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研究成果の概要（和文）：がん死の大部分を占めるがんの浸潤・転移に関して、そのモデル環境を構築し、その
環境下でがん細胞において発現量が有意に増加している遺伝子をDNAマイクロアレイ法でゲノム網羅的に探索し
た。有意に発現量が増加していた遺伝子の内、細胞表面に発現している遺伝子を１つ選んで検討を行った結果、
この遺伝子の発現増加により、がん細胞の運動能が亢進し、マウスを用いた実験で浸潤・転移が増加することを
見出した。この遺伝子が細胞運動を亢進させるシグナル伝達機構も明らかにした。

研究成果の概要（英文）：I focused on the tumor invasion and metastasis that is a major course of 
cancer death, and constructed the model to reflect this pathological condition in vitro. Using this 
model, I conducted the genome-wide analysis by DNA microarray assay to identify the genes of which 
expression was significantly increased in target cancer cells. After this analysis, I could select 
one gene. The gene product (molecule) is reported to localize on the plasma membrane of cancer 
cells. I found that the molecule remarkably promoted cancer cell motility, and that tumor invasion 
and metastasis was highly observed in the mice in which the cancer cells overexpressing the molecule
 were implanted. Furthermore, the signal transduction mechanism to facilitate cancer cell motility 
by this molecule was revealed successfully.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
	 現在の日本においてがん（悪性新生物）に
よる死亡は全死亡の約 30％を占め、死亡原因
の第 1 位である。がんが生命を脅かす最大の
要因は、がんの浸潤・転移にある。実際、原発
巣が原因で死亡するがん患者はがん患者全体
の約 10%程度にすぎず、残り約 90％のがん患
者はがんの浸潤・転移で亡くなっている。し
たがって、がん死をより効果的に抑制するた
めには、がんの浸潤・転移のメカニズムにつ

いて詳細に理解し、それを制御できるように

することが重要である。 
	 がんの進展および浸潤・転移の様態は、多
段階プロセスであることが広く受け入れられ
ている。すなわち、がん細胞の 1）原発巣から
の離脱、2）周囲組織（間質）への浸潤、3）
血管あるいはリンパ管内への侵入と管内での
移動、4）転移臓器での血管あるいはリンパ管
からの脱出、5）転移臓器での生着と再増殖、
というプロセスを経てがんの転移巣が形成さ
れる。このような転移巣の形成は、臓器の機
能低下・喪失を招き、個体にとって危機的な
状態に陥る。このがんの浸潤・転移プロセス
のうち、初期段階である 2）の段階では、がん
細胞と間質細胞の相互作用が生じる。この相
互作用に関しては大きく、a）それぞれの細胞
から分泌される液性因子を介した間接的な相
互作用と、b）両者の細胞間での接触・接着に
よる直接的な相互作用とに分類できる。これ
まで国内外では a）の研究が多く行われてき
たが、b）の研究についての報告は現在のとこ
ろあまり多くなく、研究すべき余地が大きく
残されている。 
	 申請者は最近、浸潤したヒト前立腺がん細
胞とその周囲の間質細胞との接触・接着によ

ってもたらされる直接的な相互作用が、どの

ようにがん細胞の遺伝子発現に影響するのか、

その影響を特異的に解析する新しい実験系を

確立している。この実験系を用いて、前立腺
がん細胞と間質細胞との相互作用により影響
を受けた遺伝子を、DNAマイクロアレイによ
りゲノムワイドに解析した結果、有意に発現
増加している遺伝子が 55個、逆に、有意に発
現減少している遺伝子が 8 個存在することを
見出した。 
	 本研究で、これら発現量が変化した遺伝子
に着目し機能解析を行うことで、がんの浸潤・
転移の全容解明の一助となり、今後の新しい
がん治療法開発、特に、“がんの浸潤・転移の

抑制”を目標としたがん治療の開発につなげ

られるような知見を提供できるようにする。 
 
２．研究の目的 
（1） 浸潤を開始したがん細胞とそれを取り巻

く間質細胞に着目して、この両細胞間で
の直接的な細胞どうしの接触による相互
作用が、がん死の最大の原因であるがん
の浸潤・転移のメカニズムをどのように
制御しているのか、その新たな分子機構
を明らかにすること。 

（2） （1）の解析を通して、がんの浸潤・転移
の抑制を目標とした、これまでとは異な
るコンセプトに基づく、将来の新しいが
ん治療開発への基礎医学的基盤を構築す
ること。 

 
３．研究の方法 
（1） 下記“4. 研究成果”で述べる細胞表面に

発現する 3遺伝子について、ヒトがん細
胞から抽出した RNAをもとに、RT-PCR
を行って cDNA を合成した。これらの
cDNAを GFPや FLAGタグ付きの哺乳
類発現ベクターに挿入してプラスミドを
精製し、哺乳類細胞に導入してその遺伝
子産物（タンパク質）を発現させた。 

（2） 細胞運動能の解析として、ボイデンチャ
ンバーアッセイを行った（図 1）。ポアサ
イズ 8.0 µm のフィルターを持つチャン
バー（Becton Dickinson社製）を使用し
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3） Mol-1 結合分子の探索（Mol-1 について

は、“4. 研究成果”の項を参照）：Mol-1
の細胞内ドメインをペプチド合成し、ビ
ーズに固相化した後、カラムに充填した。
このカラムにヒト前立腺がん LNCaP 細
胞の抽出液を流し、結合したタンパクを
SDS-電気泳動で分離した。コントロール
と比較して有意に検出された 8つのバン
ドについて質量分析を行い、Mol-1 へ結
合するタンパク質（Mol-1-BP）を同定し
た。 

（4） Rac1 活性化解析実験：細胞抽出液に
GST 融合 PAK-CRIB タンパク質を加え
て、冷温下でゆっくりと回転混合した。
その後、グルタチオンアガロースビーズ
を添加して、活性化した GTP 結合型
Rac1のみビーズに結合させた。ビーズに
結合した Rac1 は抗 Rac1 抗体（BD 
Transduction社製）で検出した。 

（5）ヌードマウスへのがん細胞移植実験：1×
106個のコントロールまたは Mol-1 過剰
発現 LNCaP 細胞をオスヌードマウス前
立腺に移植し、5 週間飼育後、安楽死さ
せ、前立腺、リンパ節および肺などの臓
器を摘出して原発巣および転移巣につい
て顕微鏡下で観察した。 

 
４．研究成果	
	 “1. 研究開始当初の背景”で述べた、DNA
マイクロアレイ解析で得られた結果（有意に
発現増加している遺伝子が 55個、有意に発現



減少している遺伝子が 8 個）について、詳細
に検討を行った。これらの遺伝子の内、がん
細胞での機能が不明であり、かつ、細胞表面
に存在する遺伝子に絞ったところ、3 遺伝子
を選択できた。 
	 これら 3 遺伝子について、LNCaP 細胞に
発現プラスミド
を導入して遺伝
子産物を過剰発
現させ、細胞応答
を解析したとこ
ろ、その内の一つ
（仮称 Mol-1）に
細胞運動を促進
させる働きがあ
ることが、ボイデ
ンチャンバーア
ッセイで分かっ
た（図 2）。Web上
での解析結果よ
り、Mol-1は 4回
膜貫通型の細胞
表面分子であ
り、細胞接着能
を有する可能性
が示唆された。 
	 次に、Mol-1 による細胞運動促進のメカニ
ズムを解明するため、Mol-1 に結合する分子
を探索した結果、Mol-1-BP（仮称）を質量分
析法で同定した。さらに、Mol-1-BPがMol-1
と結合する領域を明らかにした。Mol-1 によ
る細胞運動促進が、Mol-1-BPを介しているか
どうか調べるために、Mol-1-BPをノックダウ
ン し た
LNCaP 細
胞を作製し
（図 3）、ボイ
デンチャン
バーアッ セ
イを行った。
その結果、
Mol-1 の過剰発現による細胞運動の亢進が、
Mol-1-BP のノックダウンにより抑制された。
このことより、Mol-1→Mol-1-BPのシグナル
伝達系により、LNCaP細胞の細胞運動が正に
制御されていると考えられた。 
	 Mol-1 が Mol-1-BP を介して細胞運動を促
進させているシグナル伝達系を詳細に検討し
た。Mol-1 を過剰に発現した LNCaP 細胞で
は、コントロールの
LNCaP細胞と比較
して、チロシンリン
酸化酵素 Src の活
性化が上昇してい
た（図 4）。さらに、
低分子量 G タンパ
ク質Rac1の活性も
上昇していた。
Rac1 は運動してい
る細胞の進行方向

にラメリポディアという細胞突起の形成を促
し、細胞運動を亢進させることが知られてい
る。Srcや Rac1の活性化はMol-1-BPのノッ
クダウンにより抑制された。また、活性化し
た c-Src がどのように Rac1 を活性化してい
るのか検討したところ、Src が Rac1 の
GDP/GTP 交換因子 Vav2 をリン酸化して活
性化していることが明らかになった。Mol-1
による細胞運動の亢進と Src、Rac1の活性化
は、LNCaP細胞だけでなく、ヒト乳がん細胞
株でも見られた。
これらのことか
ら、Mol-1は上記の
細胞内シグナル分
子を活性し、様々
ながん細胞の運動
能を亢進させ、が
んの浸潤・転移に
関わっていると考
えられた（図 5）。 
	 最後に、マウス
を用いた in vivo実
験を行った。Mol-1
を過剰に発現した
LNCaP 細胞をオスヌードマウスの前立腺に
移植したところ、5週間後に肺への転移巣が複
数確認された。コントロールの LNCaP 細胞
を注入してもそのような転移巣は見られなか
った。 
	 以上の結果より、Mol-1 の作用を阻害する
化合物や特異抗体などを見出すことで、がん
の浸潤・転移を抑制する新たな抗腫瘍薬開発
を展開できる可能性がある。今後は、この様
な阻害物質を Mol-1高発現腫瘍を有する実験
動物に投与することで、実際に浸潤・転移が
減少するかを、トランスレーショナル研究と
して行っていく予定である。 
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