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研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫チェックポイント分子PD-L1の安定化因子であるCMTM6を介した肉腫
細胞の転移メカニズムの解明を目的としている。CMTM6濃縮画分とエクソソーム濃縮画分のsmall RNAシークエン
ス解析の結果、多くのmiRNAがCMTM6濃縮画分に局在することがわかった。これらの結果から、肉腫細胞はCMTM6
を搭載した細胞外小胞にmiRNA等を内包して分泌し、腫瘍微小環境の制御を介して転移を誘導していると考えら
れる。また、希少がんの患者由来がんモデルは一般には入手しがたいが、この本モデルを用いて転移のメカニズ
ムを検証していくことは希少がんのみならず通常のがんへも波及すると考えている。

研究成果の概要（英文）：Patient-derived cancer model is a pivotal tool to promote cancer research. 
Ewing’s sarcoma (EWS) is a highly aggressive and metastatic malignant tumor of bone and soft 
tissues, whose incidence is peak in children and young adulthood. Control of metastasis based on the
 molecular targeting contributes to improve patient prognosis. To this end, we screened expression 
of microRNAs in clinical samples to identify target molecules, which regulate malignant properties 
of EWS cells. Microarray analysis indicated that PD-L1 is significantly down-regulated in the cases 
with poor prognosis. Although PD-L1 did not affect cell proliferation, it strongly repressed 
migration of EWS cells. Gene expression analysis revealed that PD-L1 targeted CMTM6, a 
chemokine-like membrane protein with unknown function. Depletion of CMTM6 by siRNAs strongly 
inhibited migration of EWS cells. Our data suggest that at least the expression of PD-L1 and CMTM6 
is involved in metastasis onset.

研究分野：希少がん、肉腫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CMTM6は免疫チェックポイント分子PD-L1の安定化に必要であることが複数報告されている。エクソソームを介し
たPD-L1の血中分泌量と免疫チェックポイント阻害剤の奏効性の関連や、PD-L1自身ががん細胞の転移と関連する
との報告がある。腫瘍微小環境中の栄養飢餓状態により腫瘍細胞内のCMTM6の発現上昇に起因する、CMTM6小胞の
分泌量の増加はPD-L1阻害剤の不応性のみならず、他の細胞膜レセプターを標的とした治療薬の奏効性にも影響
を与える。当初の予定通り、CMTM6の機能解析は進んでおり、生物学的に極めて興味深いデータも多く取得でき
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
所属する本研究室にて、免疫チェックポイント分子 PD-L1 の安定化因子である CMTM6 
は、肉腫細胞を低栄養状態で培養することで発現上昇することや、細胞膜へとアクチンフィ
ラメントを利用して局在し、細胞外へと分泌されることが見出されていた。興味深いことに、
CMTM6 の発現を抑制した細胞では、細胞増殖の抑制が誘導されること、細胞膜に局在す
る成長因子レセプター等の発現が低下することがわかっていた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、免疫チェックポイント分子 PD-L1の安定化因子である CMTM6を介した肉腫
細胞の転移メカニズムの解明を目的としている。CMTM6 は、PD-L1 以外の細胞膜レセプ
ターの安定供給にも関連していると考えられる。遺伝子発現の網羅的解析から、CMTM6 の
ノックダウン（KD）により、特定 miRNA の活性化が誘導されている可能性を見出した。
事実、それら miRNA は、細胞内の発現量が CMTM6 KD により上昇していた。CMTM6 
が細胞外へと分泌されることから、CMTM6 は細胞外小胞として特定 miRNA を内包して
分泌されていると仮定することができる。細胞外小胞を培養上清から調製し、さらにそれを
密度勾配遠心法で分離すると、CMTM6 はエクソソームマーカーとは異なる画分に分画さ
れる。細胞外小胞の各画分に濃縮されるタンパク質を質量分析により網羅的に解析した。そ
の結果、CMTM6 の濃縮画分には、RNA processing に関する因子 が濃縮されていること、
エクソソームとは明らかに異なることがわかった。さらに、CMTM6 濃縮画分とエクソソ
ーム濃縮画分の small RNA シークエンス解析の結果、多くのmiRNA が CMTM6濃縮画
分に局在することがわかった。これらの結果から、肉腫細胞は CMTM6 を搭載した細胞外
小胞に miRNA 等を内包して分泌し、腫瘍微小環境の制御を介して転移を誘導していると
考えられた。 
 
 
３．研究の方法 
 

肉腫の細胞外 miRNA の解析のために、患者由来細胞株を樹立し、機能未知であった

CMTM6 の解析をおこなった。CMTM6 は免疫チェックポイント分子 PD-L1 の安定化に

必要であることが複数報告されている。近年、エクソ ソームを介した PD-L1 の血中分泌

量と免疫チェックポイント阻害剤の奏効性の関連や、PD-L1 自身ががん細胞の転移と関連

するとの報告があった。そこで、CMTM6 がエクソソームと異なる細胞外小胞の構成因子

であり、miRNA 等も同時に分泌することで微小環境を制御するとのこれまでの結果は、極

めて意義深い。即ち、腫瘍微小環境中の栄養飢餓状態により腫瘍細胞内の CMTM6 の発現

上昇に起因する、CMTM6 小胞の分泌量の増加は PD-L1 阻害剤の不応性のみならず、他

の細胞 膜レセプターを標的とした治療薬の奏効性にも影響を与える。所謂、薬剤への不応

性の根本的な メカニズムの一つである可能性が考えられた。また、その様な状況から逃れ

るために、周辺非がん細胞の制御を分泌 miRNA が担うことで、転移の誘発が基本的には

同一のシステムに介在されると考え、分泌メカニズムの理解も必須の条件となる。本研究で

は、種々の阻害剤を用いて、 CMTM6 の分泌との影響を検討してきた。エクソソーム分泌

阻害剤で CMTM6 の細胞外分泌も抑制される一方、薬剤 X に関しては、エクソソームの

分泌は強く抑制される一方、CMTM6 の分泌や RNA 制御関連因子と多くの miRNAs の

分泌が促進されることを見出した。即ち、CMTM6 はエクソソー ムと異なる分泌経路で分

泌されており、内包物もエクソソームとは異なることがわかった。 
 
 
 



４．研究成果 

細胞外へと分泌される CMTM6 小胞を可視化による動態解析：蛍光タンパク質のタグを導

入したリコンビナント CMTM6 を発現する肉腫細胞株の樹立を行った。培養栄養状態が異

なる条件で細胞を培養し細胞外分泌量を蛍光の測定することで定量化し、様々な培養条件

を検討し、細胞外分泌に影響を与える栄養素の特定を行い、マウスへと肉腫細胞を移植し、

細胞外分泌をモニターした。CMTM6 の分泌と腫瘍組織内への免疫細胞の浸潤やサイトカ

イン分泌等への影響を定量的に評価した。CMTM6 分泌メカニズムの解明とその意義を検

討した。CMTM6 と特定 miRNA の分泌を亢進する薬剤 X は、 細胞内標的因子 Y を阻

害することが知られている。薬剤の作用機序と CMTM6 分泌の詳細を解析することで、

CMTM6 小胞の分泌メカニズムを知ることが可能となる。その細胞内標的 Y をノックダ

ウン（KD）し、CMTM6 の細胞内局在やアクチンフィラメントの変化等の細胞生物学的検

討を加えた。また、Yの KD による CMTM6 分泌と miRNA 分泌に対する影響を解析し、

CMTM6 と標的因子 Y の相互作用を検討すると同時に、CMTM6 の細胞内で相互作用す

る因子の検討と miRNA やその制 御因子の小胞内へのリクルートに関するメカニズム解

析を実施した。CMTM6 の分泌を制御する 細胞内ネットワークと肉腫転移誘発との関連を

細胞株レベル、さらにはマウスモデルで検討することにより、微小環境制御と細胞外小胞分

泌の連携を分子レベルで明らかにし、新たながん治療標的として提示する。 
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