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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

本研究開発課題において、我々は、詳細な臨床情報が付帯する肺がん腫瘍組織を対象としたクリニ

カルプロテオミクス解析データを基盤としたリバーストランスレーションを目指して、肺がん腫瘍

組織の解析から得た網羅的な蛋白質発現情報と臨床病態との関連性と、我々が樹立した高転移性ヒ

ト非小細胞肺がん亜株 LNM35 株と低転移性親株 N15 株を用いた網羅的な蛋白質発現情報を、統合

的解析して新規分子標的候補の探索・同定を進めた。173 例の非小細胞肺がん患者において臨床病態

と有意な関連性を示す 514 種類の蛋白質と、LNM35 株と N15 株間に 2 倍以上の発現差を認める

385 種類の蛋白質に共通する 18 種類の蛋白質を同定した。新規性や機能面からとくに興味深い 5 種

類を選択し、各遺伝子の発現を抑制した際の肺がん細胞株の運動・浸潤、細胞増殖等に与える影響を

検討し、機能的な関与が強く示唆される 3 個の遺伝子を同定した。さらに、その一つについて詳細

な分子細胞生物学的及び生化学的な機能解析を加えて、分子標的治療の研究開発に資する基盤的な

情報を得た。 
また、我々がこれまでに同定した肺がんの転移関連分子 CLCP1 を標的とする、革新的分子標的治

療法の研究開発に資する基盤情報を得るための研究開発を並行して進めた。CLCP1 の高発現は、肺

がん患者における外科切除後の予後不良と有意に関連していた。高転移性 LNM35 株で CLCP1 を

shRNA によって発現抑制すると、免疫不全マウス皮下移植腫瘍の増殖と転移が抑制された。裏打ち

する分子機序の解明を進めて、CLCP1 と EGFR 等の受容体型チロシンキナーゼ（RTK）との相互

作用を見出した。そこで、CLCP1 上のリン酸化候補部位の変異体を作成し、EGFR 変異陽性・阻害

剤感受性の肺がん細胞株に導入したところ、有意な増殖抑制が観察された。また、遺伝子発現プロフ

ァイルを取得して gene set enrichment analysis（GSEA）法によって検討し、CLCP1 変異体の導

入による発現プロファイルの変化は、EGFR 阻害剤によって EGFR シグナルを抑制した際に変動す

る遺伝子セットと有意な関連性を示すことを明らかとした。一方、CLCP1 遺伝子を CRISPR/Cas9
システムを用いてノックアウトした肺がん細胞株を作成して行った検討においては、MET の自己リ

ン酸化の著減と、HGF 添加に対する反応性の減弱の惹起を見出した。これらの研究成果によって、

CLCP1 上のリン酸化部位の機能的な重要性とともに、CLCP1 と EGFR や MET 等の RTK との間

に機能的なクロストークが存在することが明らかとなった。また、本研究においては、がん細胞にお

ける CLCP1 の高発現が、アノイキスの抑制を介して足場非依存性増殖能の付与に関わることや、

paxillin と p130CAS の CLCP1 細胞内ドメインへの結合を明らかとした。さらに、ヒト肺がん細胞

株の運動・浸潤を、抗 CLCP1 抗体を用いて抑制し得ることを示すとともに、免疫不全マウスの皮下

に移植した CLCP1 陽性ヒト肺がん細胞株への特異的な取り込みを明らかとした。 
なお、本研究を推進するにあたっては、研究代表者と研究分担者らの所属機関が同一市内に所在す

る地の利を最大限に生かして、随時研究進捗に関わる情報を交換するためのミーティングを開催し、

密接な相互協力のもとに研究開発を円滑かつ効率的に推進した。 
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In this project aimed at clinical proteomics-based reverse translation, we have conducted 
integrative analyses of protein expression profiles between those obtained in patient tumors and 
those of highly metastatic and non-metastatic sublines of a human lung cancer cell line. As a 
result, 514 proteins were identified as those significantly associated postoperative prognosis, 
which 385 proteins were found to showed more than two-fold differences between highly 
metastatic and low metastatic sublines. Consequently, 18 proteins were observed in both lists of 
the proteins of potential interest. Based on their known or possible functions as well as on their 
novelty in the field of cancer metastasis, we selected five and validated for their involvement in 
cancer phenotypes such as motility, invasion and proliferation. We were able to single out a 
protein, which were associated with patients’ outcome after surgery as well as motility, invasion 
and metastasis in a model system, for further functional analyses to fully elucidate the 
underlying mechanisms.  

This study also aimed at elucidating molecular mechanisms of how CLCP1, a metastasis-
related gene identified by our group, confers selective advantages to lung cancer cells. Firstly, we 
observed that CLCP1 knockdown resulted in significant reduction of metastasis in human lung 
cancer cell line xenografts in vivo, while high expression of CLCP1 was found to be associated 
with poor prognosis in lung cancer patients who underwent potentially curative resection. We 
found that CLCP1 dimerizes with EGFR and MET and that CLCP1 cantinas several tyrosine 
residues, which are phosphorylated by EGFR-mediated signaling. Conversely, introduction of 
CLCP1, which were unable to be phosphorylated, inhibited EGFR-mediated signaling, suggesting 
the existence of crosstalk between the two receptors. Furthermore, we found CLCP1 contributes 
to suppression of anoikis, which CLCP1 binds with paxillin and p130CAS at its intracellular 
domain. Finally, we have shown that anti-CLCP1 antibody treatment reduces motility and 
invasion, and can be internalized into cancer cells of a mouse xenograft of a human lung cancer 
cell line.  

In this project, the participated researches worked closely together by mutually exchanging 
information in order to carry it out effectively./ 
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