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研究成果の概要（和文）：Merm1やAggrusなど転移関連分子のがん微小環境による活性制御機構の解析とこれら分子を
標的とした転移抑制剤開発を行なった。具体的には、（１）Merm1はがん抑制遺伝子p53の機能を抑制することで血管内
のがん細胞の生存を促進し、その結果として転移形成を助長していることを見いだした。また、がん転移抑制遺伝子候
補を複数同定することに成功した。また、（２）血小板ががん微小環境を構成する因子であり、血小板より放出される
PDGFをはじめとする増殖因子ががん細胞の増殖を促進していること、これら血小板を凝集させるAggrusを標的とした阻
害薬は抗腫瘍薬として有望であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this project, we tried to analyze the regulation of metastasis-promoting 
activities of Merm1 and Aggrus by tumor microenvironment and to develop anti-metastatic drugs. We 
performed the following experiments and obtained several new findings.
(1) We found that Merm1 enhanced tumor cell survival in the vasculature by suppressing p53-mediated 
apoptosis. We established the in vivo screening system to select high metastatic tumors and obtained 
several candidate metastasis-related genes.
(2) We analyzed the role of platelets in tumor growth and metastasis. We found that platelets were one of 
the components of tumor microenvironment, that growth factors secreted from platelets were associated 
with tumor growth in vivo, and that anti-Aggrus drugs would suppress tumor growth as well as tumor 
metastasis.

研究分野： がん化学療法学
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１．研究開始当初の背景 
 がんは、生体内制御機構から逸脱して無秩
序な増殖をするといった特徴をもつ疾患で
あるが、がんの致死率を規定する最も大きな
要因は、がんが発生した原発巣での増殖では
なく、転移巣における増殖である。転移性が
ん細胞は異常な運動能・接着能・細胞外基質
の破壊能など様々な性質を兼ね備えている
が、これに加え転移先臓器の微小環境が、が
んの転移巣形成に重要な役割を果たしてい
ることが知られている。しかしこうしたがん
微小環境による転移の制御機構を明らかに
するためには、個体レベルで解析する必要が
あると考えられていた。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らはこれまでに、独自の個体レ
ベルの転移モデル系を用いて、Aggrus などの
血行性転移に関わる新規分子を同定し、その
転移促進機構を解明してきた。そこで本研究
課題では、実験的転移モデルを用いた in vivo
スクリーニングにより同定・命名した機能未
知分子 Merm1 の解析を中心に、転移関連がん
微小環境を解明し、その微小環境を制御する
薬剤開発につなげることを目的とする。また、
in vivo スクリーニングを再度実施すること
で、新たな転移関連遺伝子を同定するととも
に、がん細胞と血小板の相互作用並びにその
相互作用を介したがん微小環境の機能変化
も解析し、得られた相互作用・分子機構を標
的にした新たな治療法開発も目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）血行性転移におけるMerm1の機能解析。
Merm1 は、in vivo スクリーニングにより得
られた遺伝子である。Merm1 のがん転移促進
活性を確認するために、恒常的Merm1発現CHO
細胞株を樹立し、この細胞株における転移能
を検討する。血行性転移モデル系で汎用され
る高転移細胞株におけるMerm1遺伝子発現を
RT-PCR 法や Western 法などで検討し、Merm1
高発現細胞株を探索し、見出された高発現細
胞株に Merm1 shRNA を導入することで、恒常
的 Merm1 ノックダウン細胞株を樹立し、転移
能に対する影響を検討する。 
（２）Merm1 発現制御機構の解析と阻害剤探
索。転移巣が形成されるまでには、運動、浸
潤、接着、再増殖など様々なステップが関与
している。Merm1 過剰発現あるいは shRNA で
ノックダウンした細胞株を用い、運動能の変
化は創傷治癒（スクラッチ）アッセイで、浸
潤能の変化は transwell chamber を用いたア
ッセイで、接着能の変化はヒト臍帯静脈内皮
細胞（HUVEC）への接着能変化で、再増殖は
MTS アッセイで検証する。変化が認められた
場合には、各々のステップに関与する分子と
の相互作用を検討する。これら検討でも
Merm1 の転移促進作用に相関のある機構が見
つからない場合は、マイクロアレイ法による
網羅的な関連遺伝子探索法に切り替えて研

究を進める。また、Merm1 遺伝子のプロモー
ター部位をルシフェラーゼ遺伝子上流につ
ないだレポーターコンストラクトを用いる
ことにより、Merm1 発現抑制活性を示すヒッ
ト化合物を探索する。 
（３）新規転移関連遺伝子の探索。がん転移
を抑制している遺伝子の同定を行うために、
低転移がん細胞株にshRNAライブラリーを導
入し、マウスに shRNA 導入株を移植して肺ま
たは肝臓に転移したがん細胞を回収すると
いった in vivoスクリーニング系を構築する。
そのうえで、転移先臓器から shRNA の導入さ
れたがん細胞を回収し、導入されている
shRNA の遺伝子配列を解析することで、ノッ
クダウンされたと予想される遺伝子を特定
する。shRNA の標的遺伝子の転移抑制活性は、
高転移細胞株に過剰発現させることで確認
する。 
（４）がん細胞と血小板の相互作用並びにそ
の相互作用を介したがん微小環境の機能変
化。抗血小板薬には、転移巣におけるがん細
胞の増殖抑制効果が認められている。そこで、
転移巣における相互作用を、血小板マーカー
である抗 CD41 抗体を用いた免疫染色法で検
証するとともに、抗血小板薬投与に伴う相互
作用変化を検証する。 
 
４．研究成果 
（１）血行性転移におけるMerm1の機能解析。
高転移性メラノーマ細胞より調製したcDNAラ
イブラリーを低転移性CHO細胞に遺伝子導入
し、この遺伝子導入細胞を尾静脈より移植し
た結果、肺転移結節が生じることを見いだし
た。この肺転移結節を回収し、そこに含まれ
ている導入遺伝子を解析することで、Merm1
遺伝子が同定された（図１）。Merm1遺伝子は、 

 
図１：新規転移関連遺伝子Merm1の同定につな

がったin vivoスクリーニング系 
 
多臓器障害を特徴とするウィリアムズ－ビュ
ーレン症候群で欠失している7番染色体の
7q11.23上に載っている遺伝子であるが、疾患、
特にがん化との関連は報告されていない。本
年度、CHO細胞にMerm1を過剰発現させた細胞
株を樹立し、in vivoにおけるがん転移促進活
性を検討した。その結果、Merm1発現に伴い肺
や肝臓などへの血行性転移が促進されること
が確認された。さらに、Merm1の一次アミノ酸
配列より類推されるメチルトランスフェラー
ゼ活性と転移促進能の相関を検討するために、
メチルトランスフェラーゼと相同性の高い部
位に変異を導入して活性を喪失させた変異



Merm1遺伝子（Merm1-MD）を作製し、同様にCHO
細胞に高発現させた（図２）。MD変異体は血行 

 

図２：Merm1遺伝子導入による肺や肝臓への血
行性転移促進 

 
性転移を生じなかったため、Merm1のメチルト
ランスフェラーゼ活性が転移促進活性と密接
に関わっていることが示唆された。また、組
織アレイを用いてMerm1発現腫瘍の探索を行
なった結果、浸潤能が高い浸潤性乳管がんや
メラノーマにおいてMerm1発現が高いとこと
を見出した。また公的細胞バンクより入手し
たメラノーマ細胞株でもMerm1過剰発現を確
認した。一方、正常メラノサイトおよび皮膚
扁平上皮がん細胞株ではMerm1発現が低かっ
た。そこでMerm1を高発現しているメラノーマ
細胞株A375Mを蛍光標識し、転移初期過程であ
る肺毛細血管におけるトラップ状態を検討し
た。Merm1 shRNAを用いてMerm1発現を抑制す
ると、肺毛細血管内における生細胞数の減少
が確認され（図３）、Merm1は血管内における 

 
図３：Merm1ノックダウンに伴う肺にトラップ

された生細胞数の減少 
 
がん細胞生存に関わることが示唆された。 
（２）Merm1発現制御機構の解析と阻害剤探索。
Merm1の機能解明に向けて、shRNAを用いた
Merm1発現抑制メラノーマ細胞株の樹立を行
なった。その発現抑制細胞株で接着能の変化
など各種検討したが、Merm1発現減少に伴い変
化する事象は見出されなかった。そこでマイ
クロアレイ法でMerm1発現減少に伴い発現変
動する遺伝子を探索した結果、 p53 の
co-activatorであるZac1の発現が上昇するこ
とを見出した（図４）。さらに、Merm1がZac1
の発現抑制を介してp53誘導性のアポトーシ 

 
図４：Merm1ノックダウン時に発現増強される

Zac1遺伝子の同定 
 
スを阻害することで、がん細胞の転移先臓器
における生存を促進していることが、Merm1
の転移促進能の根幹であることが明らかとな
った。また、Merm1遺伝子のプロモーター部位
約2500 bpをクローニングしてレポーターコ
ンストラクトの作製を行なった。Deletion 
mutantを作製することで、Merm1遺伝子転写に
関わるcis-elementの同定に成功した。また、
このプロモーター部位にp53/p73ファミリー
転写因子が結合するコンセンサス配列を見出
したため、p53によるMerm1発現制御の可能性
を検討したが、p53阻害剤の結果とレポーター
活性の相関が得られず、得られていた5種類の
p53阻害剤のさらなる検討は断念した。一方、
Merm1との相互作用因子を質量分析計で解析
した結果、リボソーム合成に関わる多数の因
子が結合していることを見出した。これら因
子がMerm1阻害剤開発の際の標的分子となる
ことが示唆された。 
（３）新規転移関連遺伝子の探索。shRNA ラ
イブラリーを用いた in vivoアッセイ系で回
収された shRNA の標的遺伝子には、転移の際
に不活性化されるあるいは発現減少が起き
ると報告されている遺伝子も含まれていた。
そこで現在、高転移細胞に shRNA の標的遺伝
子を過剰発現することで転移能の減弱が認
められるかなどの確認を進めている。同定さ
れた遺伝子の転移抑制活性が確認されたら、
この遺伝子をがん悪性化のバイオマーカー
として利用可能であると考えられた。 
（４）がん細胞と血小板の相互作用並びにそ
の相互作用を介したがん微小環境の機能変化。
Aggrusは血小板上のCLEC-2と結合することで、
血小板凝集を引き起こす転移促進分子である。
これまでに、AggrusとCLEC-2の結合を阻害し、
血小板凝集を阻害する中和抗体の作製に成功
していた。そこで、この中和抗体を担がんマ
ウスに投与すると、当初の目的である血行性
転移の阻害だけでなく、Aggrus陽性がん細胞
のin vivoにおける増殖をも抑制することを
見いだした。その作用機作を検討した結果、
血小板凝集時に放出される血小板からの増殖
因子がAggrus陽性がん細胞の増殖を促進して
おり、中和抗体投与によりこの増殖因子の枯



渇が引き起こされ、腫瘍増殖が抑制されるこ
とを見いだした（図５）。 

 
図５：Aggrusを起点とした血小板凝集誘導機
構と、血小板が放出する増殖因子によるがん

細胞の増殖促進 
 

腫瘍部位における血小板の集積を検討するた
めに、Aggrus陽性のPC10細胞とAggrus陰性の
A549細胞の腫瘍を用いて、血小板を認識する
抗CD41抗体で免疫染色を行なった。その結果、
PC10細胞の腫瘍内には多数の血小板が集積し
ていることが明らかとなった（図６）。よっ 

 

図６：CD41抗体を用いた、腫瘍内における血
小板集積の検討 

 
て、これら血小板が凝集時に放出する増殖因
子が腫瘍の増殖を促進している可能性が示唆
された。 
 そこで血小板凝集を引き起こす骨肉腫など
のがん細胞を用いて、血小板凝集を抑制する
抗血小板薬の効果を検討した。その結果、抗
血小板薬処理は腫瘍増殖の抑制と浸潤抑制を
引き起こすことを見いだした。がん微小環境
における血小板の意義を明確にするために、
血小板凝集に伴い放出される因子のうち、が
ん細胞の増殖に関わる因子の同定を、サイト
カインアレイ等を用いて行なった。その結果、
血小板凝集を引き金として血小板よりPDGFが
放出され、そのPDGFが骨肉腫細胞などの増殖
を促進していることを見出した。しかし、PDGF
受容体阻害剤あるいはその下流のAkt阻害剤
では、腫瘍増殖抑制を十分に行うことができ
ず、血小板凝集時に放出される他の増殖因子
も腫瘍増殖に関わっている可能性が示唆され
た。よって、血小板凝集自体を阻害するAggrus
阻害薬の創製が重要であることが示唆された。
そこで、これまでにスクリーニングして得ら
れたAggrus阻害低分子化合物を元に誘導体を
100種類以上合成し、AggrusとCLEC-2の結合を

阻害する薬剤の探索を行なった。その結果、
これまでとほぼ同じ活性を示す６種類のヒッ
ト化合物を取得することに成功するとともに、
化合物のAggrus阻害に関わる構造活性相関デ
ーターを得ることに成功した。 
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