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研究成果の概要（和文）：我々は様々な癌細胞に特異的に発現するLIX1L遺伝子・蛋白質を同定し、LIX1Lは癌細胞増殖
促進に働く機能を持っていることを明らかにしました。LIX1LはROS1キナーゼによりリン酸化を受け、様々なmiRNAを含
むRNAに結合し、癌細胞増殖を促進することが明らかになりました。また、LIX1Lの１３６番目のチロシンを含む１０ア
ミノ酸の相同性ペプチドに、LIX1Lのリン酸化を抑制し、その結果、抗腫瘍効果が誘導されることも明らかにしました
。これらのことから、LIX1Lは様々な癌に発現する共通の蛋白質であり、それを標的としたペプチドにより、新しい治
療薬開発に発展できる可能性が示されました。

研究成果の概要（英文）：We identified the LIX1L, which specifically expressed in various cancer cells, as 
a novel marker for cancer. Its function is unknown in detail. In this study, we revealed that LIX1L 
promoted cancer cell proliferation both in vitro and in vivo. ROS1 kinase phosphorylates 136th Tyrosin in 
LIX1L, and LIX1L subsequently induces proliferates cancer cells via binding to various RMA including 
miRNA. We also found peptide, which specifically inhibited the function of LIX1L, and the peptide 
inhibited gastric cancer cell proliferation as a decay. Therefore, we revealed that LIX1L was 
specifically expressed in various cancer cells, and the PY136 peptide, which targeted to LIX1L amino acid 
sequence including 136th Tyrosin, has a possibility as a new molecular targeted agent for cancer therapy 
in LIX1L expressed cancer cells.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： 分子標的薬　LIX1L蛋白質　胃癌　miRNA
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１． 研究開始当初の背景 

近年、胃癌の予防と治療のために、その発

生機構とその進展機構の解明が着実に進ん

でいますが、進行胃癌の治療は困難を極めて

います。癌細胞に特異的に発現する分子を標

的とする治療薬の開発は、より副作用が少な

く、高齢な患者にも使用可能で、腫瘍縮小効

果をもたらすと考えられ、様々な癌治療にお

ける分子標的治療薬の開発や臨床試験が行

われ、その効果が徐々に報告されていますが、

まだ、十分な治療効果が得られていないのが

現状です。我々は、胃癌治療において胃癌細

胞特異的に発現する遺伝子・蛋白質の同定と

その機能解析、及び胃癌細胞特異的な分子標

的治療薬の開発を目指しました。 

 

２．研究の目的 

我々はこれまでに、造血器腫瘍における未

分化な急性骨髄性白血病の細胞株と正常成

熟骨髄球を用いた網羅的な遺伝子発現解析

を行い、未分化癌細胞にのみ優位に発現して

いる遺伝子の一つである LIX1L (Lix1 

homolog-Like)を初めて同定しました。LIX1L

は 337 アミノ酸から構成され、遺伝子は 1番

染色体長腕 21.1 にありますが、その機能に

ついては不明でした。そこで、胃癌細胞株を

用いて LIX1L 遺伝子・蛋白質の発現を検討し

たところ、胃癌細胞株においても LIX1L 遺伝

子・蛋白質の過剰発現を認めました。そこで、

胃癌細胞における LIX1L 遺伝子の発現解析と

ともに、LIX1L 蛋白質の分子生物学的な役割

について検討することを目的としました。 

胃癌細胞において特異的に発現する LIX1L

遺伝子の発現を抑制すると、胃癌細胞の増殖

が抑制されることを見出しました。さらに、

LIX1L 遺伝子のアミノ酸配列をもとに、LIX1L

蛋白質の機能を阻害する 10～11 アミノ酸の

相同性ペプチドの合成を行い、そのペプチド

の一つに抗腫瘍効果を確認しました。さらに

LIX1L が発現していない癌細胞での細胞増

殖抑制効果は認められず、LIX1L 発現胃癌細

胞特異的に抗腫瘍効果を示しました。これら

の結果から、LIX1L 蛋白質発現胃癌細胞特異

的な分子標的治療薬としてペプチドを用い

た治療薬の開発の基礎的研究を目指し、

LIX1L 蛋白質を標的とするペプチドによる in 

vitro、in vivo での抗腫瘍活性の評価、およ

び LIX1L のシグナル経路の解明を行うことを

目的とする。 

以上の結果から、胃癌治療において LIX1L

蛋白質を発現する胃癌細胞特異的な分子標

的治療薬の開発を目的としました。 

 

３．研究の方法 

（１）胃癌細胞株（KATO-III、MKN45、OCUM-1、

NUGC4）とヒト各種癌組織（胃癌 n=540、膵臓

癌 n=43、大腸癌 n=50、卵巣癌 n=50、腎細胞

癌 n=58、乳癌 n=50、肺癌 n=64、肝細胞癌 n=47、

食道癌 n=51、前立腺癌 n=53、甲状腺癌 n=50）

における免疫組織染色と western blot によ

る LIX1L 蛋白質の発現解析を行いました。 

（２）siRNA を用いて LIX1L ノックダウンに

よる胃癌細胞株の増殖抑制効果の検討を行

いました。 

（３）LIX1L 蛋白質に対する相同性ペプチド

(PY136)を用いた in vitro と in vivo におけ

る抗腫瘍効果の評価を行いました。 

（４）LIX1L 蛋白質の癌細胞増殖促進メカニ

ズムについてプロテオミクス解析を用いて

行いました。 

（５）次世代シークエンサーを用いた LIX1L

蛋白質と結合する miRNA の同定とそれらの標

的遺伝子の解析を行いました。 

（６）プロテインキナーゼアッセイを用いた

LIX1L蛋白質のTyr136リン酸化キナーゼの同

定を行いました。 

４．研究成果 

LIX1L蛋白質の各種癌組織における発現解析 

様々な癌組織の大腸癌、肺癌、乳癌、甲状

腺癌、食道癌、肝細胞癌、腎細胞癌、前立腺

癌、膵臓癌、卵巣癌での LIX1L の発現を免疫



染色及び Western blot 法にて解析した。免

疫染色では胃癌(n=540)；61.9%, 膵臓癌

(n=43)；58.1%, 大腸癌(n=50)；56%, 卵巣癌

(n=50)；52%, 腎細胞癌(n=58)；50%, 乳癌

(n=50)；46%, 肺癌(n=64)；45.3%, 肝細胞癌

(n=47)；38.3%, 食道癌(n=51)；29.4%, 前立

腺癌(n=53)；24.5%, 甲状腺癌(n=50)；24%で

LIX1L の発現陽性が認められました（図１）。

また、Western blot 法においても各種癌組織

における発現亢進が確認されました。 

図１  

LIX1L ノックダウンによる胃癌細胞株増殖抑

制効果 

 SiRNA を用いて LIX1L 遺伝子をノックダウ

ンすると、胃癌細胞株 KATO-III、OCUM-1、

MNK45 細胞は細胞増殖の抑制が認められ、

LIX1Lの発現がほとんどないNUGC-4細胞では

LIX1L 発現抑制による細胞増殖抑制効果は認

められませんでした。 

LIX1L 特異的ペプチド PY136 による in vitro

と in vivo における胃癌細胞の増殖に与える

影響 

 LIX1L 蛋白質の機能は不明であるが、アミ

ノ酸配列などから機能の推測を行い、リン酸

化の確率の高い 136番目のチロシン(136Tyr)

を同定し、136Tyr を含むアミノ酸配列に対し

ての相同性ペプチド PY136 と 136Tyr を含ま

ないランダムに LIX1L アミノ酸配列に対して

の相同配列のペプチド（連続するアミノ酸１

０個）を２０種類合成し、胃癌細胞株の培養

液中に添加し、癌細胞の増殖に与える影響を

評価したところ、LIX1L 蛋白質を発現する

KATO-III、OCUM-1、MNK45 細胞（図２）にお

いてペプチドの濃度依存的に増殖抑制効果

が認められました。その他の相同性ペプチド

では細胞増殖に変化は認められませんでし

た。一方、LIX1L 遺伝子を発現していない

NUGC-4細胞株ではPY136の細胞増殖抑制効果

は認められませんでした。In vivoにおいて、

胃癌細胞株 MKN45 細胞を NOD/SCID ﾇｰﾄﾞﾏｳｽに

移植することにより担癌マウスを作成し、

PY136 を腫瘍部位に直接投与することにより、

DMSO のみの対照群(n=3）と比較して有意に腫

瘍形成を抑制しました（図３）。 

 

図２         図３ 

癌細胞におけるLIX1L蛋白質の癌細胞増殖促

進機序のメカニズムの解析 

LIX1L 蛋白質のアミノ酸配列からシュミレ

ーションにて予想リン酸化サイト（セリン、

スレオニン、チロシン）を検索するとセリン

では 11 か所、スレオニンでは 3 か所、チロ

シンでは2か所のリン酸化候補部位を見出し

ました。各リン酸化抗体でウェスタンブロッ

トを行い、チロシンのみにリン酸化が認めら

れることが明らかとなりました。また、

136Tyr の変異体を作成することにより

136Tyr が特異的にリン酸化されることが明

らかになりました。興味深いことに、136Tyr

は dsRNA 結合ドメインに含まれることから、

RNA 結合を介して癌細胞増殖に関与している

可能性が示されました。そこで、HEK293 細胞

株に LIX1L を定常状態で安定発現する

HEK293-FLG-LIX1L 細胞株を作成し、癌細胞増

殖機構においてLIX1Lが RNA結合を介してど

のような蛋白質と関連しているのかを検討

しました。FLAG を融合させた LIX1L 蛋白質を

抗 FLAG 抗体で免疫沈降（RIP アッセイ）後、

Western blot を行うことにより、核分画では

Nucleolin、DHX9、hnRNPL と細胞質分画では



RIOK1、Nucleolin、PABPC4 が LIX1L と関連す

るRNAに同様に結合していることが示されま

した。これらの蛋白質はそれぞれ癌細胞増殖

に関連があると報告される蛋白質であり、

LIX1L がこれらの蛋白質と共同して RNA 結合

を介して癌細胞増殖を制御している可能性

が示されました。 

LIX1L 蛋白質と結合する miRNA の同定とそれ

らの標的遺伝子の解析 

LIX1LはRNA結合ドメインを持つため、RNAに

結合して癌細胞の増殖・生存に関与している

ことが推測される。LIX1L抗体を用いた免疫

沈降(RIP)により結合RNAを回収し、次世代シ

ークエンサーを用いて結合RNAを同定しまし

た。mRNA以外に多数のsmall RNA(miRNAを含

む)を検出し、データベースからLIX1Lと結合

する8種類の候補miRNA (has-miRNA-520a-5p, 

-300, -216b, -326, -190a, -548b-3p, -7-5p 

and -1296)を同定しました（図４）。それぞ

れの標的RNAも同時に同定し、136Tyrがリン

酸化されたLIX1Lに結合するmiRNAを介して、

細胞増殖を促進する遺伝子発現の増加を誘

導し、癌細胞の増殖を促進することが明らか

となりました。 

 

図４ 

 また、PY1136 は LIX1L 蛋白質発現 HEK293

細胞のアポトーシスを誘導し、細胞増殖抑制

を示すことを見出しました。2DE 解析と

Western blot 解析から PY136 により HEK293

細胞では Cofiline 蛋白質のリン酸化が抑制

されることにより、癌細胞のアポトーシスが

誘導されることが明らかとなりました。 

LIX1L 蛋白質の Tyr136 リン酸化キナーゼの

同定と癌細胞増殖制御の解明 

 PY136 は LIX1L 蛋白質のリン酸化を抑制す

ることにより(図 5)、LIX1L 蛋白質の癌細胞

増殖抑制効果を誘導することから、LIX1L の

リン酸化キナーゼの同定を試みました。野生

型 LIX1L(LIX1L WT)と変異型 LIX1L (LIX1L 

Y136F)(136 番目のチロシンをフェニルアラ

ニンに置換)を用いたチロシンキナーゼアッ

セイの結果から、ROS1、HCK、ABL1、ABL2、

JAK3、LCK、TYR03 の７種類の候補キナーゼが

同定され、ROS1 キナーゼについては ROS1 ノ

ックダウンにより、LIX1L のリン酸化と癌細

胞増殖が抑制され、ROS1 が LIX1L のチロシン

リン酸化に関与していることが明らかとな

りました(図 6)。 

 

図５         図６ 

これまでの研究成果により、 

（１）LIX1L遺伝子・蛋白質が大腸癌、肺癌、

乳癌、甲状腺癌、食道癌、肝細胞癌、腎細胞

癌、前立腺癌、膵臓癌、卵巣癌を含む各種癌

組織にいて発現亢進していることを免疫染

色とWestern blotにて確認し、正常組織では

LIX1Lの発現を認めないことから、癌治療に

おいて新たな標的分子になることが示され

ました。 

（２）in vitroおよびin vivoにおいて、LIX1L

蛋白質に対する相同性ペプチド（PY136）に

よる抗腫瘍効果が確認されました。  

（３）LIX1L蛋白質の生理活性部位として、

LIX1Lの136番目のチロシンが特異的にリン酸

化されていることを明らかにし、LIX1L蛋白質

のTyr136を標的とするキナーゼアッセイによ

り、７種類の候補チロシンキナーゼを同定し

ました。その中でもROS1キナーゼによるリン

酸化を強く受けていることが示唆されまし

た。 

（４）LIX1LにはRNA結合部位があり、LIX1L



が結合するRNAを次世代シークエンサーにて

解析した結果、８種類のmiRNAが同定され、

それらの標的RNAも同時に同定することがで

きました。これらのmiRNAやRNAは癌細胞増殖

に働くことが報告されており、癌細胞増殖シ

グナル経路においてLIX1Lが重要な役割を担

っていることが明らかとなりました。 

（５）LIX1L蛋白質に対する相同性ペプチド

PY136は136番目のチロシンを含む10アミノ

酸であり、PY136を癌細胞に添加することに

よりLIX1Lのリン酸化が抑制され（PY136がデ

コイとして働くことにより）、癌細胞増殖が

抑制されることが示されました。 

以上の結果から、様々な腫瘍細胞において

高発現する LIX1L 蛋白質に機能を抑制する

PY136 は幅広い癌種に対する分子標的治療薬

としての可能性があると考えられました。ま

た、LIX1L の癌細胞増殖シグナル経路に関与

するキナーゼや miRNA、RNA 等を標的とする

新規分子標的治療薬の開発に発展させるこ

とができるのではないかと考えられます。 
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