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研究成果の概要（和文）：　活性型Rasは、正常細胞で細胞内空胞形成を介した細胞老化により抑制されるが、癌細胞
では浸潤・転移等の癌進展に関与する事が示唆されている。しかし、細胞老化を克服し癌が進展する機構の詳細は不明
であった。
　本研究により、CDCP1蛋白質が活性型Rasを介した細胞内空胞化を抑制し細胞死を抑制する事を発見した。また、CDCP
1の発現亢進には活性型Ras-ERKシグナルが関与する事を明らかにした。さらに、CDCP1が細胞外基質分解酵素のMMP(MT1
-MMP, MMP-2, 9）の制御にも関与する事を見出した。
　これらの発見により、細胞老化を克服する癌進展にはCDCP1が重要である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）： In normal cells, the expression of activated Ras induces cell death by cellular 
senescense, but recent evidence indicates a role in cancer progression, including metastasis and 
invasion; however, the mechanism is still unknown.
　In this study, we present in vitro evidence that CDCP1 might play an essential role in supressing 
autophagy and cancer cell death by cellular scenesense. Activated Ras induces CDCP1 expression through 
authentic Ras-ERK signaling pathway.　Moreover, we found that CDCP1 induced by activated Ras controls 
cancer cell invasion through regulation of MMPs, such as MT1-MMP, MMP-2 and MMP-9.
 These results indicate that CDCP1 is an essencial regulator of the cancer progression that overcome cell 
senescense.
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１．研究開始当初の背景 

 Rasは GTPase活性をもつ膜結合型蛋白
質で、種々のエフェクター分子を介した細

胞の分化や増殖に関わるシグナルの制御に

重要な役割を担う因子である。非小細胞肺

癌や膵臓癌などの多くの癌で Ras遺伝子の
活性型変異が認められる事から、活性型

Ras は癌の発生・進展に寄与することが示
唆されていた。その一方で、活性型 Rasに
より誘導される細胞老化では、細胞内空胞

化を伴うオートファジーが関与する事が示

唆されていた。正常細胞では、癌原遺伝子

の活性化のようなストレスが生じた場合に

細胞老化を引き起こす事により、癌化を抑

制する機能が存在するが、癌化する細胞で

は、この機能の喪失もしくは抑制がかかる

と考えられていた。しかし、詳細に関して

は未だ不明な点が多く存在していた。 
 申請者は、癌細胞の特性である足場非依

存性に重要な役割を果たすと考えられる因

子 CUB domain-containing protein 1 
(CDCP1)の同定に成功し、様々な活性型
Ras を持つ癌における発現上昇を報告して
いた。さらに、CDCP1が細胞内空胞化現象
を抑制している事を示唆する結果を得てい

た。よって、活性型 Rasによる細胞老化を
克服する癌細胞の進展機構に CDCP1 が関
与している可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

 正常細胞は、活性型 Rasによる癌化シグ
ナルに対してオートファジー等を介して細

胞老化を誘導し癌化を抑制するが、癌化し

た細胞では、その機能が喪失もしくは抑制

されている。癌細胞における細胞老化抑制

機構の解明は、活性型 Rasを介した難治癌
をターゲットとした新規の治療法開発に有

効であると考えられる。 
 本研究では、活性型 Rasを介した難治癌
治療法開発の端緒となる可能性がある細胞

老化克服による癌進展機構に CDCP1 を介
した癌進展の制御機構がどのように関与し

ているかを解明する事を目的とした。 

３．研究方法 

 ドキシサイクリン (Dox)により活性型
Ras を誘導し細胞老化を抑制する正常不死
化細胞株の系を樹立し、CDCP1の発現量を
検出すると共に、活性型 Rasを発現してい
る癌細胞も追加する事により、プラスミド

発現による蛋白質亢進および siRNA 法に
よる蛋白質抑制による CDCP1 発現系を用
いて CDCP1 シグナルの有無によるオート
ファジーを介した細胞老化を観察する。さ

らに、電子顕微鏡を用いて細胞内器官の構

造上の変化を観察する。また、細胞老化に

よる、細胞内空胞化により引き起こされる

細胞死がどのタイプの細胞死であるか各々

の細胞死に対応した抗体等で検出する。 
 CDCP1 の細胞における局在を各組織に
対応する抗体と CDCP1 抗体による共染色
し、共焦点顕微鏡で観察する。その際に

CDCP1 と局在を共にする蛋白質について
既存抗体を用いて検証をおこなう。また、

共局在蛋白質が検出された場合は、その因

子による CDCP1 との免疫沈降法を用いて
結合の有無を確認し、CDCP1を介した癌進
展機構にそのように関与しているかを細胞

運動能ではWound healing assayを浸潤能
では Transwell assayを用いて検証する。 
 ドキシサイクリン (Dox)により活性型
Ras を誘導し細胞老化を抑制する正常不死
化細胞株を繊維芽細胞とコラーゲンを共培

養し生体内のコラーゲン組織を模したモデ

ルの上で培養し、siRNAによる CDCP1発
現抑制や関連因子の阻害剤等を用いて ex 
vivo における癌進展機構について検討をお
こなう。その際には活性型 Ras と CDCP1
を介したシグナルが関連因子の制御に関わ

るかについても検討をおこなう。 

  

４．研究成果 

 ドキシサイクリン (Dox)により活性型
Ras を誘導し細胞老化を抑制する正常不死
化細胞株の樹立に成功し、元株の不死化正

常細胞株と比較して CDCP1 の蛋白質発現
の上昇とリン酸化の亢進が確認された。さ



らに細胞老化耐性株に対して CDCP1 発現
抑制をかけると、細胞老化耐性株は再度空

胞化を引き起こし細胞死が起こる事を明ら

かにした。また、CDCP1抑制を介したこの
細胞老化による細胞死は切断された

Caspase を認識する抗体に細胞サンプルが
反応しなかったため、Caspase 依存型では
無いことが明らかとなり、空胞化を介して

いる事が示唆された（発表論文１）。 
 活性型Rasに誘導されるCDCP1は、Ras
の下流因子である ERK シグナルを介して
いることが阻害剤による検討により明らか

となった（発表論文４）。また、癌細胞にお

いて CDCP1 は脂質ラフトに存在する事を
発見し、細胞外基質分解酵素である

MT1-MMPと共局在する事及び免疫沈降法
において共沈してくる事まで確認した。さ

らに、CDCP1発現を siRNA法により抑制
すると、MT1-MMPが浸潤突起と呼ばれる
癌浸潤に重要な装置へ輸送されなくなる事

を発見し、蛍光ゼラチンによる基質分解解

析では、浸潤突起における分解が抑制され

ている事が明らかとなった。よって、活性

型 Rasが従来報告されていた初期の癌化の
みならず、癌細胞の浸潤機構に寄与し、癌

の進展にも重要な役割をしている事が明ら

かとなった（発表論文２）。 
 コラーゲンと繊維芽細胞の共培養による

ex vivo コラーゲン組織モデルによる実験
では、Ras による CDCP1 の発現上昇は、
細胞老化による細胞内空胞化現象を抑制す

るだけでなく、細胞外基質分解酵素群

（MT1-MMP, MMP-2, MMP-9）の活性化
制御および細胞外への輸送制御に重要な役

割を果たしている事が明らかになった（発

表論文４）。 
 以上の結果から、活性型 Rasを発現する
難治癌においては、①CDCP1発現が亢進し、
よって細胞老化機構の一部である細胞内空

胞化とそれを介した細胞死を抑制する事、

②活性型 Ras により発現亢進した CDCP1
は脂質ラフトに局在し、細胞外基質分解酵

素である MT1-MMP と結合する事によっ

て浸潤装置である浸潤突起へMT1-MMP 
の輸送をおこなっている事、③さらに

CDCP1 は癌浸潤に重要な役割を果たして
いるMMP群（MMP-2, MMP-9）の活性お
よび輸送に関与して癌進展に関与している

事を明らかにした。 
 今回は、細胞老化機構の関連因子に対す

る CDCP1 の影響については詳細な結果を
得る事が出来なかった。研究結果による発

表論文において示唆できる結果は、

CDCP1-PKC-Tissue transglutaminase 
(TG2)を介したシグナルが細胞内空胞化の
抑制に関与している事のみである。（発表論

文１）この件に関してはより良い分子標的

薬剤開発のためにもさらなる研究が必要で

あると考えている。 
 今研究により、活性型 Rasによる細胞老
化克服機構の一端には CDCP1 が関与して
いる事を明らかにするとともに、CDCP1
を標的とした分子標的治療が細胞老化を克

服する活性型 Rasを介した難治癌の治療に
有効である可能性を示した。 
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