノテクノロジー研究所の研究者と
共同研究を行い、神経提細胞の集団的細胞移
動における細胞接着変化と立体狭窄部にお
ける挙動のイメージングに成功したが、がん
細胞においては行うことができなかった。 
 3-3.カテニンの経時的ラベリングと液性
因子添加による安定性変化の検討 
 カドヘリン複合体の安定性の変化を見る
方法としてカテニン分子の経時的ラベルを
提案していたが、細胞株毎にオルタナティブ
スプライシングによるバリエーションが多
く、イメージングするために微量の蛍光タン
パク融合タンパク質の cDNA を過剰に発現す

る実験には細胞とは異なるタイプのカテニ
ンを過剰発現してしまうリスクが伴うこと
が分かった。発生生物学研究においてアフリ
カツメガエル神経提細胞の集団的細胞遊走
において N-カドヘリン分子は１種類であり、
微量の過剰発現の影響を受けない。このため
HaloTag という共有結合でタンパク質と複合
体をつくる蛍光リガンド分子を用いたパル
スラベリング法を開発し、集団的細胞移動に
おける膜のカドヘリン分子の安定性につい
て定量的に観察する方法を見出した。 
 3-4.肺がん細胞の正所移植による原発巣
からの直接浸潤と胸膜播腫の検討 
肺がん細胞PC14PE6は悪性胸水からがん細胞
を回収し、繰り返し注射を行って高転移能を
獲得した細胞株である。この細胞をマトリゲ
ルと混合し、背中の皮膚を切開し、肋骨を露
出させ、肋間から胸腔内の肺へ注射する方法
が開発されていた。しかし、細胞が胸腔内に
漏れると２週間以内に腫瘍を大きく発達さ
せ、死んでしまう。そこで確実に肺内に注射
できる方法を模索した。結局、注入するマト
リゲルの濃度を改変し、背中の皮膚をつまみ
ヌードマウスの肺を皮膚越しに確認した状
態で皮膚の外側から注射する方法を確立し
た。 
 3-5. ヒト肺がん細胞における LPP ノック
アウト及び肺がん以外の臓器由来細胞株で
の LPP ノックダウン 
 ヒト悪性黒色腫から作成された細胞株 WM2, 
Axcel において LPP に対するマイクロＲＮＡ
(miRNA:miR)を発現するベクターを用いて作
成した。 
3-6.他の変化による表現形の可能性も検討
する。 
 集団的細胞遊走に表現形があったが、LPP
の直接的な N-cadherin 安定化への影響が見
出されなかったため、他のタンパク質との相
互作用による経路を試した。すると Etv5 転
写因子の核移行が制御されていることが分
かった。さらに両者が転写制御因子複合体と
して働くことが予想されたため、LPP, Etv5
のノックダウンの表現形を比較した。これら
表現形に共通性が見られたため、共通のター
ゲットとしてメタロプロテアーゼである
MMP-15 の発現を制御していることを見出し
た。 
以下の実験系を用いて解析を行った 
3-6-1. ルシフェラーゼレポーター遺伝子
を用いた転写活性の解析 
MMP-15 遺伝子の転写制御領域ゲノムを単離
し、転写開始点から-2kb の DNA とルシフェラ
ーゼ遺伝子を接続し、ウミシイタケルシフェ
ラーゼをコントロールにしてLPP遺伝子の有
無と MMP-15 遺伝子の発現の増減を定量的に
調べた。 
3-6-2. リアルタイム PCR 装置を用いた
Chromosome immunoprecipitation (ChIP)解
析 
LPP遺伝子欠損株にタグ付きLPPを発現させ



機能回復させた株を作成した。そのタグを用
いてタンパク質が結合したゲノム断片を回
収し、定量的 PCR をリアルタイム PCR 装置を
用いて行った。 
 
４．研究成果 
○低分化型肺腺がん細胞株 PC14PE6 および
悪性黒色腫株 Axcel は LPP 遺伝子の機能阻害
によって N-cadherin の安定化したタンパク
発現を引き起こし、転移浸潤能を上昇させる。 
 PC14PE6 株および Axcel 株は共に定常状態
において N-cadherin の発現を失っている。
これはタンパク質の切断によるものであり、
本来観察されるよりも小さいタンパク質が
存在することを見いだし、さらに mRNA レベ
ルでは全長のタンパクをコードする発現が
あることを見いだした。これら細胞株におけ
る LPP 遺伝子の機能阻害は全長 N-cadherin
の発現を促し、培養条件下において細胞接着
が異常に昂進することを発見した。我々はこ
の細胞接着の安定化が直接浸潤を抑制する
方向に働くかどうかを明らかにすることで
がんの治療に役立つ知見が得られるものと
考えた。 
LPP の抑制によってメタロプロテアーゼの全
体的な分泌量が減少した。さらに移動能を上
昇させることが報告されている転写因子
Etv5 の核移行も阻害されることを見いだし
た。しかしながら方法 3-1 に示したコラーゲ
ンゲルを用いた三次元培養条件下において
細胞接着の上昇は集団的細胞の浸潤を上昇
させた。この表現形が生体内においても見ら
れるかどうかを方法3-4に示したヌードマウ
スへの細胞移植実験を用いて検討した結果、
注射した肺とは反対の肺に遠隔転移する頻
度が著しく上昇することを見いだした。 
○LPPはEtv5と共にMMP-15の発現を制御し、
MMP-15 は直接 N-cadherin 細胞外ドメインを
切断する。 
 LPP の 阻 害 に よ る 浸 潤 能 の 上 昇 は
N-cadherin の安定化による集団的細胞遊走
能の上昇によるものであることが明らかに
なった。そこでそのメカニズムを明らかにす
るためLPPの転写制御因子としての役割に注
目し、標的分子を候補の中から見いだすこと
とした。まず、LPP は転写補因子として転写
因子を必要とする。その候補として Etv ファ
ミリー転写因子が考えられたため、肺がんお
よびメラノーマにおいて発現する転写因子
を単離した。そのうち Etv1 と Etv5 のタンパ
クの核への移行がLPPによって制御されてい
ることを見いだした。さらに Etv5 のタンパ
ク機能阻害の表現形はLPPの機能阻害と非常
によく似ていた。そこで LPP,Etv5 の両者の
表現形を比較し、同様に発現が変化する因子
を様々な候補の中から絞り込み、MMP-15 が両
者で発現が減少していることを見いだした。
通常 MMP(メタロプロテアーゼ)の発現減少は
浸潤能の低下につながるが、反対の表現形で
あるため、N-cadherin の切断に関与している

可能性を検討した。N-cadherin 膜外ドメイン
とイムノグロブリンの Fc 領域を結合させた
N-cad-Fc を in vitro のカラム上で MMP-15 の
活性化型タンパクと共にインキュベートす
ると切断が起こることを見いだした。これに
より MMP-15 の新しい基質として N-cadherin
膜外ドメインを切断できることを発見した。 
 さらに LPP,Etv5 複合体が直接 MMP-15 の発
現を制御していることを示すために方法 3-6
のレポーターアッセイを行った。すると Etv5
上流-1kb 付近にある Etv 結合配列を中心に
LPP の関与が考えられる領域が絞り込まれた。
それを ChIP アッセイにより Etv5,LPP の両者
が結合する領域を<200 bpの範囲で同定した。 
 
○生体内集団的細胞遊走にはLPAR2依存的な
組織の流動性の増加が必要である。 
 神経堤細胞はがん細胞と多くの遺伝子発
現を共有し、生体内をくまなく移動すること
からがん転移のモデルとして注目されてい
る。アフリカツメガエル神経堤細胞は生体内
において特に集団的細胞遊走するモデルシ
ステムである。神経堤細胞に発現するリゾリ
ン脂質 LPAの受容体である LPAR2 が発現して
おり、その機能阻害によって神経堤細胞の移
動が阻害されることが分かった。培養条件下
においてLPAR2阻害の表現形を調べたところ
N-cadherin のターンオーバーが阻害されて
おり、細胞接着が解除できずに細胞がバラバ
ラにならないという表現形を示した。しかし
ながら生体内においては集団で移動するた
め細胞接着を解除する必要が無い。そこでこ
の細胞の乖離が何を示しているのかについ
てさらに研究を進めた。他方、神経堤細胞は
ケモカインの１つSDF-1によく反応し移動す
る。この際に N-cadherin の接着が必要であ
る事はすでに示した（Theveneous et al., 
2010）。本研究ではケモカインによる細胞誘
引と微少流路のチャンバーを組み合わせて
高さが細胞核１つ分ｘ細胞短軸分（50μｍ）
～長軸分（150μｍ）幅のトンネルを通るよ
うに細胞を引き寄せた。すると正常な神経堤
細胞が 50μｍでも集団を変形させて通るこ
とができるのに対し、LPAR2 を阻害した神経
堤細胞は 150μｍのトンネルでさえも入り口
で止まってしまった。これは細胞膜の流動性
を上昇させる Rab5 の機能昂進型を共発現さ
せることや N-cadherin の機能阻害を行う事
でレスキューされる。この事から LPAR2 が
N-cadherin のターンオーバーを介して細胞
接着の適度な乖離を行う事が集団が立体狭
窄を通る際に必要である事が示唆された。さ
らに in vitro における細胞移動を解析する
と集団内の各パーティクルの動きは液体様
であり、LPAR2 を阻害すると固体様に変化す
る事が明らかとなった。故に固体から液体へ
の 相 転 移 に 似 た 流 動 性 の 変 化
（SLT:Solid-to-Liquid like transition）
が集団的細胞移動に必要である事が示され
た。 
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