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研究成果の概要（和文）：ラミニンα5 鎖はβ1鎖およびγ1鎖とヘテロ三量体を形成し、ラミニン-511として成
体基底膜の主要な構成分子として存在している。ラミニン-511は、正常細胞を秩序よく基底膜へ接着させ組織を
安定化させている。一方、癌細胞の基底膜浸潤では足場として利用されるが、そのメカニズムは十分に解明され
ていない。本研究では、ラミニン-511とその細胞接着に着目し、癌細胞による基底膜形成阻害、癌細胞の基底膜
への接着および運動メカニズムにアプローチした。その結果、ラミニン-511の不足は基底膜形成を抑制するこ
と、ラミニン-511への細胞接着を弱めながら細胞運動を促進する細胞内シグナルが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Epithelial cells stably anchor to basement membrane, whereas malignant 
tumors pass through it to achieve metastasis. Of basement membrane components, laminin-511 (alpha5, 
beta1, gamma1; LM-511) is a major isoform in many adult tissues. Several studies have shown that 
LM-511 promotes not only cell adhesion but also tumor cell migration. Thus, LM-511 can be viewed 
like two distinct molecules in normal vs. tumor cells.  In this study, we focused on 1) the assembly
 of basement membrane containing LM-511 in tumor microenviroments and 2) the migration of tumor 
cells adhering to LM-511. The amino acid sequences active for endothelial cell tube formation were 
identified using synthetic peptides-derived from laminin alpha5 N-terminus. Our results also showed 
that endogenous LM-511 promotes the formation of cyst structure accompanying with basement membrane.
 Moreover, we found that the inside-out signal is involved in the transition from static to 
migratory cell behaviors on LM-511.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景	
	 癌細胞と基底膜の相互作用についての研
究は、基底膜の代替する物質としてマウス肉
腫由来のマトリゲルが使用されてきた。しか
しながら、このマトリゲルはラミニンにおい
て成体組織で見られる基底膜と大きく異な
っている。ラミニンはα,β,γの 3 つの鎖か
らなるヘテロ三量体の蛋白質であり、細胞接
着といった主な機能はα鎖によって担われ
ている。マトリゲルに含まれるラミニン-111
はα1,β1,γ1 鎖によって構成されているが、
細胞接着の中心であるα1 鎖は胎児期を中心
に発現するため、癌細胞がラミニン-111 と相
互作用することはまれである。このため、マ
トリゲル基底膜浸潤モデルは、必ずしも成体
の基底膜浸潤を反映するものではなかった。
実際に癌が生じる成体組織の基底膜では、ラ
ミニンα5鎖を含むラミニン-511 が主なラミ
ニンであることが明らかになっている。しか
しながら、ラミニンα5 鎖が癌細胞の基底膜
浸潤に関与する可能性が高いにもかかわら
ず、十分にアプローチされていなかった。	
	 ラミニンの正常なヘテロ三量体は、自己会
合し、基底膜の形成に関与していることが知
られている。これまでに癌細胞が in	vitro
において、ラミニンα5 鎖が単量体として分
泌され、プロテアーゼの分解を受けやすいこ
とを見出した。これらのことから、過剰な単
量体ラミニンα5 鎖が自己会合を介した基底
膜形成を破綻させ、癌細胞が浸潤しやすい基
底膜の綻びを生じさせている可能性が想定
された(図 1A)。また、ラミニンα5鎖と相互
作用する受容体として、インテグリン、ディ
ストログリカン、ルテランなどが知られてい
る。なかでもルテランは、ラミニンα5 鎖の
特異的な受容体である。ルテランとインテグ
リンはラミニンα5鎖の同じLGドメインへ競
合的に結合する(図 1B；	Kikkawa	et	al.,	J	
Biol	Chem,	2007)。また、癌細胞におけるル
テランの発現上昇を見出してきた（Kikkawa	
et	al.,	Exp	Cell	Res,	2008）。さらに、ル
テランのラミニンα5 鎖に対する結合は細胞
脱着に働き、癌細胞の運動を促進することを
明らかにしてきた(図 1C;	Kikkawa	et	al.,	J	
Biol	Chem,	2013)。これらの結果から、ルテ
ランの発現上昇は細胞脱着を促進し、ラミニ
ンα5 鎖を含む基底膜へ向かって浸潤する方
向性のある細胞運動を促進する可能性が示
されていた。	
 
２．研究の目的 
	 基底膜は細胞外マトリックスからなる非
常に薄い膜状の構造体であり、細胞を秩序よ
く接着させ組織を安定化させている。癌細胞
はこの特殊な基底膜を破綻させて、細胞増殖
や浸潤・転移に適した細胞外環境として利用
するようになる。これまでマトリックスメタ
ロプロテアーゼによる基底膜の分解が注目
されてきたが、これ以外にも癌細胞が過剰に
分泌する基底膜分子が基底膜形成を破綻さ

せている可能性が高い。また癌細胞も、破綻
した基底膜へ向かって浸潤するために方向
性のある細胞運動を亢進していると考えら
れる。本研究では、基底膜の主要分子である
ラミニンα5 鎖とその受容体ルテランに着目
し、癌細胞による基底膜浸潤のメカニズムの
解明および解明に向けた新しいツールの作
製を目指した。 
 

３．研究の方法 
(1)三次元培養による Cyst 形成の誘導	
	 イヌ尿細管上皮由来の MDCK 細胞をマトリ
ゲル中で培養し、基底膜様構造を伴った cyst
を形成させた。Cyst は、ゲルの中でパラフォ
ルムアルデヒド固定し、蛍光免疫染色を行っ
た。また、Cyst 形成前の細胞と形成後の細胞
から RNA を精製し、real	time	PCR に用いた。
さらに、培養液中に組換えラミニン-511 およ
び肝細胞増殖因子(HGF)を添加し、Cyst の形
態およびラミニンの発現を定量化した。	
	
(2)ラミニンα5鎖N末端の組換え蛋白質およ
び合成ペプチドの作製	
	 ラミニンα5 鎖 N 末端は、short	arm と呼
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ばれ LN-LEa-L4a-LEb-L4b-LEc の 6 つのドメ
インからなっている。これに Fc タグを融合
して、組み換えタンパク質を作製した。さら
に C末側からドメイン欠損させた組み換えタ
ンパク質を作製し、細胞接着アッセイに用い
て、機能ドメインの探索を行った。さらに機
能ドメインのアミノ酸配列を網羅するよう
に、12-15 残基のペプチドを合成した。ペプ
チドは	Fmoc	固相合成法によって合成し、マ
ススペクトロメトリーにより正しく合成さ
れていることを確認した。	
	
(3)血管内皮細胞によるチューブ形成	
	 ヒト臍帯由来の血管内皮細胞は、マトリゲ
ル上で培養すると血管用のチューブを形成
する。この培養系に、ラミニンα5 鎖 N 末由
来の合成ペプチドを添加し、チューブ形成に
対する効果を Image	J を用いて定量化した。	
	
(4)細胞接着アッセイ	
	 ラミニン-511 を始めとする細胞外マトリ
ックスおよび合成ペプチドを 96well プレー
トに吸着させ、BSA でブロッキングの後に細
胞を播種した。そして、CO2インキュベーター
で 1時間静置し、接着した細胞をギムザ染色
により染色した。そして顕微鏡下で接着した
細胞をカウントし、定量化した。細胞接着の
阻害実験では、播種するときに阻害抗体を添
加した。	
	
(5)細胞運動アッセイ	
	 ラミニン-511 をガラスボトムディッシュ
に吸着させ、BSA でブロッキングの後に細胞
を播種した。抗体および生理活性物質は、細
胞接着後に添加した。細胞運動の測定は、キ
ーエンス BZ-8000 顕微鏡および TOKAIHIT の
顕微鏡用培養装置を用いて細胞の動画を撮
影し、ImageJ を用いて細胞運動を定量化した。	
	
(6)ファージ抗体の単離	
	 ファージ抗体ライブラリを用いて、組み換
えルテランに対するバイオパンニングを行
い、特異的に結合するファージクローンを単
離した。単離したファージ抗体を用いて結合
阻害実験および細胞運動阻害実験を行った。	
	
４．研究成果	
(1)α5 鎖を含むラミニンによる基底膜形成	
	 三次元培養法による上皮様組織形成を促
し、培養系でより成体の基底膜に近い構造の
作成を試みた。その結果、上皮様組織が形成
されるにつれて、ラミニンα5 鎖を含む成体
の基底膜に近い構造体が形成されることを
見出した。さらに、この三次元培養法による
上皮様組織形成の過程に、α5 鎖を含む組換
えラミニン-511 を添加すると基底膜の形成
が促されると明らかとなった。このことは、
ラミニン-511 が不足すると基底膜形成が破
綻する可能性を示した。また、ラミニン-511
の受容体であるルテランは、プロテアーゼに

よって切断され細胞表面から放出される。こ
の放出されたルテランは、ラミニン-511 に対
する結合能を保持しており、細胞とラミニン
-511 の相互作用を妨げていることが明らか
となった。放出されたルテランがラミニン
-511 に結合することで、基底膜形成を抑制ま
たは破綻させることを示唆した。さらに、
MDCK 細胞を肝細胞増殖因子（HGF）で刺激し
たところ、ラミニンα5 鎖の発現が有意に減
少し、基底膜様構造が見られなくなった。こ
のことは、ラミニン-511 が不足すると基底膜
形成が破綻する可能性を示した。	
	 ラミニン-511 のα5鎖 N末端にある細胞接
着および自己会合に関与するアミノ酸配列
の同定を試みた。その結果、LN ドメインのア
ミノ酸配列に基づいたペプチド A5-16: 
LENGEIVVSLVNGR が、血管内皮細胞の接着に関
与し、さらに in	vitro において血管内皮細
胞による管腔形成を抑制した(図 2)。管腔形
成の抑制はラミニン-511 による自己会合の
阻害を示唆した。	

	
(2)ラミニン-511 に接着した細胞の運動を促
進する走化性因子の探索および運動促進シ
グナルの解明	
	 細胞運動を促進するとされる発癌物質お
よび生理活性物質を用い、ラミニン-511 に接
着した細胞の運動を評価した。その結果、発
癌プロモーターであるホルボール-12-ミリ
スタート-13-アセタート(PMA)がラミニン
-511 に接着したヒト肺癌細胞 A549 の運動を
促進した(図 3)。さらに、PMA 刺激による A549
細胞の丸い形態への変化は、PMA によりラミ
ニン-511 に対する細胞の接着が減少するこ
とによると明らかになった。PMA による癌細
胞の運動促進により、細胞運動に関与する癌
細胞の受容体やその細胞内のシグナル伝達
にアプローチすることが可能になった。阻害
抗体を用いて受容体を検討した結果、PMA 刺
激を与えた A549 細胞のラミニン-511 に対す
る接着と運動の変化は、インテグリンα3β1
とルテランを介していると明らかになった。
また、シグナル伝達を阻害する化合物を用い
て、ラミニン-511 の PMA 刺激を与えた細胞運
動を制御するシグナル伝達分子を検討した
ところ、Rho の下流を制御する Rho キナーゼ
(ROCK)を阻害したとき、細胞運動が減少した。
また、PMA 刺激後の ROCK 阻害剤の効果は、細
胞の形態をコントロールの伸展した形態に
まで変化した。これらのことから、PMA 刺激

図 2 血管内皮チューブ形成の抑制 
Non A5-16 
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を与えたときのラミニン-511 に接着した
A549 細胞の運動は、Rho/ROCK 経路を介して
いることが明らかになった。	

	
(3)ルテランに対するファージ抗体の作製と
その評価	
	 ルテランの機能を解析する新しいツール
として、ルテランに対するファージ抗体の作
製を行った。まず、肝細胞癌患者の末梢血由
来の抗体ファージライブラリを構築し、ルテ
ランに対する特異的な抗体の単離・解析を試
みた。構築したライブラリは 10^8 以上の多
様性を確保した。そして構築したライブラリ
を用いて、ルテランに対してバイオパンニン
グを行ったところ、抗原に対する濃縮が観察
された。そしてクローン化後の ELISA による
結合解析の結果，ルテランに高い特異性を持
つクローンを単離した。そして、ルテランと
ラミニンα5 鎖の結合アッセイにファージ抗
体を加えて、結合を阻害するクローンがある
ことを見いだした。これまでの研究から、ル
テランがラミニンα5 鎖上での癌細胞の運動
を促進することが明らかになっている。ルテ
ランに対するファージ抗体は、その機能解明
だけではなく、癌の転移•浸潤を抑制するよ
うな分子標的薬の作製に役立つものと期待
される。	
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