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研究成果の概要（和文）：ルテランは、免疫グロブリンスーパーファミリーの1つであり、B-CAMとも呼ばれ基底膜の主
要な分子であるラミニンα5鎖の特異的な受容体である。ルテランとラミニンα5鎖の局在から、その相互作用は癌細胞
の浸潤・転移に関与することが示唆されてきた。本研究では、ラミニンα5鎖上での癌細胞の運動を阻害する抗ルテラ
ン抗体を見出し、細胞接着から細胞運動へ至るメカニズムを明らかにした。また、細胞表面から放出されるルテランは
肝細胞癌のマーカーになる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Lutheran (Lu), an immunoglobulin superfamily transmembrane receptor, is also known
 as basal cell adhesion molecule (B-CAM).  Lu/B-CAM is a specific receptor for laminin alpha5, a subunit o
f laminin-511 that is a major component of basement membranes in various tissues.  Therefore it is likely 
that the interaction between Lu/B-CAM and laminin alpha5 involves in tumor cell invasion and metastasis.  
In this study we discovered an antibody that inhibited the binding of Lu/B-CAM to laminin alpha5 and provi
ded mechanistic insight in tumor cell migration on laminin-511.  We also showed that Lu/B-CAM released fro
m cell surface was a candidate marker for hepatocellular carcinoma.

研究分野：

科研費の分科・細目：

総合領域
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クス
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１．研究開始当初の背景 
	 がん細胞と基底膜の相互作用についての
研究は、マウス肉腫由来の基底膜ゲル(商品
名、マトリゲル)を基底膜の代替する物質と
して使用してきた。しかしながら、このマ
トリゲルはラミニンにおいて成体の組織で
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、細胞の接着
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は、
ラミニン-111 と呼ばれα1，β1，γ1 の 3
つの鎖によって構成されている。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、がん細胞がラミニン-111 と相互
作用することはほとんどない。一方、成体
組織の基底膜ではラミニンα5 鎖を含むラ
ミニン-511 が主に含まれており、ラミニン
α5 鎖はがん細胞の接着および運動を促進
することができる(Kikkawa	 et	 al.,	 J	 Biol	 
Chem,	 1998;	 Gu	 et	 al.,	 J	 Biol	 Chem,	 2001)。
実際の基底膜への浸潤においても、がん細
胞がラミニンα5 鎖を含むラミニン-511 と
相互作用していると考えられる。しかしな
がら、癌化した細胞がどのようにしてラミ
ニンα5 鎖に対して接着および運動を促進
するようになるのか十分に解明されていな
い。一方、ラミニンα5 鎖の受容体として、
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
ンがラミニンα5 鎖の特異的な受容体であ
ることを、研究代表者は報告してきた	 
(Kikkawa	 et	 al.,	 J	 Biol	 Chem,	 2002)。ル
テランは、免疫グロブリンスーパーファミ
リーのひとつであり、スプライシングによ
り細胞内ドメインを持たない B-CAM となる。
当初、ルテランは血液型の抗原として同定
され、B-CAM はがん細胞で発現が上昇する
抗原として発見されてきた経緯を持つユニ
ークな蛋白質である。最近、研究代表者ら
はルテランとインテグリンが競合的にラミ
ニンα5 鎖へ結合することを報告した(図	 
1A；	 Kikkawa	 et	 al.,	 J	 Biol	 Chem,	 2007)。
また、生体の組織においてルテランとイン
テグリンそしてラミニンα5 鎖が共に局在
しており、生体内でも競合的に結合してい
ることを示唆してきた。一方、研究代表者
らは、これまでの報告だけでなく、がん細
胞におけるルテランの発現上昇を見出した	 
(図 1B;	 Kikkawa	 et	 al.,	 Exp	 Cell	 Res,	 
2008)。さらに、東京大学医科学研究所の清
木元治教授らとの共同研究により、ルテラ
ンの細胞外ドメインが MT1-MMP によってシ
ェディングされることを報告し(図	 1C;	 
Niiya	 et	 al.,	 J	 Biol	 Chem,	 2009)、札幌
医科大学医学部がん研究所の三高俊広教授
との共同研究により、肝細胞癌患者の血漿
中にシェディングされたルテランを見出し
た。がん細胞におけるルテランの発現上昇
およびシェディングは、ラミニンα5 鎖に

対する細胞接着のバランスを乱し、基底膜
へ浸潤する運動に関与している可能性が高
い(図	 1D)。以上、がん細胞の基底膜へ接着
および浸潤する運動メカニズムを解明する
ため、ラミニンα5 鎖の特異的受容体であ
るルテランに着目するに至った。	 

 
２．研究の目的 
	 基底膜の主要な分子であるラミニンα5 鎖
はがん細胞の接着および運動を促進するが、
そのメカニズムは十分に解明されていない。
ラミニンα5 鎖の特異的な受容体であるルテ
ランは、がん細胞で発現が上昇し、細胞外ド
メインがシェディングされることから、ラミ
ニンα5 鎖による細胞接着および運動の促進
に関与している可能性が高い。本研究では、
ルテランとラミニンα5 鎖の結合に着目し、
がん細胞の基底膜への接着および運動メカ
ニズムを解明する。また、肝細胞癌患者の血
漿中にシェディングされたルテランを見出
した。腫瘍マーカーとしての有用性を検討す
ると共に、シェディングされたルテランの細
胞接着および運動における役割を明らかに
する。 

	������������	
��������
���	
���������

+��67<-/&�:1�

9)�
=,�

"� #�
��;� ��;�

 ��#������#��!#�

��(.%��
8)5�9)�

�;�

��;�*��
 ��#�����

��3'����
"� #��
42$0�
�
��
���

�����
����#��


���

��



 
３．研究の方法 
(1)ルテラン組換え蛋白質の作製	 
	 ルテランの細胞外領域は 5つのドメインか
ら構成されている。各ドメインを C末端から
欠損させた欠損型ルテランの発現ベクター
を構築し、組換え蛋白質として 293 細胞に産
生させ、培養上清より精製した。この欠損型
ルテランを利用して、ELISA を行い、抗ルテ
ラン阻害抗体が認識するドメインを同定し
た。さらにマウスとヒトのルテランのアミノ
酸配列を比較し、抗原候補部位に変異を導入
した組換え蛋白質を作製した。同様に ELISA
を行いエピトープの決定を行った。	 
	 
(2)ルテラン誘導および強制発現細胞の作製	 
	 ルテランの発現は癌化によって上昇する。
ルテラン遺伝子をテトラサイクリンの誘導
発現系のベクターにクローニングし、ルテラ
ンを発現していないヒト肉腫由来 HT1080 細
胞 に導入した。また、 HT1080 細 胞 に
Flp-recombination のシステムを導入し、ク
ローンの間で差がでない強制発現細胞を作
製した。	 
	 
(3)細胞接着アッセイ	 
	 ラミニンα5 鎖を含むラミニン-511 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。	 
	 
(4)細胞運動アッセイ	 
	 これまで細胞運動の測定にはボイデンチ
ャンバー、スクラッチアッセイなどが用いら
れてきたが、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
を詳細に解析できるようにした。	 
	 
(5)シェディングされたルテランの検出	 
	 ルテランに対するモノクローナル抗体を
ELISA プレートに固相化し、培養液中および
血漿中のルテランを捕捉させた。捕捉された
ルテランは、独自に作製したルテランに対す
るポリクローナル抗体で検出した。さらに可
溶化型組換えルテランをスタンダードとし
て用い、シェディングされたルテランを定量
化した。肝細胞癌患者の血漿は、札幌医科大
学の規定に沿って採取され、病理診断の付さ
れた術前・術後の血漿を用いた。	 
	 
４．研究成果	 
(1)抗ルテラン抗体のエピトープマッピング	 
	 ルテランとラミニンα5 鎖の結合を阻害す
る抗ルテラン・モノクローナル抗体のエピト
ープはラミニンα5 鎖の結合部位もしくはそ

の近傍である可能性が高いことから、エピト
ープマッピングによるラミニンα5 鎖の結合
部位の同定を中心に行なった。ルテランの各
ドメインを C末端から欠損させた欠損型ルテ
ランを作製して、阻害抗体が認識するドメイ
ンを同定したところ、N 末から 2 番目のドメ
インにエピトープがあることが明らかにな
った。さらに、この抗体がマウス由来である
ことから、マウスとヒトのルテランのアミノ
酸配列を比較し、抗原候補部位にマウスでの
アミノ酸を導入して阻害抗体のエピトープ
マッピングを行った。その結果、175 番目の
Arg がエピトープを形成する重要なアミノ酸
であることが明らかになった。さらに 175 番
目の Arg は、LU4 と呼ばれるヒトのルテラン
血液型の抗原部位であり、この抗体は LU4 を
識別する抗体であることが明らかになった。
また、このエピトープはラミニンα5 鎖への
結合に関与しないことから、抗体の阻害は空
間的であることが明らかになった。	 
	 
(2)ルテランの誘導および強制発現による細
胞接着と運動における影響	 
	 ルテランの優位な発現量がラミニンα5 鎖
に対する細胞接着および運動に与える影響
を明らかにするため、テトラサイクリンによ
りルテランの発現を誘導することができる
HT1080 細胞を作製した。その結果、ルテラン
の発現誘導によって細胞運動が促進される
ことが明らかになった。しかしながら、誘導
の差によるバラツキなどがみられるため、細
胞運動の定量化には Flp-recombination のシ
ステムを導入した強制発現細胞を用いた。こ
のシステムは、目的の遺伝子が常に染色体の
同じ所に挿入されるためクローン間のバラ
ツキがない利点がある。ルテランと B-CAM を
発現させた Lu/HT1080F と B-CAM/HT1080F 細
胞では、どちらの遺伝子も同じレベルで発現
していることが確認できた。その他の受容体
であるインテグリンα3β1、α6β1 の発現に
も影響が見られなかった。この細胞を用いて
細胞接着アッセイを行ったところ、コントロ
ールの Control/HT1080 細胞に比べてラミニ
ンα5 鎖に対する細胞接着が弱くなることが
明らかになった(図 2)。さらに細胞運動を測
定したところ、ルテランと B-CAM の発現によ
って、ラミニンα5 鎖上での運動をさらに促
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進することが明らかとなった(図 3A)。また、
この細胞運動は抗ルテラン抗体によって、抑
制されることが明らかとなった。	 
	 
(3)ルテランによって促進されるがん細胞の
運動	 
	 ラミニンα5 鎖を含む組換えラミニン-511
が A549 細胞の運動を促進することが知られ
ている。また、A549 細胞におけるルテランと
B-CAM の発現を調べたところ、ルテランが主
に発現していた。ラミニンα5 鎖によって促
進される A549 細胞に抗ルテラン抗体を作用
させたところ、細胞の運動が抑制された(図
3B)。この結果は、ラミニンα5鎖が含まれる
基底膜において、ルテランががん細胞の運動
を促進していることを示唆した。	 

	 
(4)肝細胞癌患者血漿中におけるシェディン
グされたルテランの定量化とその役割	 
	 連携研究者・札幌医科大学	 三高俊広教授
との共同研究により、肝細胞癌患者血漿中に
おけるシェディングされたルテランの検出
を行った。肝細胞癌患者の血漿は、札幌医科
大学の規定に沿って採取され、病理診断の付
された術前・術後の血漿を用いた。その結果、
術後で血漿中のシェディングされたルテラ
ンの濃度が減少し、肝細胞癌の腫瘍マーカー
として有用性であることが明らかになった。
また、可溶化型ルテランがラミニンα5 鎖に
よる細胞運動を抑制することから、シェディ
ングされたルテランが癌細胞の運動を制御
していると示唆された。	 
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