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研究成果の概要（和文）：細胞接着分子CADM1は免疫グロブリンスーパーファミリー(IgSF)に属し、同分子種あ
るいはIgSFに属する異分子種と相互作用し、細胞接着に寄与する。CADM1の発現異常は様々な病態に関与し、成
人T細胞白血病(ATL)に高発現するCADM1は血管内皮細胞との接着を介して臓器浸潤を亢進する。しかしながら、
血管内皮細胞においてCADM1と相互作用する分子は同定されていなかった。本研究では、ATL細胞に発現する
CADM1が血管内皮細胞に発現するCADM1と相互作用し、血管外遊出及び臓器浸潤を促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cell adhesion molecule 1 (CADM1), which belongs to the immunoglobulin 
superfamily (IgSF), contributes to cell-cell adhesion through trans-interaction with CADM1 itself or
 other IgSF molecules. Ectopic expression of CADM1 in adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL) is 
involved in organ infiltration of ATL cells by promoting adhesion of ATL cells to vascular 
endothelial cells. However, the trans-interacting receptors for CADM1 on vascular endothelial cells 
had not been identified. In this study, we showed that homophilic interaction of CADM1 between ATL 
cells and vascular endothelial cells promotes extravasation and liver infiltration of ATL cells.

研究分野：腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
独自にIgSF遺伝子群をクローニングし、精製したIgSF-Fcタンパク質ライブラリーは、CADM1のみならずIgSF分子
の相互作用ネットワークを解明する上で強力な技術基盤となり得る点において学術的意義がある。また、ATL細
胞のCADM1を介した臓器浸潤の機序を明らかにしたことにより、中和抗体などを用いた細胞接着阻害により浸潤
を抑制する新たな治療法の可能性を見出した点において社会的意義がある。

※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 
CADM1 は免疫グロブリンスーパーファミリー (IgSF: immunoglobulin superfamily) に属す
る１回膜貫通型の細胞接着分子であり、主に上皮細胞に発現し上皮構造の形成及び維持に寄与
する。CADM1 は非小細胞肺がんのがん抑制遺伝子として同定され、種々の浸潤がんにおいて高頻
度に不活化を受けることが知られている。一方で、成人 T 細胞白血病 (ATL: adult T-cell 
leukemia/lymphoma) において CADM1 は異所性に高発現し、ATL 細胞と血管内皮細胞との接着を
介して臓器浸潤を亢進することが示唆されている。加えて、Cadm1 ノックアウトマウスは雄性不
妊の表現型を示すが、これは精子細胞に発現する CADM1 が欠如することにより、支持細胞である
セルトリ細胞との脱接着により成熟途中で精細管管腔へ滑脱することが原因である。 
CADM1 は主に隣接細胞の CADM1 とトランス–ホモ相互作用により細胞接着に寄与するが、異種
分子とトランス–ヘテロ相互作用を形成する場合もあり、上皮細胞間においては Nectin-3 と、神
経細胞間においては CADM2 及び CADM3 と、血中循環上皮細胞–T 細胞間においては CRTAM と相互
作用することが報告されている。しかし、血管内皮細胞及びセルトリ細胞に発現する CADM1 の相
互作用分子は未同定である。これらの分子群を同定することは、「成人 T細胞白血病の臓器浸潤
の亢進」及び「未成熟精子のセルトリ細胞からの滑脱による無精子症」という 2つの病態の解明
につながり、非常に有意義である。 
CADM1 の相互作用分子が未同定である理由の一つは、細胞外におけるタンパク質相互作用の探
索法が限られていることにある。細胞外に存在するタンパク質はジスルフィド結合や糖鎖付加
などの翻訳後修飾を受けるが、酵母ツーハイブリッド法は核内でジスルフィド結合が形成され
にくくタンパク質の折り畳みが細胞外とは異なり、またファージディスプレイ法では糖鎖が付
加されないため適当でない場合が多い。加えて、細胞外におけるタンパク質相互作用は一般的に
親和性が低く (KD > 1 μM)、免疫沈降−質量分析法では相互作用を維持したまま細胞膜を可溶化
することが難しい。したがって実験的アプローチは発現クローニング法、もしくはタンパク質ラ
イブラリーとの相互作用スクリーニングなどに限定される。そこで本研究では、一般的に IgSF
分子は IgSF 分子同士結合し、CADM1 と相互作用する既知の分子も全て IgSF に属することから、
細胞表面に局在する IgSF の細胞外領域に Fc タグを付加した IgSF-Fc タンパク質ライブラリー
を作成し、CADM1 との結合を網羅的に調べることにより未知の相互作用分子の同定を試みる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、血管内皮細胞及びセルトリ細胞に発現する CADM1 の相互作用分子を同定し、CADM1
による ATL 細胞の血管内皮細胞への接着を介した臓器浸潤の亢進、並びに精子細胞のセルトリ
細胞からの滑脱による無精子症という 2つの病態の分子機序を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
  血管内皮細胞及びセルトリ細胞における CADM1 の結合分子を同定するために、既知の結合分
子の関与を検討し、加えて IgSF タンパク質ライブラリーを用いた新規結合分子の探索を行う。
さらに当該遺伝子のノックアウトマウスを用い、ATL 細胞の浸潤、精子成熟について解析する。 
 
４．研究成果 
(1) ATL 細胞に発現する CADM1 は、血管内皮細胞の CADM1 を介して臓器浸潤を促進する 
  ATL は HTLV-1 レトロウイルスの感染を契機として発症する白血病である。CADM1 は血液細胞
に発現を認めない一方、ATL 細胞に異所性に発現し (Sasaki et al, Blood, 2005)、CD7 ととも
に ATL 細胞のフローサイトメトリーを用いた診断に使用されている (Kobayashi et al, Clin 
Cancer Res, 2014)。CADM1 は ATL 細胞と血管内皮細胞との接着を促進し、ATL 細胞 ED-40515(-) 
における CADM1 の過剰発現が免疫不全 NOG マウスにおける臓器浸潤を促進することが報告され
ている (Dewan et al, J Virol, 2008)。しかし、血管内皮細胞における CADM1 の結合相手分子、
また CADM1 が臓器浸潤を促進するメカニズムは不明であった。 
本研究ではまず、HTLV-1 感染ヒト T 細胞である MT-2 において CADM1 をノックダウンし、NOG
マウスへ尾静脈注射することにより ATL 細胞の臓器浸潤について検討した。その結果、MT-2 細
胞は肝臓、肺、脾臓、骨への浸潤を認めたが、CADM1 ノックダウン細胞では各臓器への浸潤が低
下した。特に浸潤細胞の割合が高かった肝臓について、尾静脈注射の翌日に解剖して摘出し、血
管内皮細胞のマーカーである CD31 の免疫染色を行うことで MT-2 細胞が血管の内側にあるか、
肝組織内へ浸潤したかを判定した。その結果、CADM1 ノックダウン細胞は血管の内側に存在する
割合が高く、CADM1 は ATL 細胞の血管外遊出を促進することが示唆された。CADM1 ノックダウン
細胞は血管内皮細胞 HUVEC との接着性が低下していたことから、CADM1 は ATL 細胞と血管内皮細
胞との接着性向上により血管外遊出を促進することが予想された。 
そこで、ATL 細胞における CADM1 の血管内皮細胞における結合相手分子の同定を試みた。HUVEC
に発現する既知の CADM1 結合分子を RT-PCR で調べたところ、CADM1, CADM4, Nectin3 の 3種類
の発現を認めた。次に、ATL 細胞は血管内皮細胞や線維芽細胞の上に重層すると細胞伸長を起こ
すが (Masuda et al, J Biol Chem, 2010)、CADM1, CADM4, Nectin3 の精製タンパク質の上に



ATL細胞株ATN-1を播種したところ、CADM1及びCADM4タンパク質上において細胞伸長が起こり、
接着細胞数も多かった。したがって、血管内皮細胞に発現する CADM1 または CADM4 が ATL 細胞
の CADM1 と結合している可能性が考えられた。 
血管内皮細胞を含む宿主細胞における CADM1 及び CADM4 の ATL 細胞の浸潤における役割を明
らかにするために、全身性の Cadm1 及び Cadm4 ノックアウトマウスを用い、C57BL/6 マウス由来
の T細胞リンパ腫細胞株 EL4 に CADM1 を導入した細胞をマウス尾静脈に注射した。CADM1 の導入
により、EL4細胞の野生型C57BL/6マウス肝臓への浸潤が促進され、肝表面の腫瘤数が増加した。
Cadm4 ノックアウトマウスでは野生型と同等の肝浸潤が認められた一方で、Cadm1 ノックアウト
マウスでは CADM1 による肝浸潤の亢進が認められなかった。したがって、ATL 細胞の肝浸潤には
宿主細胞における CADM1 が必要であることが示唆された。さらに、Cadm1 flox マウスと Tie2-
Cre マウスを交配して血管内皮細胞特異的 Cadm1 ノックアウトマウスを作成し、EL4 細胞の尾静
脈注射を行ったところ、全身性ノックアウトマウスと同様に CADM1 による EL4 細胞の肝浸潤亢
進が認められなかった (図)。これらの結果から、ATL 細胞に発現する CADM1 は、血管内皮細胞
に発現する CADM1 との相互作用を介して臓器浸潤を促進することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図.マウス T リンパ腫細胞 EL4 は CADM1 の導入により肝浸潤が亢進するが、Cadm1 ノックアウト
マウスでは浸潤亢進が認められない。EL4/vector 細胞及び EL4/CADM1 細胞を、全身性(左)及び
血管内皮細胞特異的(右)Cadm1 ノックアウトマウスの尾静脈に注入し、２週間後に解剖して肝臓
表面の腫瘤結節数を計測した (*, P < 0.05; **, P < 0.01)。 
 
(2) CADM1 の精巣特異的スプライスバリアント v8/9 および v9は精子成熟に必須ではない 
精子細胞に発現する CADM1 はセルトリ細胞との接着を担い、精子成熟に寄与することが先行
研究により示されている (Yamada et al, Mol Cell Biol, 2006 ほか)。しかしながらセルトリ
細胞において既知の CADM1 結合分子の発現は認められず、結合相手分子は不明である。一般に
IgSF 分子は IgSF 分子同士結合し、CADM1 と結合する既知の分子も全て IgSF に属することから、
未知の結合相手分子も IgSF に属すると予想した。そこで、細胞表面に局在する IgSF の細胞外領
域に Fc タグを付加した IgSF-Fc タンパク質ライブラリーを作成し、CADM1 との結合を網羅的に
調べることにより未知の相互作用分子の同定を試みた。IgSF-Fc タンパク質は FreeStyle293 細
胞を用いて作成し (Ito et al, Front Dev Cell Biol, 2018)、合計 264 種類からなるライブラ
リーを作成した。FLAG タグを付加した CADM1 精製タンパク質と IgSF-Fc ライブラリーとの結合
は、Alpha（amplified luminescent proximity homogeneous assay）テクノロジーを用いて、
Protein A ドナービーズ及び抗 FLAG アクセプタービーズを使用してスクリーニングを行った。
その結果、既知の結合分子 CADM1, CADM2, CADM3, CRTAM との結合を認めた一方で、他の分子と
の結合は認められず、新規の結合分子は得られなかった。 
  セルトリ細胞における CADM1 の結合分子が同定できなかったことから、精子細胞における
CADM1 のスプライシングバリアントの機能に関する研究を進めた。CADM1 遺伝子は 12 個のエク
ソンから成り、エクソン 8及び 9は選択的エクソンであり、両エクソンを含まない v(-)型、エ
クソン 8を含む v8型、エクソン 9を含む v9型、両エクソンを含む v8/9 型の 4種類のスプライ
シングバリアントが存在する。精巣では v8/9 型及び v9 型が発現するが、これらは他の正常組織
では発現が認められず、精巣特異的である。そこで、精巣特異的スプライスバリアントに共通し
て含まれるエクソン 9の全身性ノックアウトマウス (Cadm1Δ9 マウス)を、Cadm1 exon 9 flox
マウスと CAG-Cre マウスを交配することにより作成した。Cadm1Δ9 マウスの精巣では v8 型と
v(-)型の両方が発現し、エクソン 9 が脱落していることを確認した。Cadm1Δ9 雄マウスの妊孕
性について、野生型の雌マウスと交配したところ、仔マウスが得られた。また Cadm1Δ9 マウス
の精巣には成熟精子が認められた。したがって、CADM1 の精巣特異的スプライスバリアント v8/9
及び v9は精子成熟に必須ではなく、v8または v(-)により代替可能であることが示唆された。 
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