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研究成果の概要（和文）：　Casprファミリーは一回膜貫通型のニューレキシンスーパーファミリーの一種であ
り，脳においてミエリン形成に寄与しているが，近年，がんにおいても報告され始めている。本研究では，膠芽
腫におけるCasprファミリーの機能解析を行った。細胞株においてCaspr1が発現しており，発現を抑制すると細
胞移動や浸潤が低下した。また，MMP-9及びp-JNKの発現量が増加し，JNK阻害剤の処理によりMMP-9や移動・浸潤
の増加が抑制されたことから，Caspr1がJNK/MMP-9経路を介した膠芽腫細胞の移動・浸潤を抑制することが示唆
された。なお，EMTへの影響や神経膠腫のグレードとの関連性は見出せなかった。

研究成果の概要（英文）：  Caspr family molecules are transmembrane glycoproteins of neurexin 
superfamily which play a role for myelination of axons in brain. Recently, it has been reported 
about functions of Caspr family molecules in cancer cells. However, it is unclear about roles of 
Caspr molecules in cancer cells. In this study, we surveyed expression of Caspr in human 
glioblastoma cell-lines, and found expression of Caspr1. Secondly, we investigated relation of 
Caspr1 expression levels and cells proliferation, migration, invasion. In the results, suppression 
of Caspr1 by treatment with Caspr1-targeted siRNA promoted T98G glioblastoma cells invasion, 
migration and increased MMP-9 expression levels. Moreover, knockdown of Caspr1 increased JNK 
phosphorylation, and JNK inhibitor blocked MMP-9 up-regulation and cells invasion, migration by 
knockdown of Caspr1. Thus, these results suggest that Caspr1 negatively regulates for T98G 
glioblastoma cells invasion  and migration via down-regulation of JNK pathway.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年、グリア細胞由来の腫瘍である神経膠
腫（グリオーマ）が増加しており、脳腫瘍の
うちの約 20%を占めている。特に小児では約
40%と高い割合である。さらに、アストロサ
イト・オリゴデンドロサイト・上衣細胞由来
のグリオーマが報告されているが、この中で
最も多いのはアストロサイト由来のグリオ
ーマである星状細胞系腫瘍であり、WHO 分類
においてその悪性度により大きく 4段階（グ
レードⅠ～Ⅳ）に分けられる。最も悪性度の
高いグレードⅣの膠芽腫（グリオブラストー
マ、以下 GBM）は、グリオーマの中で最も頻
度が高い。GBM は脳実質や脳幹に浸潤しなが
ら増殖することにより、境界線が不明瞭であ
ることから、腫瘍を完全に摘出することが困
難であり、摘出後に放射線療法や化学療法を
追加して行うことが多いが、5年生存率が10%
未満（The Committee of Brain Tumor Registry 
of Japan、 2003）と極めて予後が不良で、
臨床上問題となっている。 
以前より我々の研究室では、細胞接着分子
群であるコンタクチン 分子群（GPI アンカー
型 接 着 分 子 ） 及 び Caspr （ Contactin 
associated protein）分子群に着目して、神
経回路網形成における機能の解析を行って
きた。Caspr 分子群はニューレキシンファミ
リーに属する一回膜貫通型のタンパク質で
あり、現在 5つのサブタイプが哺乳動物にお
いて同定されており、Caspr1 及び Caspr2 は
ミエリン形成に関与していることが明らか
にされている。 
 近年、Caspr 分子の腫瘍における発現や機
能解析についても報告がなされており、シス
プラチン耐性の卵巣癌細胞株における
Caspr3 の発現量がシスプラチン感受性の細
胞株の 13.3 倍であること(Stewart et al., 
2006)、Caspr2 の強制発現によりグリオーマ
細胞のアポトーシスが誘導されることが明
らかになった(Bralten et al., 2010)。 
 
２．研究の目的 
まず Caspr 分子のグリオーマ細胞株での
発現を検討した結果、Caspr1 の発現が高か
った。そこで、グリオーマ細胞における
Caspr1 の発現機構及び浸潤抑制機構を明ら
かにし、さらに Caspr1 発現を調節する分子
並びに薬剤を検討することで、Caspr1 シグ
ナルによる新たなグリオーマ治療戦略の可
能性を追求していく。 
 
３．研究の方法 
(1)siRNA 導入による Caspr1 ノックダウン細
胞株作成及びプラスミド導入による Caspr1
強制発現細胞株を用いて、増殖（MTT assay）、
浸潤（BD BioCoat マトリゲルインベージョ
ンチャンバーアッセイ）、移動（チャンバー
アッセイ）を調べる。 
 
(2)Caspr1 ノックダウン細胞株及び強制発現

細胞株を用いて、浸潤・移動に関与する分子
の発現状況を RT-PCR 法及びウェスタンブロ
ット法にて調べる。 
 
(3) Caspr1ノックダウン細胞株及び強制発現
細胞株を用いて、EMT 関連遺伝子の発現変動
について RT-PCR 法及びウェスタンブロット
法にて調べる。また、EMT誘導因子であるTGF-
β処理による Caspr1 への影響について検討
する。 
 
(4)グリオーマ患者手術後摘出脳のサンプル
において免疫組織学的手法を用いて、Caspr1
の発現状況及び局在を調べると共に、WHO 分
類においてその悪性度により大きく 4 段階
（グレードⅠ～Ⅳ）のグレード別の Caspr1
の発現レベルを詳細に検討し、グレードと
Caspr1 の発現量との相関性を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)膠芽腫 T98G、U251MG 細胞株において
Caspr1 mRNA 発現及びタンパク質発現を確認
した（Fig 1、(A)RT-PCR、(B)ウェスタンブ
ロット）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)T98G、U251MG 細胞株いずれにおいても
Caspr1 ノックダウンによる増殖の変化は認
められなかった(B)。一方，T98G においての
み細胞移動(C)及び浸潤(D)の増加が認めら
れた（Fig 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



(3)T98G細胞株においてCaspr1ノックダウン
によりMMP-9の活性化(A)及び発現(B)が顕著
に亢進した（Fig 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) T98G 細胞株において Caspr1 ノックダウ
ンにより JNK リン酸化の亢進が認められた
(A)。JNK 阻害剤である SP600125 を処理した
ところ、Caspr1 ノックダウンによる JNK リン
酸化亢進及び MMP-9 発現増加が抑制され(B、
C)、移動・浸潤亢進も抑制された(D、E)（Fig 
4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5)Caspr1 強制発現により細胞移動(C)及び
MMP-9 発現(E)、JNK リン酸化(F)が抑制され
たが、細胞浸潤(D)は変化しなかった（Fig 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(6)Caspr1 ノックダウンにより、EMT 関連遺
伝子である Fibronectin、Snail、Zeb1 の mRNA
発現は変化しなかった（Fig 6、real-time 
PCR）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(7)T98G 細胞に TGF-β1 10ng/mL を 48時間処
理したところ、Caspr1 のタンパク質発現が低
下した（Fig 7）。 
 
 
 
 
 
 

 
 
(8)グリオーマ患者脳におけるCaspr1の発現
状況をスコア化した（Score0:陽性率 0%、
1:1-25%、2:26-50%、3:51%以上）。Caspr1 の
陽性率とWHOグレード分類との相関性は認め
られなかった（Table1）。 
 
 
 
 

 
 
 今回の結果より、Caspr1 が MMP-9/JNK 経路
を抑制することで膠芽腫細胞の移動・浸潤を
抑制することが示唆された。Caspr1 が EMT を



制御している可能性は見出せなかったが、
TGF-βにより EMT 誘導条件にすると Caspr1
の発現が低下している結果が得られた。通常、
TGF-βによりEMT関連遺伝子の発現が上昇す
ると、EMT 抑制遺伝子である E-カドヘリンの
発現を抑制するが、これには E-カドヘリンの
プロモーターに存在するE-boxに結合して転
写抑制するメカニズムが明らかとなってい
る。そこで、TF search にて Caspr1 のプロモ
ーター配列を調べたところ、E-box の存在が
明らかとなった。今後は、Caspr1 のプロモー
ター解析を行い、EMT との関連性を明らかに
していきたい。 
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