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肺がんは肺に発生する上皮細胞由来の悪性腫瘍であり、日本におけるがん死の約 2 割を占めている。ま

た、肺がん症例の約 60%が 65歳以上の高齢者であり、診断時に約 70%の症例が臨床病期Ⅲ、Ⅳ期の進行が

んであるという点においても肺がんは予後の悪い難治性がんである。そのため、早急な新薬の開発ならび

に診断マーカーの開発が望まれている。これまでに、肺がんの約 85%以上を占める非小細胞肺がんでは、

がん抑制遺伝子である TP53 や RB1 遺伝子の不活化や、がん遺伝子である K-Ras や EGFR の変異や増幅が

がん化の進展に関わることが明らかにされてきた。さらに、原発巣からがん細胞が浸潤・転移する過程に

おける上皮細胞間接着の発現異常が報告されており、E-Cadherin、Nectin、NCAMや L1CAMなど様々な細

胞接着分子の異常が多種のがんで認められている。 

Cell adhesion molecule 1 (CADM1) は免疫グロブリンスーパーファミリーに属する細胞接着分子であり、

上皮細胞および神経系に強く発現する。また、様々ながんの進展に伴い発現が低下・欠如することが報告

されている。また、同一患者の肺腺がんの比較において、浸潤性を示さない細気管支-肺胞がんの組織型を

示す部分では CADM1 の発現が保持される一方、同一腫瘍内の浸潤部分ではこの発現が高頻度に欠如する

ことが観察されている。さらに、CADM1の発現欠如は予後不良と相関することも示されていることから、

独立した予後因子と成り得る可能性も示されている。これらの報告から、CADM1 の発現低下、欠如はが

んの進展を促進する可能性が示されている。そのため、CADM1 の発現制御機構を分子レベルで明らかに

することは、新規肺がん治療法の創出の観点から非常に重要である。これまでに、CADM1遺伝子のプロモ

ーター領域のメチル化が CADM1 発現欠如の主な原因であることが報告されている。しかし一方で、一部

の非小細胞肺がんではプロモーター領域のメチル化非依存的に CADM1 発現が低下・欠如することが報告

されていることから、プロモーター領域のメチル化非依存的な CADM1 発現抑制機構が存在することが示

唆されている。本研究では、CADM1 の発現を抑制する新たな機構として、CADM1の分解制御機構に着目

して解析を進めた結果、CADM1 の分解を抑制する新規 CADM1 結合分子として RanBPM を同定した。ま

た、ユビキチン化による CADM1分解制御機構の存在を明らかとした。 

 



RanBPMは CADM1細胞内領域と結合し、CADM1の分解を抑制する 

まず、CADM1 の分解を制御する分子として、先行研究で行われた酵母ツーハイブリッド法を用いたス

クリーニングにより同定された新規 CADM1細胞内領域結合分子候補である Ran binding protein microtubule 

organizing center (RanBPM) に着目した。RanBPMは結合分子のユビキチン化を抑制し、プロテアソーム経

路を介したタンパク質分解を抑制することが報告されている。そのため、RanBPM が CADM1 の細胞内領

域と結合し CADM1 のユビキチン化を抑制することで CADM1 分解を抑制する可能性が考えられた。そこ

でまず、CADM1 と RanBPM が複合体を形成するか否かを検討した。非小細胞肺がん細胞株である A549

細胞に野生型CADM1ならびにV5タグを付加したRanBPMを導入した。導入後 48時間後に細胞を回収し、

免疫沈降法ならびにウェスタンブロット法を用いて CADM1 と RanBPMの複合体形成の有無を検討した結

果、CADM1 と RanBPM の共沈が認められた。また、ヒト胎児腎細胞由来細胞株である HEK293 細胞を用

いて同様の検討を行った結果、HEK293 細胞においても両者の共沈が認められた。更に、GST プルダウン

法を用いて、両者の結合の有無ならびに結合ドメインの同定を試みた。酵母ツーハイブリッド法によるス

クリーニングにより得られたクローンは全て RanBPM の SPRY ドメインの全てもしくは一部をコードして

いた。また、RanBPM は SPRY ドメインを介して L1CAM や APP、LRP といった様々な膜貫通型分子と結

合することが報告されている。そのため、CADM1 と結合するドメインとして RanBPM の SPRY ドメイン

に着目した。GST ならびに GST タグを付加した CADM1 細胞内領域 (GST-CADM1-CT) 、His タグを付加

した SPRY ドメイン (His-SPRY) を精製し、GST プルダウン法、ウェスタンブロット法を用いて両者の結

合を検討した結果、GST-CADM1-CT と His-SPRY の共沈が認められた。これらの結果より、CADM1 と

RanBPM は複合体を形成すること、ならびに CADM1 細胞内領域は RanBPM の SPRY ドメインと直接結合

していることが明らかとなった。 

次に、RanBPM は CADM1 の発現量に影響を与えるか否かを検討した。A549 細胞に control siRNA なら

びに二種類の RanBPM 特異的 siRNA をそれぞれ導入した。導入後 72 時間後に細胞を回収し、半定量的

RT-PCR 法ならびにウェスタンブロット法を用いて CADM1 mRNA発現量、タンパク質発現量の変化を検討

した。その結果、RanBPM siRNAによる RanBPMタンパク質の発現低下に伴い CADM1 タンパク質の発現

も低下した。一方、CADM1 の mRNA発現量には変化が見られなかった。この結果より、RanBPMは CADM1

の分解を抑制することが示唆された。また、この発現の減少は mRNA 非依存的であることから、RanBPM

による CADM1の発現制御はタンパク質レベルでの現象であることが示唆された。 

CADM は細胞内領域がユビキチン化を受け、リソソーム経路を介して分解される 

RanBPMが CADM1の分解を抑制していることが示唆されたが、CADM1の分解がどのような機構により

制御されているかは明らかとなっていない。そこでまず、CADM1 の分解経路の同定を試みた。タンパク

質の分解経路は大きく二つ存在し、一つ目はリソソーム経路、二つ目はプロテアソーム経路である。そこ



で、リソソーム経路、プロテアソーム経路それぞれに対する阻害剤を用いて、CADM1 分解における両経

路の関与を検討した。A549 細胞にリソソーム阻害剤クロロキンならびにプロテアソーム阻害剤 MG132 を

それぞれ培地中に添加し、ウェスタンブロット法を用いて CADM1 発現量の変化を検討した。その結果、

クロロキンを投与した A549 細胞において、クロロキン濃度依存的な CADM1の発現上昇が認められた。一

方、MG132 を投与した A549 細胞においては CADM1 の発現量変化は認められなかった。この結果より、

CADM1 はリソソーム経路を介して分解されることが示唆された。また、CADM1の分解はプロテアソーム

経路を介さないことが示された。 

CADM1 がリソソーム経路を介して分解されることが明らかとなったが、CADM1の分解制御機構は明ら

かとなっていない。RanBPM は結合分子のユビキチン化を抑制するという報告がされていることから、

CADM1 がユビキチン化されることが考えられた。しかし、CADM1 がユビキチン化されるか否かは不明で

ある。そこで、CADM1 がユビキチン化されるか否かを検討した。A549 細胞に CADM1 のみ、もしくは

CADM1 と HAタグを付加したユビキチン両者を導入し、免疫沈降法ならびにウェスタンブロット法を用い

て CADM1 がユビキチン化されるか否かを検討した結果、CADM1 がユビキチン化を受けることが明らか

となった。次に、CADM1 のユビキチン化部位の同定を試みた。EGFR をはじめとする様々な膜貫通型分子

は、その細胞内領域がユビキチン化されることが知られている。そのため、ユビキチン化を受ける部位と

して CADM1 細胞内領域に着目した。CADM1 細胞内領域には、ユビキチン化を受ける可能性があるリシ

ン残基が 4つ (K403, K412, K437, K438) 存在する。そこで、4つのリシン残基を全てアルギニンに置換し

た変異体 (CADM1-4xKR) もしくは一つずつアルギニンに置換した CADM1-KR 変異体 (K403R, K412R, 

K437R, K438R) を作製し、これら変異体におけるユビキチン化の有無を検討した。CADM1遺伝子のプロモ

ーター領域の高メチル化により内在性 CADM1を発現しない非小細胞肺がん細胞株である SK-LU-1細胞に、

HAタグを付加したユビキチン、ならびに野生型 CADM1 もしくは CADM1-KR変異体を導入し、免疫沈降

法ならびにウェスタンブロット法を用いて CADM1 のユビキチン化の有無を検出した。その結果、野生型

CADM1 は A549 細胞における検討と同様にユビキチン化が認められた。一方、CADM1-4xKR 変異体のユ

ビキチン化は認められなかった。また、CADM1-K403R, K412R, K437R, K438R4種全ての変異体においてユ

ビキチン化が認められた。この結果より、CADM1細胞内領域のリシン残基がユビキチン化を受けること、

ならびに CADM1がユビキチン化を受けるリシン残基は複数箇所存在することが示唆された。 

CADM1 がユビキチン化を受けることが明らかとなったが、CADM1のユビキチン化が CADM1 の分解に

影響を与えるか否かは不明である。そこで、タンパク質翻訳阻害剤であるシクロヘキシミドを用いて

CADM1 のユビキチン化は CADM1 の分解に影響を与えるか否かを検討した。SK-LU-1 細胞に野生型

CADM1 もしくは CADM1-4ｘKR 変異体をそれぞれ導入し、シクロヘキシミド (100μg / ml) を培地中に添

加した。添加から 0,12,24 時間後に細胞を回収し、ウェスタンブロット法を用いて CADM1 発現量の変化を



検討した。その結果、CADM1-4xKR 変異体は野生型 CADM1 と比較して分解が遅延した。この結果より、

CADM1 のユビキチン化は CADM1の分解を促進させることを明らかとした。 

本研究により、CADM1 の分解はリソソーム経路を介していること、ならびに CADM1 の新たな発現制

御機構として、ユビキチン化による CADM1 の分解制御機構の存在を明らかとした。また、CADM1 の分

解を抑制する新規 CADM1 結合分子として RanBPMを同定した。そして、RanBPMは CADM1 のユビキチ

ン化を抑制することにより CADM1 分解を抑制する可能性を示した。これらの結果から考察した RanBPM

による CADM1分解抑制機構予想図を図 1に示した。RanBPM非存在下においては、CADM1 細胞内領域は

E3によるユビキチン化を受け、リソソーム経路を介して分解されると考えられる。一方、RanBPM存在下

においては、CADM1細胞内領域は RanBPMと複合体を形成することで、E3による識別部位がマスクされ

るため細胞内領域のユビキチン化が抑制され、リソソーム経路を介した分解が抑制されると考えられる。

本研究により見出された CADM1 分解制御機構は、プロモーター領域のメチル化非依存的な CADM1 発現

抑制機構の存在を示すものであり、今後、様々ながんにおける CADM1 発現抑制機構を研究する上で重要

な知見になると考えられる。 
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図 1. RanBPMによる CADM1 分解抑制機構予想図 

A) RanBPM非存在下では、CADM1は細胞内領域が E3よりユビキチン化され、リソソーム経路を介して 

分解される。 B) RanBPM存在下では、CADM1細胞内領域は RanBPMと結合することにより、E3による

識別配列がマスクされるため細胞内領域のユビキチン化が抑制され、リソソーム経路を介した分解が抑制

される。 

 


