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研究成果の概要（和文）：がん浸潤マーカーであるラミニンγ2鎖（Lmγ2）のがんの悪性増殖における役割を調
べた。１）Lmγ2鎖の最N末端ドメインV(dV）が血管内皮の透過性やがん細胞の血管内皮下への浸潤を促進した。
２) dV断片は転移性乳がん細胞のCD44分子に結合することによって、がん細胞の移動を促進した。しかし、がん
幹細胞機能への関与は明確でなかった。３）dV断片に対する新規モノクローナル抗体を用いた分析から、培養ヒ
トがん細胞やがん組織においてdVを含む低分子量の断片が多量に産生され、がん患者血中でも検出されること、
また本抗体が肺がん組織の免疫染色において浸潤性がん細胞を高感度で検出できることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The present study investigated functions of the tumor invasion marker 
laminin gamma2 chain (Lmg2) in tumor progression. 1. The most N-terminal, domain V (dV) of Lmg2 
promoted vascular permeability and tumor cell invasion into endothelial cell layer. 2. The dV 
protein stimulated migration of metastatic breast cancer cells by binding the cancer stem cell 
marker CD44. However, it was not clear whether dV supports the stem cell function. 3. Novel 
antibodies recognizing dV were prepared. Analyses with these antibodies revealed that small 
proteolytic fragments containing dV were highly produced in various cultured human cancer cell 
lines, cancer tissues and sera of cancer patients. Immunohistochemistry showed that one of dV 
antibodies detects invasive lung cancer cells at high sensitivity. These results suggest that dV 
fragments are produced in cancer tissues and contribute to tumor invasion. The dV antibodies seem 
useful for pathological analysis and diagnosis of human cancers.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 

細胞外マトリックス（ECM）はがんの悪性
増殖を支える重要な微小環境因子である。
ECM 分子の中でも、特に基底膜の主成分で
あるラミニンや IV 型コラーゲンの発現変化
はがん細胞が上皮内に留まるか、あるいは浸
潤がんに移行するかどうかを決定する。基底
膜が減弱あるいは消失すると、がん細胞は間
質因子の影響を受けて上皮―間葉移行
（EMT）と呼ばれる形態変化を示しながら間
質へと浸潤する。一方、近年、がん細胞集団
の中にがん細胞を再生産する幹細胞様のが
ん細胞、すなわちがん幹細胞（cancer stem 

cells または cancer- initiating cells）が存在
することが明らかになり、注目されている。
がん幹細胞は増殖速度が低いために通常の
抗がん剤に対する抵抗性が高く、がん治療後
の再発の重要な原因になっていると考えら
れている。このため、がん幹細胞を標的とす
る新規抗がん剤の開発や、がん幹細胞を維持
させる環境因子（niche）の解明が急務とな
っている。最近、EMT を起こしたがん細胞
とがん幹細胞には、抗がん剤抵抗性、低増殖
性、マーカータンパク質発現などにおいて共
通性があることが報告されている（Cell 133: 

704, 2008）。 

これまで私たちは一貫して、がんの増殖・
浸潤・転移に関与する細胞外分子の解析を進
めてきた。過去、大腸がん細胞が分泌する新
規のマトリックスメタロプロテアーゼ
（MMP）としてマトリライシン（MMP-7）
（Cancer Res 50:7758, 1990）や新規 MMP

阻害分子 APP（Nature 362:839, 1993）など
を見いだした。また、胃がん細胞が産生する
新規細胞接着性運動促進因子(ラドシン)を見
出だした（PNAS 90:11767, 1993）。後にこ
の分子は上皮基底膜の重要な細胞接着分子
である新規ラミニンであることが判明し、ラ
ミニン 5、さらに最近ラミニン 332（Lm332）
と改名された（Matrix Biol. 24:326, 2005）。
私たちを含めた多数の研究により、Lm332

ががんの浸潤性増殖に関与する重要な分子
であることが明らかになっている(Cancer 

Sci. 97:91, 2006)。Lm332 はα3、β3、γ2

鎖の巨大３量体分子（450ｋDa）である。私
たちは初めて Lm332 の組み換えタンパク質
の発現に成功し、その構造と作用機構を明ら
かにしてきた（J Biochem 132:607, 2002）。
特にγ2 鎖短腕が限定切断されると、Lm332

の細胞接着活性が低下し、細胞運動活性が上
昇することが明らかになった（MBC 18:1621, 

2007）。一方、がん細胞が間質内に浸潤する
とき、α3 鎖とβ3 鎖の発現が低下し、γ2

鎖が単独で過剰発現することを明らかにし
た（Cancer Res. 59:5596, 1999）。これまで
に、がん浸潤先進部位でのγ2 鎖の高発現は
殆ど全ての種類のがんで報告されており、
Lmγ2 鎖は典型的ながん浸潤マーカーとし
て認識されている。しかし、がんの悪性増殖
におけるLmγ2の意義は全く不明であった。

最近、Lmγ2 を強制発現したがん細胞がヌー
ドマウス体内で高い浸潤能を示すこと（Int J 

Cancer 127:2031, 2010）、Lmγ2 が EMT に
伴って誘導され、この EMT がん細胞はコラ
ーゲンゲル内で分裂能を失って浸潤する（低
増殖高浸潤）こと（PLoS ONE 7:e53209, 

2012）、などを明らかにした。さらに最近、
Lmγ2 が、がん幹細胞機能の発現に重要と考
えられているCD44に結合することが示唆さ
れた。これらのことから、がん浸潤組織で高
発現する Lmγ2 ががん幹細胞の機能維持に
も関与している可能性が高い。本研究はこの
可能性に注目しながら、がんの浸潤転移にお
ける Lmγ2 の役割を明確にすることを目的
とした。 

 

２．研究の目的 

多種のヒトがん組織の浸潤先進部位では
ラミニン332の構成鎖の一つであるラミニン
γ2 鎖（Lmγ2）が単独で過剰に発現する。
しかし、このがん浸潤マーカーLmγ2 の病理
的意義は明確でない。最近の私たちの結果か
ら、Lmγ2 鎖の N 末端断片が重要であるこ
と、また予備的な検討においてそれが、がん
幹細胞マーカーであるCD44と相互作用する
こと、などが示唆された。これらのことは、
がん浸潤部位で高発現する Lmγ2 ががん幹
細胞を支える niche の成分として機能する可
能性を示唆する。本研究では、特に Lmγ2

と CD44 の相互作用に注目しながら、がんの
悪性進展における Lmγ2 の病理的役割を明
らかにする。このために、Lmγ2 のがん組織
における発現分布とその機能、Lmγ2 と
CD44 との相互作用、Lmγ2 のがん幹細胞機
能（浮遊増殖能、抗がん剤耐性など）への関
与、などを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

がん浸潤部位で高発現する Lmγ2 の機能
を、がん幹細胞機能との関係に注目しながら、
明らかにする。このために、主として以下の
研究を行う。１）Lmγ2 とその N 末端断片
の天然あるいは組換えタンパク質を調製し、
種々のがん細胞への作用を明らかにする。
２）Lmγ2 と CD44 の相互作用、および互
いの結合部位を、細胞あるいは精製タンパク
質を用いた実験によって明確にする。３）
種々の CD44 発現がん細胞において Lmγ2

ががん幹細胞機能（浮遊増殖能、基質接着能、
抗がん剤耐性など）に影響するかどうか、ま
た、それが CD44 との相互作用によるものか
どうかを明らかにする。４）Lmγ2 の CD44

結合部位に対する抗体を作製し、種々のヒト
がん組織やがん細胞における Lmγ2 活性断
片の発現と作用を明らかにする。 
 
４．研究成果 
１）Lmγ2・N 末端断片の生物活性 

Lmγ2 鎖の短腕領域には N 末端側からド
メイン V、IV、III が存在する。この部分は



プロテアーゼによる限定切断を受け、N 末端
断片を遊離する。代表的な切断ではドメイン
V（dV）と IV（dIV）からなる N 末端断片（Lm

γ2pf）が遊離される。この Lmγ2pf および
dV などの組換えタンパク質を調製し、それ
らの培養細胞に対する生理活性を調べた。そ
の結果Lmγ2pfおよびdVが血管内皮細胞の
収縮、ひいては血管内皮の透過性を促進した。
このような作用によって、特に dV 断片はが
ん細胞の血管内皮下への浸潤を強く促進し
た。dV の血管透過性促進作用はヌードマウ
スを用いた in vivo の実験でも確認された。 

２）Lmγ2 と CD44 の相互作用 

Lmγ2 と CD44 との相互作用を解析し、
以下の成果が得られた。（１）Lmγ2 は良性
乳がん細胞 MCF-7 に比べて転移性乳がん細
胞 MDA-MB-231 に 高度 に結合し た。
MDA-MB-231 細胞の表面に存在する Lmγ2

受容体の分析から、がん幹細胞マーカーであ
る CD44 分子が Lmγ2 受容体として同定さ
れた。MDA-MB-231 細胞の全 CD44 含量は
MCF-7 細胞に比べてはるかに高いことが判
明した。（２）Lmγ2 の CD44 結合部位は最
N 末領域であるドメイン V（dV）の EGF 様
リピート 2/3 と同定された。当初 Lmγ2 が
結合する CD44 はヘパラン硫酸鎖をもつ
CD44v3 と想定されたが、精製タンパク質を
用いた分析において糖鎖をもたない標準型
（CD44s）にも結合した。（３）Lmγ2 の
MDA-MB-231 細胞への結合は CD44 の細胞
内領域のリン酸化を促進し、細胞移動を促進
した。この作用は CD44 中和抗体や RNAi 処
理によって阻害された。以上の結果から、Lm

γ2 の浸潤促進活性は CD44 を介すること、
すなわち 2 種のがん細胞マーカーである Lm

γ2 と CD44 が相互作用し、生体内でのがん
細胞の浸潤転移を促進する可能性が強く示
唆された。 

３）Lmγ2 とがん幹細胞機能との関係 

上記のようにLmγ2pfおよびdV断片がが
ん細胞の CD44 分子に結合し、がん細胞の細
胞移動を促進することが明らかになった。
CD44 はがん幹細胞マーカー分子であること
から Lmγ2・N 末端断片の CD44 への結合
ががん幹細胞機能に影響する可能性が考え
られる。この可能性を調べる目的で、Lmγ
2pfおよびdV断片がMDA-MB-231細胞の薬
剤耐性に影響するかどうかを調べたが明確
な効果は認められなかった。さらに、
MDA-MB-231 の浮遊増殖性に対する効果も
調べたが効果は明確でなかった。このような
単純な実験系において結果はネガティブで
あったが、上記のように良性の乳がん細胞
MCF-7 に比べて、CD44 の発現量が高く、か
つ浸潤性が高い MDA-MB-231 乳がん細胞に
dV 断片が高度に結合した。さらに、CD44

発現量とがん細胞の悪性度が相関するとの
報告がいくつか存在する。これらのことから、
他の多様な因子が存在する生体内環境にお
いて Lmγ2・N 末端断片ががん幹細胞機能に

影響する可能性は否定できない。 

４）Lmγ2 の dV 断片（CD44 結合部位）に
対するモノクローナル抗体の作成 

Lmγ2 の N 末領域を認識する抗体が市販
されていないことから、以下のようにマウス
モノクローナル抗体を自作した。（１）Lmγ
2 ドメイン V（dV）および IV（dIV）からな
るγ2pf（45kDa）を抗原としてマウスを免
疫し、dV および dIV を認識する多数の抗体
クローンを樹立した。それらの中から、免疫
ブロッティングや免疫染色が可能な抗体を
選別した。さらに 2個の抗体クローンを選び、
数 ng/mlレベルのγ2鎖N末端断片を検出で
きる Sandwich ELISA 系を樹立した。（２）
上記抗体を用いて Lmγ2 の N 末端断片の解
析を行った結果、多くの培養がん細胞ではγ
2 鎖はプロテアーゼにより切断され、γ2pf

とドメイン V 断片が多量に分泌されること
が明らかになった。一方、ヒト肺がん組織で
はドメイン III の C 末端部分で切断されて生
じた 70-80kDa のγ2 短腕断片や dV 断片が
主に検出された。以上から、CD44 分子に結
合する dV 断片が生体内でも産生されること
が明らかになった。（３）作成した Sandwich 

ELISA 系ががん患者血清中のγ2 鎖 N 末端
断片を検出できることが分かった。 

５）ヒト肺がん組織における Lmγ2・dV 断
片の分布 

CD44 に結合する Lmγ2・dV 断片のヒト
がん組織における分布を新規 dV 抗体（クロ
ーン P2H）を用いた免疫染色法で調べた。同
時に、過去に私たちが作製した 3 種の Lm332

抗体を用いて、Lm332 構成鎖の発現分布も
調べた。その一つである D4B5 抗体はγ2pf

より C 末端側のドメイン III を認識する抗体
で広く世界で使用されている。免疫染色の結
果、D4B5 に比べて、P2H 抗体が浸潤性がん
細胞および周囲の間質組織を強く染色した。
特に悪性度の高いがんほど、がん細胞質が強
く染色された。これらのことから、P2H 抗体
で検出される、dV を含む N 末端側プロテア
ーゼ断片が、D4B5 で検出される C 末端側断
片よりもがん組織中でより安定に存在し、が
ん細胞の浸潤能に寄与することが推測され
た。他の抗体を用いた結果から、浸潤性がん
細胞ではγ2 鎖に加えてβ3 鎖が、また、が
ん間質ではγ2 鎖に加えα3 鎖が過剰に発現
することが明らかになった。一方、dV 断片
に対する高感度のサンドイッチ ELISA系を作
成し、肺がん患者血清を分析した結果、特に
ステージ III 以上の肺がん患者血清中でγ
2dV 断片が有意に増加した。以上から、初め
て作製されたγ2dV 抗体が肺がん組織の病
理診断に有効であるだけでなく、がんの血清
診断への応用性が考えられた。 
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