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[論文題名・ ThesisTitleJ 

論文内容の要旨

Synopsis of Thesis 

Calretinin mediates apoptosis in small cell lung cancer cells expressing tetraspanin CD9 
(C])日陽性小細胞肺癌細胞においてcalretininはアポトーシスを媒体する)
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〔目 的 IPurposelJ小細胞肺癌 ISCLClは非小細胞H市街 INSCLClに比べ感性度が高く、治療に難渋

する。進展型 SCLCの標準治療はシスプラチン(CDDP)やエトポシド等の抗癌剤治療であるが、

SCLCは抗癌剤感受性が高いにも関わらず再燃率が高い。 SCLCの悪性皮が高い一因として、 ア

ポトーシスに対する耐性があげられる。抗癌剤治療の進歩のためには、 SCLC細胞のアポトー

シス耐性のメカニズム解明が必要である が 、 未 だ 明 ら か で な い 。 テ ト ラ ス パ ニ ン は 細 胞膜 4

回貫通蛋白ファミリーで、インテグリンや他の牒蛋白と共に細胞膜にて複合体を形成し、細

胞の接着や逃走、分化などの機能を修飾する。なかでも CD9とCD82は図形癌の転移抑制因子と

言われ、これらの発現低下が乳癌や勝癌、大腸癌、 NSCLCの進行、予後不良に繋がるとの報告

がある。我々はこれまで、大部分の SCLCでCD9の発現が低下していること、 SCLC細胞にお いて

CD9を強発現させると、運動能が抑制されアポトーシスが促進されること、抗癌宵tJI曝露により

SCLC細胞の CD9が誘導されることを示してきた。本研究では、 CD9により促進される、 SCLC細
胞のアポトーシスのメカニズムにつき検討した。

(方法ならびに成績 IMethods/Resultsl J CD9を発現していないヒト SCLC親株 OS3-R5、CD9を強制発現

させたトランスフェクタント OS3-R5-CD9、moc1，トランスフエクタントを 2次元電気泳部Jにかけ、

OS3-R5-CD9のみに存在するスポットを質量分析法で解析し、 CD9により誘導される蛋白として

カルシウム結合蛋白 calretininを見出した。複数の CD9トランスフェクタントにおいて、 CD9
蛋自の発現レベルは calretininの発現レベルと相関し、別のテトラスパニンである NAG-2のト

ランスフェクタ ン ト で は calretininの発現は認めなかった。 RT-PCRでCD9とcalretininの共発

現を調べたところ、 SCLC細胞株 8租のうち 2株は CD9、calretininとも陽性、残り 6株は CD9， 

calretininとも陰性を示した。一方、 NSCLCでは 3株中 3株とも CD9陽性であったが、 calretinin
は陰性であった。さらに、 CD9およびcalret ininが陽性のヒト SCLC細 胞 株oS 1において、 CD9
をノックダウンすると calretininの 発現量は減少した。これらの結果から、ヒト SCLC細胞株

では CD9がcalrelininの発現を誘導する乙とが示された。次にヒト SCL C組織において CD9及び

calrelininの免疫染色を行ったところ、 30症例中 CD9陽性は 11例、 calretinin陽性は 11例、双

方 陽 性 は 7例であり、 CD日と calretininの発現には相関関係を認めた。 (p=O.047)しかし両者

の染色パターンは異なり、また OS3【 R5】 CD9を用いた免疫沈降において calretininはCD9とは共

沈せず、 calrelininとCD9は直接複合体を形成するわけではないことが分かった。最後に、 CD9
による SCLCのアポトーシス誘導に calret ininが関与しているか、 CD9/calretinin陽性の OS-1
細胞において calretininをノックダウンし、 PARP、phospho-Aktの発現量および cellsurvival 
を比較した。抗癌剤 CDDPへの暴露に関わらず、 calretininをノックダウンするとアポトーシ

スが抑制されることが分かった。また OS3-R5と、 OS3-Rト CD9にCDDPを加えて同様の比較検討

を行ったところ、 calretinin陽性の OS3-R5-CD9では親株OS3-R5と比較してアポトーシスが地

強した。 oS 1同様、 OS3-R5-CD9においても calretininをノックダウンするとアポトーシスが抑

制lされた。以上の結果から、 SCLCでは CD9発現 が calrelinin発現を誘導し、 calretininを介し

てアポトーシスを起こすことが示唆された。

〔総括 IConclusionl)CD9 陽性 SCLC細胞は、カルシウム結合蛋白である calretininを介してアポ

トーシスを起こす。
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小細胞肺癌(SCLC) は抗癌剤感受性が高いにも関わらず再燃率が高く治療に難渋する。この

ような SCLCの高い悪性度の一因として、アポトーシスに対する耐性があげられる。抗癌剤治

療の進歩のためには、 SCL C細 胞 の ア ポトーシス耐性のメカニズム解明が必要であるが、未だ

明らかでない。 テトラスパニンである CD9は様々な固形癌の予後との関連の報告があるが SCL C 
に 関 し て は 報告がなく、今回著者らは CD9により促進される、 SCLC細胞のアポトーシスのメカ

ニズムにつき 検討した。プロテオミクスを用いた解析により CD9関連蛋白として calretinin
を見出し、非小細胞肺癒におりる固形癌転移抑制因子として知られる CD9が SCLCにおいても

calretininを介してアポトーシスを誘導することを示した。このことは今後の SCLC抗癌剤治

療の進歩に役立 つ可能性を示唆し、学位論文に値する。


