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研究成果の概要（和文）：　CD147/basiginを高発現している悪性黒色腫細胞株を用い、野生型細胞とCD147/basiginを
ノックダウンした細胞で生存調節機構を比較した。CD14/basigin 7と主たる細胞生存調節機構であるERシグナルおよび
オートファジーとの関連は認められなかった。しかしCD147/basiginは細胞増殖に重要なEGFRの活性化を抑制している
ことを見出し、さらにCD147/basiginとEGFRの双方を抑制することでより効果的に腫瘍細胞の増殖を抑制できることを
示した。これらの知見は将来的に治療成績の向上につながる成果である。

研究成果の概要（英文）： We examined the function of CD147/Basigin as a regulator of tumor cell survival 
using a malignant melanoma cell line that expresses high level of CD147/Basigin. CD147/Basigin had no 
functional relation with ER signaling and autophagy which are the main defense systems against cellular 
stress. We found that CD147 activates EGFR which plays an important role in the cell proliferation and 
showed that cell growth was inhibited by the EGFR inhibitor and CD147 silencing, and additive growth 
inhibition was observed when these ttreatments were combined. These results would yield a improvement of 
therapeutic outcome in clinical settings.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： CD147/Basigin　皮膚癌　治療
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１．研究開始当初の背景 
(1) 我々は過去にCD147/basiginは細胞膜タ
ンパクである monocarboxylate transporter 
(MCT)の正常な発現をサポートするシャペロ
ンとして機能することを明らかにした。
CD147/basigin によって発現をサポートさ
れる分子は MCT 以外にも integrin β1, 
cyclophylin A, p-glycoprotein 等数多く報
告されている。このような複数の分子に対す
るシャペロン様機能がCD147/basiginの機能
の多様性を説明する機序の一つであると考
えられる。従って、CD147/basigin が正しく
機能しなければ、多くのタンパク分子が正常
な細胞内 processing を受けず異常タンパク
が蓄積することが予想される。一方で我々は
CD147/basigin がアポトーシスから腫瘍細胞
を保護する作用があることを報告してきた。 
 
(2) 細胞が飢餓、感染、酸化、紫外線等の刺
激に曝されると異常タンパクあるいは変性
タンパクが生じ、これらの異常タンパクが細
胞内に蓄積すると変性疾患、腫瘍などを生ず
る。異常タンパクから細胞を保護する機構と
してアポトーシス、ER シグナルおよびオート
ファジーが解明されている。CD147/basigin
は細胞膜分子の正常な発現をサポートする
シャペロン様の機能を有すること、アポトー
シスから腫瘍細胞を保護する作用を有する
ことから、更に ER シグナルおよびオートフ
ァジーに関与し腫瘍細胞の生存調節因子と
して機能している可能性が考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 癌細胞におけるアポトーシス、ER シグナル、
オートファジーなど細胞の生存を調節する
機構の解明は癌治療の戦略を構築する上で
極めて重要である。上述の背景を踏まえ、
CD147/basigin が悪性黒色腫をはじめとす
る皮膚癌細胞のアポトーシス、ER シグナル、
オートファジーなど細胞生存を調節する機
構において果たす役割を解明し、皮膚癌の新
たな治療戦略の構築に関わる重要な知見を
得ることを目的に本研究を計画した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) CD147/basigin とアポトーシス、ER シグ
ナル、オートファジーとの関連に関する解析 
 
1) CD147/basiginノックダウン細胞株の樹立 
 ① CD147/basigin を発現している皮膚癌
細胞株（Bsg(+)細胞）を培養する。 
 ② GenBankのデータを基に60ないし70塩
基対の small interfering RNA (siRNA)をデ
ザインし pSUPER プラスミドベクターに組み
込む。 
 ③ siRNA が組み込まれたプラスミド、およ
び対照としてsiRNAを含まないプラスミドの
みを Bsg(+)細胞にリポフェクション法で遺

伝子導入する。 
 ④ pSUPER プラスミドが内包する抗生物質 
(puromycin) 耐性遺伝子を選択マーカーと
して遺伝子導入された細胞を選択する。 
 ⑤ 抗生物質耐性細胞をクローニングし
CD147/basigin をノックダウンした皮膚癌細
胞株（Bsg(-)細胞）を樹立する。 
 
2) Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞の viability の
比較 
 ① 細胞の viability を MTT アッセイ法で
観察する。 
 
3) Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞におけるアポト
ーシスの比較 
 ① アポトーシスを、細胞形態、propidium 
iodite (PI)および annexin V を用いたフロ
ーサイトメトリーで観察する。 
 
4) Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞における ERシグ
ナルの比較 
 ER シグナルは unfolded protein response 
(UPR), ER-associated degradation (ERAD), 
ER stress-induced apoptosis (ERSIA)の三
段階よりなる反応系で、多くの分子により制
御されるが、主要な因子は activating 
transcription factor 6 (ATF6), inositol 
requiring enzyme 1 (IRE-1), PKR-like 
kinase (PERK)の三つである。 
 ① Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞におけるATF6
の発現と核内への移行を比較する。 
 ② Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞における
IRE-1 およびその下流の分子である X-box 
binding protein (XBP)-1 の発現を比較する。 
 ③ ERAD には異常タンパクのポリユビキチ
ン化が必要であるので、ユビキチン化抗体を
用いた Western blot でユビキチン化の状態
を比較する。 
 ④ ERSIA が誘導されると発現が亢進する
C/EBP homologous protein (CHOP)の発現を
比較する。 
 
5) Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞におけるオート
ファジーの比較 
 オートファジーは異常タンパクを取りこ
むように細胞質の一部が隔離膜に囲まれオ
ートファゴゾームを形成し、これがリソゾー
ムと融合しリソゾーム加水分解酵素によっ
て内容物が分解される反応である。オートフ
ァ ゴ ゾ ー ム の 構 成 タ ン パ ク と し て
microtubule-associated protein light 
chain-3 (LC3)が同定されておりオートファ
ジーが惹起されると LC3-I が LC3-II に変換
される。分解される異常タンパクはユビキチ
ン化されアダプタータンパクp62によってオ
ートファゴゾームの LC3 と結合する。酸化な
ど一時的刺激によるオートファジーが起る
と LC3-II の発現は亢進し、p62 はオートファ
ゴゾームと一緒に分解され発現が低下する。
一方腫瘍など恒常的に異常タンパクが蓄積



している状態では基底レベルのオートファ
ジーが活性化しており LC3-II, p62 ともに発
現が亢進している。 
 ① Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞における

LC3-II の発現を比較する。 
 ② Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞における p62
の発現を比較する。 
 
(2) CD147/basigin と EGFRとのクロストーク
に関する解析 
 
 ER シグナルとオートファジーにおいて有
意の差異は認められなかったため、視点を変
えて細胞増殖で重要な役割を果たすチロシ
ンキナーゼ群の分子との関連を検討した。
CD147/basigin と結合するチロシンキナーゼ
を検索したところ、悪性黒色腫の増殖に関与
することが知られている ERBB3 (human EGFR)
が結合することがわかった。 
 
1) Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞における EGFRの
リン酸化の比較 
 ① Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞におけるEGFR
のリン酸化をウェスタンブロット法で比較
する。 
 
2) Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞における MAP キ
ナーゼ (MEK)と cdc25C キナーゼのリン酸化
の比較 
 ① Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞における MEK
と cdc25C キナーゼのリン酸化をウェスタン
ブロット法で比較する。 
 
3) CD147/basigin と EGFR の抑制の細胞増殖
に及ぼす効果の検討 
 ① Bsg(+)細胞とBsg(-)細胞にEGFR抑制剤
を加え細胞増殖をMTTアッセイ法で観察する。 
 
(3) CD147/basigin を発現している腫瘍細胞
と線維芽細胞間の細胞間情報伝達機構の解
析 
 
 腫瘍細胞の生存に関わる重要な因子とし
て浸潤と転移もあげられる。腫瘍細胞は増殖
と同時に浸潤・転移することで生存環境を強
化する。悪性黒色腫細胞上に発現する
CD147/basigin は近傍の線維芽細胞によるマ
トリックスメタロプロテアーゼの発現を促
進することで腫瘍細胞自身の浸潤を促す。こ
の際、腫瘍細胞と線維芽細胞は接していない。
CD147/basigin の伝達機構について shed 
form, microvesicle, および exosome を介す
る三つの経路について検討した。 
 
1) Shed form, microvesicle, およびexosome
の分離 
 Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞を 20,000g, 20
分 間 超 遠 心 し  microvesicle を 、 更 に
100,000g, 70 分間超遠心し exosome をペレ
ットとして分離する。上澄中に shed form が

含まれる。 
 
2) Shed form, microvesicle, およびexosome
の確認 
 Shed form は上澄中タンパクのウェスタン
ブ ロ ッ ト 法 で 、 microvesicle, お よ び
exosome は電子顕微鏡で確認する。 
 
3) Shed form, microvesicle, およびexosome
の線維芽細細胞におけるゼラチナーゼ活性
誘導能の検討。 
 Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞細胞の存在下お
よび非存在下で培養線維芽細胞に、shed form, 
microvesicle, exosome を加えゼラチナーゼ
の活性をゼラチンザイモグラフィーで観察
する。 
 
 
４．研究成果 
(1) CD147/basigin と ER シグナル 
 Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞の間で ATF6 の核
内移行、IRE-1，XBP-1 および CHOP の発現に
有意差はみられなかった。ユビキチン化にも
差がなかった。以上より悪性黒色腫細胞では
CD147/basiginはERシグナルとの関連がない
と考えられた。 
 
(2) CD147/basigin とオートファジー 
 Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞の間で LC3-II と
p62 の発現に有意差はみられなかった。悪性
黒色腫細胞ではCD147/basiginはオートファ
ジーとの関連がないと考えられた。 
 
(3) CD147/basigin と EGFR 
 細胞生存に重要な分子としてチロシンキ
ナーゼ群が知られている。CD147/basigin は
悪性黒色腫細胞において ER シグナル、オー
トファジーとの関連が認められなかったた
め、チロシンキナーゼ群の分子との蘭連を検
討した。中南大学（中華人民共和国長沙市）
の共同研究者らは、CD147/basigin がチロシ
ンキナーゼである EGFR と結合することを見
出していた。悪性黒色腫の約 70％では EGFR
の下流の分子である BRAF に遺伝子変異がみ
られ、EGFR-BRRF-MAPK の径路が恒常的に活性
化しており、新たな分子標的薬 vemurafenib
は変異 BRAF を標的としている。 
 そこで、Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞において
EGFR のリン酸化状態を比較したところ、
Bsg(-)細胞で EGFR のリン酸化が亢進してい
た。 
 
(4) CD147/basigin と MEK, cdc25C キナーゼ 
 EGFR を抑制的に制御している細胞内キナ
ーゼとして cdc25C が報告されている。また
cdc25C は悪性黒色腫で活性化している MAPK
である MEK によって活性化される。これらの
知見を踏まえ、 
Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞において MEK, 
cdc25C のリン酸化状態を検討したところ、



Bsg(-)細胞で MEK と cdc25C のリン酸化状態
が 低 下して い た。こ れ らの結 果 は 、
CD147/basigin をノックダウンすると MEK と
その下流にあり EGFR を抑止している cdc25C
が不活化することで EGFR が活性化している
ことを示している。 
 CD147/basiginもEGFRもともに悪性黒色腫
細胞の増殖を促進するので、上記の結果から
両者を同時に抑制することで、より大きな腫
瘍細胞の増殖抑制果的が得られる可能性が
示唆される。 
 
(5) CD147/basigin ノックダウンと EGFR 
inhibitor による腫瘍細胞増殖抑制効果 
 CD147/basigin をノックダウンすると悪性
黒色腫細胞の増殖は有意に抑制された。EGFR 
inhibitor である erlotinib も増殖を有意に
抑制した。Bsg(-)細胞に erlotinib を加える
と細胞増殖は相加的に抑制された（図）。こ
の結果は将来的に治療成績の向上につなが
る成果と期待される。 
 
 

 
(6) CD147/basigin と線維芽細胞間の細胞間
情報伝達機構 
 Bsg(+)細胞と Bsg(-)細胞細胞の存在下お
よび非存在下で培養線維芽細胞に、shed form, 
microvesicle, exosomeを加えたところ、shed 
formのCD147/basiginが線維芽細胞のゼラチ
ナーゼ活性を誘導していた。この結果は悪性
黒色腫細胞状のCD147/basiginは細胞外ドメ
インで切断され shed form として近傍の線維
芽細胞に到達することを示している。これは
浸潤・転移に対する新たな治療法の開発に結
び付く成果である。 
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