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研究成果の概要（和文）： 
ネトリン１による強力な細胞死抑制活性の主要な介在分子として、新規ネトリンレセプターX
を単離同定した。ネトリン１とレセプターX の結合により、p53 誘導性細胞死が強力に抑制さ
れるだけでなく、血管内皮細胞やがん細胞の遊走能が亢進した。このとき AKT 及び Src キナ
ーゼの活性化が誘導された。ネトリン１とレセプターX は、正常大腸上皮細胞の基底膜上にお
いて共局在を示した。大腸がんでは、ネトリン 1の発現が高頻度に消失し、がん間質において
強い発現を認めた。3 次元培養系において、ネトリン 1 とレセプターX の結合は、大腸がん細
胞の極性回復と増殖抑制を誘導した。これらの結果から、ネトリン 1とレセプターXのシグナ
ル経路は、正常上皮細胞の極性維持に重要な働きを有し、大腸がんに対してがん抑制的に機能

している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we identified a novel netrin-1 receptor X that mediates netrin-1 
regulated anti-cell death activity. The interaction of netrin-1 with receptor X not only 
blocked p53-dependent apoptosis but also induced chemotaxis of both vascular endothelial 
cells and cancer cells. The interaction led to activation of AKT and Src. In vivo, netrin-1 
was colocalized with receptor X at the basement membrane of colorectal epithelial cells. 
Netrin-1 expression was frequently lost in human colorectal cancer tissues whereas the 
expression was elevated in cancer stromal region. In 3D culture experiment, the 
interaction of netrin-1 with receptor X induced cell polarization and growth suppression 
of colorectal cancer cells. These results suggest that the signaling pathway via netrin-1 
and receptor X plays a critical role in cell polarity to suppress tumor initiation and 
progression. 
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１．研究開始当初の背景 
ネトリン 1とそのレセプターは神経軸索誘導
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果たす。一方で、我々は、非神経細胞におい
ては、ネトリン 1とそのレセプターのシグナ
ルが、細胞死を正と負に制御し、細胞の異常
増殖やがん化に対して抑制的に働いている
可能性を提唱し、これらの分子がヒトがんで
高頻度に不活性化されている事実や、ネトリ
ン 1が p53依存性細胞死を強力に抑制する事
実を見いだした（Arakawa H. Nat Rev 
Cancer 4, 978-987, 2004）。ネトリンによる
細胞死抑制のメカニズムは、がんの発生・進
展や、抗がん剤に対する抵抗性の獲得、さら
には神経変性疾患における神経細胞死に関
与している可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
この研究においては、ネトリンによる細胞死
抑制作用がどの様なレセプター及び会合分
子によって伝達されているのかを明らかと
する。また、それらの結合によってどの様な
シグナル経路が活性化しているのかを明ら
かとする。ヒトがんにおけるこれら分子の異
常の有無についても解析を進める。これらの
成果から、ネトリンの関与する疾患発症のメ
カニズムの解明と、ネトリンによる細胞死抑
制シグナル経路の制御を応用した新しい疾
患予防治療戦略開発の基盤を作り、もって人
類の健康福祉に貢献することを目的として
いる。 
 
３．研究の方法 
我々が独自に開発したヒト生理的ネトリン
１の大量調整法により、ヒト生理的ネトリン
の大量調整を行う。このネトリンには FLAG
融合蛋白質と生理的蛋白質の２種類を用意
する。これらの精製ネトリン蛋白質を用いて、
細胞死抑制に関与する新規ネトリンレセプ
ターをスクリーニングする。用いる細胞は、
ネトリンによって細胞死抑制が生じる
H1299 肺癌細胞株、U373MG グリオーマ細
胞株と、ネトリンによる細胞死抑制が生じな
い SH-SY5Y神経芽腫細胞株とする。これら
細胞株に FLAG 融合ネトリン蛋白質を添加
し、一定時間培養を行った上で、細胞を回収
し、蛋白質を抽出する。これら蛋白質抽出液
に対して、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降を
行う。FLAG融合ネトリン蛋白質と共沈殿し
てきた蛋白質群に対して、SDS-PAGEによる
電気泳動を行い、蛋白質群をゲルより切り出
し、質量分析によってそれらの詳細を解析す
る。解析が可能であった蛋白質に関しては、
候補蛋白質とネトリンの結合を確認する。こ
れらのスクリーニングを進める一方で、ネト
リンと結合する可能性のあるレセプター群
については候補分子アプローチによって、ネ
トリンとの結合の有無を確認する。この際、
先に用いたネトリンによる細胞死抑制に対
して異なる反応性を示す細胞株を用いて、そ

れら細胞株での候補レセプターの発現レベ
ルを調べる。ネトリンによる作用が認められ
ない SH-SY5Yで発現が低レベルまたは消失
し、ネトリンによる作用が認められる H1299、
U373MG で発現が高レベルの候補分子は優
先的に結合確認実験へ進める。以上の方法に
よってネトリンとの特異的な結合が証明さ
れた候補レセプターについては、siRNA等を
用いた機能阻害実験へと進め、それら候補分
子が真の細胞死抑制に関与する新規ネトリ
ンレセプターであることを証明して行く。
我々が開発した生理的ネトリンの大量調整
法によって精製したネトリン蛋白質を抗原
として、マウスあるいはウサギを用いた免疫
によって、抗ヒトネトリン抗体の作製を行う。
この研究によって明らかとなった候補ネト
リンレセプターに関する機能解析を進める。
様々な細胞株を用いて、候補ネトリンレセプ
ターのノックダウン細胞株を樹立し、ネトリ
ン１の細胞死抑制作用が、候補レセプターの
ノックダウンで消失するかを確認する。ネト
リン１と候補ネトリンレセプターの結合に
よって、レセプターへ会合する分子を同定す
る。これら細胞株を用いて、ネトリン１とレ
セプターの結合によって活性化されるシグ
ナル伝達経路の詳細を明らかとする。また、
我々が独自に作製した抗ネトリン１抗体と、
候補ネトリン１レセプター抗体を用いて、こ
の経路が、生体内のどのような場所で、どの
ような生理的機能を発揮しているのかを、組
織化学的免疫染色を行うことによって明ら
かとする。また、独自に収集した、ヒト大腸
がんサンプルを用いて、大腸がん及びそれに
対応した正常大腸組織におけるネトリン１
と候補レセプターの発現を、リアルタイム
PCRや、特異抗体を用いた免疫組織学的解析
によって解析する。 
 
４．研究成果 
候補分子アプローチによって、ネトリン 1に
結合する新規ネトリンレセプターX を単離同
定した。レセプターXは、H1299 や U373MG な
どの、ネトリン 1による細胞死抑制活性を認
める非神経細胞に強く発現していたが、
SH-SY5Y などの神経細胞には発現を認めなか
った。免疫沈降実験で、ネトリン 1との特異
的な結合を認めた。レセプターX を発現して
いる H1299 や U373MG 細胞から、siRNA によっ
てレセプターX をノックダウンするとネトリ
ン 1による細胞死抑制活性は消失した。また、
レセプターX を発現していない SH-SY5Y 細胞
にレセプターX を発現させると、ネトリン 1
による細胞死抑制活性が獲得された。ネトリ
ン 1 とレセプターX の結合は、血管内皮細胞
の HUVEC や、肺がん細胞株 H1299 の遊走能を
亢進させた。ネトリン 1 とレセプターX の結
合は、AKT や Src の活性化を引き起こし、こ



れらキナーゼの阻害剤で、細胞死抑制活性が
失われたことより、ネトリン 1とレセプター
X のシグナル伝達は、これら分子が関与する
ことが推測された。生体内において、ネトリ
ン 1 とレセプターX は、ヒト大腸正常上皮細
胞の基底膜において共局在を示した。また、
ヒト大腸がん組織においては、ネトリン 1の
発現は消失し、逆にがん間質領域において強
い発現を認めた。一方レセプターX は、ヒト
大腸がん細胞にも強い発現を認めた。3 次元
培養系において、ネトリン 1を発現していな
い大腸がん細胞株に、ネトリン 1 を導入し、
安定的に発現させたところ、細胞極性が回復
し、細胞増殖の停止と細胞死抑制による細胞
生存亢進が認められた。以上の結果から、ネ
トリン 1 とその新規レセプターX は、上皮細
胞の基底膜上で結合することで、細胞極性維
持のシグナルと細胞生存亢進に作用するシ
グナルを制御する可能性があり、それによっ
て、少なくとも大腸がんにおいては、がん抑
制機能を有している可能性が示唆された。さ
らに、大腸がん組織においては、ネトリン 1
の発現を失った大腸がん細胞の極性喪失が
生じ、がん間質に発現したネトリン 1へ、レ
セプターX を発現した大腸がん細胞が遊走浸
潤していく可能性が考えられる。さらには、
がん間質のネトリン 1は、腫瘍血管新生を促
進している可能性が示唆された。 
 我々の研究によって、ネトリンの非神経細
胞における全く新しい機能があきらかとな
り、それをメディエートする新規レセプター
の発見につながった。さらに、これらの機能
が正常細胞の機能維持に重要な働きを有し、
その破綻がヒトがんの発生進展につながる
可能性が示された。さらには、ヒトがん組織
においては、ネトリン 1 とレセプターX の結
合及びシグナル伝達を阻害することで、がん
の浸潤転移を予防できる可能性が示された。
具体的には、ヒトがん治療において、抗ネト
リン 1 抗体によるネトリン 1 とレセプターX
の結合を阻害することで、転移抑制を標的と
した全く新しいがん治療法開発の実現化が
期待される。 
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