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要旨 

 癌は世界第２位の死因であり、癌患者の死亡の 90％は転移による。そのため、癌の転移

機構の理解とともに、予防・治療方法の確立が急務である。転移の過程において、血中に存

在する循環腫瘍細胞 (Circulating Tumor Cells: CTCs) には、単一細胞で存在するシング

ル CTCs と、二細胞以上が集まってクラスターを形成するクラスターCTCs がある。クラスター

CTCs は、全 CTCs に対して 2-5%と少数であるにも関わらず、シングル CTCs の 23−50 倍の

転移能を有する。したがって、癌細胞のクラスター形成の抑制は、転移を抑制する新規治療

法の開発につながると期待できる。しかし、クラスターCTCs の形成機構は不明であった。 
 CD44 を発現している癌細胞は、自己複製能が高く、少数の細胞でも腫瘍を形成する能力

を有しており、転移性が高く、予後が悪い。また、CD44 はクラスターCTCs を構成している約

80％の細胞で発現することが知られている。そこで本研究では、CD44 を標的としたクラスタ

ーの形成機構の解明を目的とした。CD44 は一回膜貫通型のタンパク質であることから、

NOTCH など、他の細胞膜貫通型タンパク質と同様に、細胞間での二量体の形成が、クラス

ターの形成に重要である可能性がある。そこで本研究では、クラスターの形成機構として、

「CD44 が細胞間で二量体を形成する」ことを仮説とし、その検証を行った。 
 本研究では初めに、乳癌細胞における二量体化した CD44 の存在の有無を、細胞表面で

発現しているタンパク質間の相互作用を安定化するクロスリンカー (disuccinimidyl 

suberate: DSS) および抗 CD44 抗体を用いたウエスタンブロット法により検証した。その結果、

予想通り二量体化した CD44 の存在が検出された。次に、CD44 の二量体化が、細胞間で

形成される可能性を検証するため、CD44 に FLAG または HA を融合したプラスミド DNA 

(CD44-FLAG および CD44-HA) を用いた共免疫沈降を行なった。サンプルには、内在性

の CD44 の発現がない HEK293 細胞に、CD44-FLAG を強制発現し、CD44-HA を強制発

現させた HEK293 細胞と共培養することでクラスターを形成したものを用いた。その後、抗

FLAG 抗体を用いて免疫沈降を行った後、抗 HA 抗体を用いてウエスタンブロットを行うこと

で、CD44-FLAG および CD44-HA の共沈を確認した。この結果は、CD44 が細胞間で二量

体を形成することを示唆する。 

 また、二量体化に必要なアミノ酸を同定するため、共同研究者による計算機シミュレーショ

ン結果を基に変異型 CD44 を作製し、共免疫沈降法により二量体化形性能を評価した。そ

の結果、CD44 の二量体化には、細胞外ドメイン I 内の 10 個のアミノ酸とドメイン II 内の 5 個

のアミノ酸でカバーされる領域が必要であることが明らかとなった。さらに、二量体化形成能

を失った変異型 CD44 を用いてクラスターアッセイを行なった結果、クラスターの形成が阻害

された。これらの結果により、CD44 の二量体化の形成阻害によりクラスターの形成が抑制さ

れることが示唆された。 

 次に、CD44 をノックダウンすることにより、二量体化形成の下流で変化のあるタンパク質を
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探索した結果、クラスター形成に関わる候補因子として p21-activated kinase 2 (PAK2) を同

定した。また、CD44 と PAK2 の相互作用を検証するため共免疫沈降を行なった結果、これ

らのタンパク質間での相互作用が確認された。さらに、CD44 の二量体化に伴い PAK2 のリ

ン酸化が促進される可能性を、PAK2 の Ser20 に対するリン酸化抗体を用いたウエスタンブ

ロット法により検証した。その結果、CD44 の二量体形成能を失った変異型 CD44 では、

PAK2 の Ser20 のリン酸化が抑制された。PAK2 は、Ser20 がリン酸化されることで、細胞死抑

制効果を持つことが報告されている。したがって、これらの結果から、CD44 の二量体化によ

るクラスター形成が、PAK2 のリン酸化を介した細胞死の抑制を引き起こすことにより、癌転

移率を増加させる可能性が考えられる。また、細胞表面で CD44 が多量体化した結果、細胞

内での PAK2 が接近することとなり、PAK2 間での相互リン酸化が引き起こされた可能性が

示唆された。 

 最後に、野生型及び二量体形性能を失った変異型 CD44 を発現させた乳癌細胞を、マウ

スに尾静脈注射した後、それらの細胞の肺での検出量を評価した。その結果、CD44 のドメ

イン II の 5 つのアミノ酸をアラニンに置換した変異型 CD44 において、野生型と比較し、肺

での検出量が有意に減少した。したがって、これら 5 つのアミノ酸がカバーする部位を標的

とした抗体の作製により、転移を抑制する治療への応用につながる可能性が示された。 
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略語表 

Arg: arginine 

Asn: asparagine 

BSA: bivine serum albumin 

cDNA: complementary DNA 

CD44fl: CD44 full length 

CD44s: CD44 standard form 

CD44v: CD44 variant form 

CTCs: circulating tumor cells 
Cys: cysteine 

DNA: deoxyribonucleic acid  

DSS: disuccinimidyl suberate 

FBS: fetal bovine serum 

FDA: food and drug administration 

GFP: green fluorescent protein 

Gln: glutamine 

Glu: glutamic acid 

HA: hemagglutinin 

HER2: human epidermal growth factor receptor 2 

His: histidine 

HRP: horse radish peroxidase 

IgG: immunoglobulin G 

Ile: isoleucine 

JUP: plakoglobin 

Lys: lysine 

NANOG: nanog homeobox 

OCT4: octamer-binding transcription factor 4 

PAK2: p21-activated kinase 2 (PAK2) 

PBS: phosphate-buffered saline 

Phe: phenylalanine 

PKM2: pyruvate kinase isozymes M2 

pPAK2: phospho-PAK2 

Pro: proline 
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RNA: ribonucleic acid 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

Ser: serine 

SIN3A: sin3 transcription regulator family member A 

siRNA: small interfering ribonucleic acid 

SOX2: sry-related hmg-box (SOX) family 2 

TAE: tris-acetate-EDTA 

TBS: tris-buffered saline 

TBST: tris-buffered saline/tween-20 

Tyr: tyrosine 

Val: valine 

WHO: world health organization 
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序論 

癌による死亡率 

 世界保健機関 (WHO) による2018年の統計調査では、癌は世界第2位の死因であり、年

間960万人 (6人に1人の割合) が癌で亡くなっていると報告されている (WHO, 2018)。日本

においては、癌は死因の第1位であり、癌は加齢に伴い発症率が増加する病気であることか

ら、高齢化社会が進む我が国における癌の死亡者数は、ますます増加することが予測され

る (厚生労働省, 2019)。一方、我が国や欧米など、先進国における5年生存率は多くの癌で

改善傾向にあり (厚生労働省, 2019;Steeg, 2016)、これは、早期発見の診断技術や早期癌

における外科手術、放射線治療、薬物療法や分子標的薬など、多くの治療法が発展してき

た結果であると考えられる。しかし、転移を伴う進行癌に対しては、有効な治療法が少なく、

予後の改善も限定的であり (Steeg 2016)、癌死の90％は転移に起因すると言われている 

(Chaffer and Weinberg 2011; Blumenthal 1996)。薬物療法や分子標的薬は、転移を伴う癌に

対しても一定の効果を示すものの (Anderson et al. 2019)、進行癌では癌細胞の性質が多様

化するため寛解に至るのが難しく、現在のところ有効な治療法とは言えない。したがって、転

移に至る前の、転移過程の癌細胞を標的とした治療法の開発が必要である。 

 

癌の転移に関する研究の歴史と定義 

 Μετάσταση (メタ
．
スタシと発音。日本語訳で転移。) という言葉は、ギリシャ語で、ある場所

から別の場所へ移動することを意味しており、1829 年 Joseph Claude Anthelm Recamier に

よって初めて使用された  (Carr and Carr 1934; Fidler 2003)。  Joseph Claude Anthelm 

Recamier は、23 名の乳癌患者を手術し、13 名において他の部位にも癌があることから、こ

の現象を転移と表現した。 

 癌細胞の転移が生じるメカニズムについての最初の提唱は、1858 年 Rudolf Virchow によ

って行われた (VIRCHOW 2009)。Rudolf Virchow は、病変した細胞や組織を顕微鏡下で

詳細に観察することで、癌細胞の転移は、癌細胞が血管内で詰まり、血流という物理的な刺

激により血管から押し出され、播種されることで生じる、つまり、ランダムに生じるという最初の

提唱を行なった。一方 1889 年、イギリスの外科医である Stephen Paget は、735 人の乳癌患

者の検死体を精査し、転移先が高頻度で肝臓・卵巣・特定の骨、そして低い確率で脾臓で

あったことから、転移の発生はランダムではないと結論づけた。そして、癌細胞を種子 

(Seed) に、臓器の環境を土壌 (Soil) に例え、「癌細胞がある特的の臓器でのみ増殖でき

るのは、土壌であるその臓器の環境が、癌細胞の増殖に適しているからである」  とす

る”Seed and Soil”説を提唱した (Paget, 1889)。この説に対し、1929 年に James Ewing が、

「転移は、原発巣と転移先の臓器の間にある、血管やリンパ管の解剖学的特徴に沿った機
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械的な力に依存する」、という新たな説を提唱した。実際、大腸癌では肝転移が多くみられ、

これは大腸から流れ出る血液は、まず肝臓へと流れるためであると考えられている。しかし、

この説だけでは、乳癌細胞の骨転移など、癌細胞の特定の臓器への転移が説明できず、現

在では、Stephen Paget が提唱した”Seed and Soil”説が支持されている (Talmadge and Fidler 

2010)。 

 転移の実験系については、1915 年 Makoto Takahashi により世界で初めて転移のマウスモ

デルが作製された。Makoto Takahashi は、肉腫細胞を尾静脈注射によりマウスの血流に注

入し、肺へ転移する実験系を作製した (Takahashi 1915)。その後、1970 年 Isaiah Fidler が、

色素細胞が癌化した腫瘍である B16 悪性黒色腫細胞を放射標識し、静脈注射によって血

流へ注入した後、細胞の生存率を観察する実験を行なった。その結果、24 時間後には細胞

の生存率は 0.1%以下に減少し、0.01%以下の細胞が肺へ転移することが明らかとなった。こ

の結果は、転移は生き残ったごくわずかな数の細胞によって引き起こされることを示唆する 

(Fidler 1970)。その後、癌細胞の転移の機構の解明を目指した様々な研究が行われ (Salo 

et al. 1982, 1983)、1986 年には Liotta らにより転移は、１）癌細胞基底膜の原発巣あるいは

標的臓器の血管壁への接着、２）血管基底膜の分解、３）癌細胞の血管内又は標的臓器の

組織内への遊走、の３段階により起こるという転移の概念が確立され、Three Step Theory と

名付けられた (Liotta 1986b, 1986a; Gay and Felding-Habermann 2011)。1988 年には Patricia 

Steeg らにより初めて、癌細胞の転移を抑制する遺伝子 (NM23) が報告され (Steeg et al. 

1988)、現在ではさらに様々な転移の分子メカニズムが解明されてきている (Neophytou et al. 

2018; Celià-Terrassa and Kang 2018; Schroeder et al. 2012)。 

 以上の経緯により、今日では、転移という用語は、「癌細胞が原発巣から他の臓器へ広が

り増殖すること」、と定義されている。また、癌細胞の転移は、癌細胞基底膜への接着、基底

膜の分解、癌細胞の遊走の３段階を生き抜いたごく少数の細胞が、生存・増殖に適した環

境を持つ臓器で起こすと理解されている。 

 

CTCs の発見と治療への応用の可能性  

 本研究では、癌の転移を抑制する治療戦略として、血中に存在する循環腫瘍細胞 

(circulating tumor cells: CTCs) に着眼して研究を行なった。CTCs は 1869 年に Thomas 

Ashworth によって最初に報告された (Wang et al. 2017; Smerage and Hayes 2006; Hong et 

al. 2016)。1950-1960 年代には、さらなる顕微鏡観察の結果が報告されており、例えば、血

中にはシングル細胞で存在しているもの、二つ以上の細胞が集まりクラスターを形成してい

るもの、また細胞が肥大化しているものなど、様々な形態の癌細胞の存在が報告された 

(Moore et al. 1960; Engell 1959)。その後、1976 年に Three Step Theory を唱えた Lance 
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Allen Liotta らによってシングル細胞と比較し、クラスターを形成している CTCs 細胞におけ

る高い転移の生着率が報告された (Liotta et al. 1976)。2014 年には、Nicola Aceto らがマウ

スを用いて、クラスターを形成している CTCs ではシングル CTCs と比較し、転移の成功率が

23-50 倍も高いことを報告した (Cheung et al. 2016; Aceto et al. 2014)。以上の先行研究をう

け、私は、クラスターCTCs の形成の抑制により、癌細胞の転移を抑制できるのではないかと

いう着想に至った。 

 実際、他のグループの研究により、クラスターCTCs の形成に関わる遺伝子 （OCT4、

NANOG、SOX2、AIN3A） が同定され、また、それらの発現領域では DNA の低メチル化が

生じていることなど、クラスターCTCs 形成のメカニズムが解明されつつある (Gkountela et al. 

2019)。さらに、JUP のノックダウンや、FDA が認可している薬品である Na+/K+ATPase の阻

害薬がクラスター形成を抑制するなど、治療への応用を目指した研究も盛んに行われてい

る (Aceto et al. 2014; Gkountela et al. 2019)。また、CTCs は、患者の生体から簡便に採取で

きること、血中から CTCs が発見された場合は予後の悪さと関連していること、さらに、CTCs

の解析により癌の性質を詳細に判別できることから、癌の再発や転移の予見の判断や治療

方の選別にも利用されている (Umer et al. 2018; Bardia and Haber 2014; Yu et al. 2014; 

Heubner et al. 2011; Rostami et al. 2019)。  

 

CD44 の構造と機能  
 CD44 は細胞膜上に存在する１回膜貫通型のタンパク質であり (Naor et al. 1997)、1980 年

に白血球の表面抗原として同定された (Dalchau et al. 1980; Ponta et al. 2003)。1989 年から

現在に至るまで、ヒト、マウス、ラット、など 12 種類を超える多くの種から cDNA が分離・解析

され、アミノ酸残基とその機能はほ乳類で高度に保存されていることが報告されている 
(Aruffo et al. 1990; Thorne 2003; Stamenkovic et al. 1989; Nottenburg et al. 1989; Idzerda et 
al. 1989)。  
 ヒト CD44 は第 11 番染色体上にあり (Sen and Yip 2011)、20 個のエキソンより構成される 
(図 4-A)。20 個のエキソンは、細胞外ドメイン (エキソン 1 から 17)、膜貫通ドメイン (エキソン

18 )、細胞質ドメイン (エキソン 19 と 20 ) の 3 つのドメインをコードしている。エキソン 6 から

15 は、選択的スプライシングによりエキソン 5 と 16 の間に様々な組み合わせで挿入される 
(Inoue and Fry 2015; Prochazka et al. 2014; Zöller 2011; Zhou et al. 1989; Goodison et al. 
1999)。選択的スプライシングにより生成された CD44 バリアントアイソフォーム (CD44 variant 
form: CD44v)、およびバリアントエキソンを持たない標準型 CD44 (CD44 standard form: 
CD44s) は、胎児から成人に至るまで、ほぼ全ての臓器で広範囲に発現している (Naor et 
al. 1997)。CD44 は、リン酸化、グリコシル化、グリコサミノグリカン鎖の付加など、広範にわた

る翻訳後修飾を受けることが報告されおり (Naor et al. 1997; Zhou et al. 1989)、翻訳後修飾

によってヒアルロン酸など、基質との結合の強度が変化することが知られている (Sleeman et 
al. 1996a)。 
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 CD44 は、それ自身にはレセプターキナーゼ活性やホスファターゼ活性も持たないが、ヒア

ルロン酸 (Underhill and Toole 1980; Underhill et al. 1987; Toole 2004; Isacke and Yarwood 
2002) をはじめとする、コラーゲン (Faassen 1992)、ラミニン (Naor et al. 1997)、ファイブロネ

クチン (Jalkanen and Jalkanen 1992) などの細胞外基質と結合し、CD44 の細胞内ドメインに

結合するタンパク質を介して細胞外基質との結合情報を伝達する (Okamoto et al. 1999; 
Ponta et al. 2003; Okamoto et al. 2001)。近年では、細胞外基質との接着、細胞運動、T 細胞

の活性化、リンパ球のホーミング現象、神経細胞の軸索誘導、造血、細胞死など (Naor et al. 
1997; Huet et al. 1989; Denning et al. 1990; Gallatin et al. 1983; Ries et al. 2007)、様々な生

命現象に関与することが報告されている。 
 
CD44 と癌細胞 
 U. Gunthert らは 1991 年に、転移性の高い膵臓癌である BSp73ASML 細胞株において、

CD44 のバリアントアイソフォームである CD44v6 が高発現していること、また、CD44v6 は転

移を促進する作用を持つことから、癌細胞における CD44 のバリアントアイソフォームの発現

は、遠隔転移と関連していることを報告した (Tanabe et al. 1993; Günthert et al. 1991)。一方、

1997 年、Schmits. R らは、CD44 欠損マウスでは、野生型と比較し、腸管に寄生する原虫で

あるクリプトスポリジウムを感染させた際に早期に肉芽腫が形成されたことから、CD44が癌形

成を抑制すると報告した (Ponta et al. 2003; Schmits et al. 1997)。これらの報告は、CD44 が

その多様なバリアントアイソフォームにより役割が異なることを示唆しており、癌研究分野に

おいて CD44 が注目される契機となった。その後の研究により、CD44 は、舌扁平上皮癌、

大腸癌、乳癌、リンパ腫、膵臓癌、胃癌など多岐にわたる癌細胞で高発現していることが報

告された。また、CD44 の発現量や (Guo et al. 1994)、発現している CD44 のバリアントの種

類 (Xia and Xu 2016; Zhang et al. 2019; Sy et al. 1991; Sleeman et al. 1996b; Lau et al. 2014; 

Yae et al. 2012; Basakran 2015)、翻訳後修飾の有無 (Azevedo et al. 2018; Dasgupta et al. 

1996)は、腫瘍の悪性度や転移の有無に影響を与えることも報告されている。 

 1997 年には、急性骨髄性白血病の未分化型 (M1)、骨髄単球性 (M4)、および単球性 

(M5)において細胞表面に CD34 抗原をもち CD38 抗原を持たない細胞 (CD34+CD38-) が

幹細胞と同様の特徴を持つことが示され、癌幹細胞と定義された (Dick and Bonnet 1997)。

その後、2003 年に乳癌細胞では、CD44+CD24-/low を示す細胞が癌幹細胞であると提唱さ

れた (Al-Hajj et al. 2003)。現在では乳癌以外にも、卵巣癌、前立腺癌、子宮頸癌、胃癌、

胃腺癌、扁平上皮癌、膵臓癌において、CD44 は癌幹細胞マーカーとされている (Morrison 

et al. 2011; Toledo-Guzmán et al. 2018; Slomiany et al. 2009)。 

 乳癌全体の約 10-15%にみられるトリプルネガティブ乳癌細胞は、転移性が高く、エストロ

ゲン受容体・プロゲステロン受容体・HER2 の発現をもたない性質を持つ (Adorno-Cruz et al. 

2015; Neophytou et al. 2018)。このトリプルネガティブ乳癌細胞は、正常細胞と比較して
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CD44 の発現量が増加していることが報告されている (Liu et al. 2019; Louderbough and 

Schroeder 2011)。私が所属していた米国ノースウエスタン大学血液・腫瘍学部門におけるトリ

プルネガティブ乳癌細胞を用いた研究では、CD44 タンパク質の発現の阻害によりクラスタ

ーの形成が抑制されることが示されていた。トリプルネガティブ乳癌細胞は、抗癌剤への抵

抗性も高く、最適な抗体治療もないことから、未だに効果的な治療法が確立していない 

(Dashzeveg et al., 2017; Garrido-Castro et al., 2019; Li et al., 2008)。そのため、本研究ではト

リプルネガティブ乳癌細胞を用いて、CD44 を介するクラスター形成機構を明らかにすること

を目的とした。 

 

本研究の仮説と各章の概要  

 米国ノースウエスタン大学血液・腫瘍学部門における乳癌細胞を用いた研究では、CD44

タンパク質の発現の阻害によりクラスターの形成が抑制されることが示されていた (Liu et al. 

2019)。この結果は、CD44 がクラスターの形成に関与することを示唆する。CD44 を介するク

ラスター形成機構として、CD44 のリガンドとして知られているヒアルロン酸などの細胞外基質

が関与している可能性があるが、細胞外基質の有無はクラスターの形成に影響を及ぼさな

いことから (Liu et al. 2019)、細胞外基質非依存的なクラスター形成機構の存在が想定され

る。CD44 は、１回膜貫通型のタンパク質である。そのため、他の細胞膜貫通型受容体であ

る NOTCH (Bray 2006)、E-cadherin (Perrais et al. 2007; Varelas et al. 2014)、PECAM1 

(Varelas et al. 2014; Muller et al. 1993) のように細胞間で二量体を形成する可能性がある。

そこで私は、CD44 が細胞間で二量体を形成することが乳癌細胞のクラスター形成の分子機

構ではないかと仮説を立て、その検証を行なった。  

 本論第一章では、CD44 が細胞外ドメインを介して二量体を形成する可能性について論じ

る。まず、トリプルネガティブ乳癌細胞である MDA-MB-231 細胞内に二量体化した CD44 が

存在するかを検証した。検証には、細胞表面で発現しているタンパク質間の相互作用を安

定化さるクロスリンカー処理および、CD44 抗体を用いたウエスタンブロット法を用いた。次に、

CD44 が細胞間で二量体を形成する可能性を、FLAG または HA タグをつけた二種類の

CD44 発現プラスミドそれぞれを別の細胞集団に導入し、2 種類の細胞集団を混合してクラ

スターを形成させた後、細胞を溶解し、共免疫沈降を行うことで検証した。さらに、CD44 の

細胞外ドメインを介して直接結合する可能性を検証するため、CD44 の細胞外ドメインを用

いた solid-phase self-interaction アッセイを行なった。 

 第二章では、CD44 の二量体化形成に必要なアミノ酸部位の同定および、二量体形成の

阻害によるクラスター形成への影響についての検証を行なった。まずは、共同研究者による

計算機シミュレーション結果を基に、変異アミノ酸部位の異なる三種類の変異型 CD44 を発
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現させるプラスミドを作製した。その後、発現させた変異型 CD44 に対して共免疫沈降法を

行うことで、細胞外ドメインを介した二量体が形成されるかを検証した。さらに、変異型 CD44

発現細胞を用いてクラスターアッセイを行うことで二量体形成の阻害がクラスター形成に与

える影響について評価した。 

 第三章では、CD44 の二量体形成が乳癌細胞に与える影響を解明することで、クラスター

CTCs がシングル CTCs と比較して高い転移能を有する起源を解析した。まずは、CD44 の

二量体形成が乳癌細胞に与える影響を解明する糸口として、PAK2 に着目した。そして、共

免疫沈降法により CD44 と PAK2 の相互作用の確認を行った。さらに、PAK2 を活性化する

Ser20 のリン酸化と CD44 の二量体化形成の関連を、ウエスタンブロット法を用いて検証した。 

 第四章では、CD44 の二量体形成の阻害が乳癌細胞の転移を抑制する可能性を検証した。

具体的には、野生型及び二量体形性能を失った変異型 CD44 を発現させた乳癌細胞を、

マウスに尾静脈注射することで、肺での検出量を評価した。  
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第一章 

 

CD44 の二量体化形成能の検証  
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1-1:  緒言 

 本研究で証明しようとする仮説は、「CD44 が細胞間で二量体を形成することで、クラスター

が形成される」である。CD44 は既に、マウス胎仔由来線維芽細胞において単一細胞内で二

量体を形成する (cis-dimer) ことが報告されているが (Hartmann et al. 2015; Liu and Sy 

1997)、細胞間における二量体の形成 (trans-dimer) については報告されていない。そこで

まずは、乳癌細胞内で二量体化した CD44 の検出の有無を検証することとした。本研究で

は、乳癌細胞株の中でも、CD44 の過剰発現を認め、未だ効果的な治療法のないトリプルネ

ガティブ乳癌細胞株である MDA-MB-231 乳癌細胞を使用した。細胞表面で発現している

タンパク質間の相互作用をクロスリンカー処理により安定化させた後、SDS-PAGE で展開後

に CD44 抗体を用いてウエスタンブロットを行うことで、二量体を形成している CD44 の存在

を検証した。 

 次に、CD44 の二量体形成が細胞外ドメインを介する可能性を検証した。そのために、

FLAG または HA タグを付加した二種類の CD44 発現プラスミドをそれぞれ細胞導入し、ク

ラスターを形成させた後、共免疫沈降を行うことで検証した。また、CD44 の細胞外ドメインを

用いた solid-phase self-interaction アッセイも行ない、同様の結果が得られるかを検証した。 

 

 

1-2:  材料と方法 

1-2-1:  細胞株および細胞培養 
 細胞株は、継代回数が 20 回以下の MDA-MB-231 乳癌細胞と HEK-293 細胞を使用し

た。細胞の培養には、10% FBS (Takara Bio, 631106) と 1% penicillin-streptomycin (P/S) 

(Sigma-Aldrich, P4333-100ML) を添加した DMEM (Thermo Fisher Scientific, SH30243FS) 

を使用し、37 ℃、5%CO2 環境下で培養した。細胞の継代、回収には 0.25%の Trypsin-

EDTA (Fisher Scientific,25-200-056) を使用した。 

 

1-2-2:  タンパク質の架橋 
 細胞内のタンパク質の架橋には PBS で 2.5 mM に希釈した DSS (Thermo Fisher Scientific, 

21655) を用いた。氷上で 2 時間インキュベートした後、10 mM となるように Tris-HCl (pH 

7.5) を加え、氷上で 15 分インキュベートした。 

 

1-2-3:  共免疫沈降法とウエスタンブロット法 
 細胞は氷上で 30 分間、protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific, 78440) を加
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えた RIPA buffer (cell signaling, 9806S) または IP lysis buffer (Thermo Fisher Scientific, 

87787) で溶解した。タンパク質の濃度の測定には Protein Assay Dye Reagent (Bio-RAD, 

500-0006) を用いた。 

 共免疫沈降法には、等量のタンパク質を Anti HA Magnetic Beads (Thermo Fisher 

Scientific, 88836) または Anti-FLAG M2 Magnetic Beads (Sigma-Aldrich, M8823-5ML) に

加え、4 °C で一晩振盪させたものを用いた。その後、製造元のプロトコルにしたがってビー

ズを洗浄した。タンパク質の溶出は、0.1 M glycine (pH 2-3) を加えて室温で 5−10 分振盪さ

せた後、等量の TAE buffer を添加した。 

 ウエスタンブロットには、10% b-mercaptoethanol を加えた SDS-PAGE loading buffer (Bio-

RAD 4Laemmli Sample Buffer Cat. #161-0747) を使用した。4−20％または 7.5%の SDS-

PAGE gel を用いてタンパク質を分離した。タンパク質の転写にはニトロセルロースメンブレン 

(0.2 μm) を用いた。ブロッキングは、5% BSA in TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6) 

/0.1% Tween 20 を用いて室温で一時間振盪した。一次抗体は、以下に示した種類のものを

それぞれ記載した希釈濃度で使用し、室温で一時間または 4 °C で一晩振盪した。メンブレ

ンを TBS/0.1% Tween 20 で 10 分 3 回洗浄した後、HRP 標識二次抗体に浸し、室温で一時

間振盪した。一次抗体と二次抗体の希釈には 5% BSA in TBS/0.1% Tween 20 を用いた。目

的タンパク質の検出には enhanced chemiluminescence (ECL) (Thermo Fisher Scientific, 

32132) を用いた。 

 

使用した一次抗体 

CD44 monoclonal antibody (1:1000, Thermo Fisher Scientific, MA513890)  

FLAG (1:1000, Sigma-Aldrich, F1804-200UG) 

HA (1:500, Santa Cruz, 12CA5)  

b-actin (1:5000, Sigma, A5441) 

 

使用した二次抗体 

mouse IgG (1:10000, Promega, W402B) 

rabbit IgG (1:10000, Promega, W4011) 

 

1-2-4:  トランスフェクション 
 HEK-293 細胞に PolyJet (SigmaGen Laboratories, SL100688) を用いてプラスミド DNA の

トランスフェクションを行なった。細胞導入の方法は、製造元のプロトコルにしたがった。細胞

導入から 48 時間後に、シングル細胞とクラスターを形成した細胞を作製した。シングル細胞
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は、トリプシン処理を行なった後、35 µm のフィルターを用いて選別した。細胞のクラスター

は、Poly-HEMA (Sigma-Aldrich, P3932-10G) でコートした細胞培養ディッシュの上で 3−6

時間インキュベートすることにより作製した。集めた細胞は、クロスリンカー試薬を用いた実

験、共免疫沈降法、および、ウエスタンブロット法に用いた。 

 

使用したプラスミド DNA 

pCMV3-C-GFPSpark Control Vector (Sino Biological, CV026) 

pCMV3-CD44-HA (Sino Biological, HG12211-CY) 

pCMV6-Flag-CD44 (OriGene, RC221820) 

M-CD44N5Q mutant 

 

1-2-5:  PNGase F 処理 
 CD44 の N 型糖鎖の切断には、1000U の PNGaseF (New england Biolabs, P0704S) を使

用した。また、その後のウエスタンブロットには 20 μg の細胞可溶化液を用いた。  

 

1-2-6:  solid-phase self-interaction アッセイ 
 TBS (pH 7.4) で希釈した Recombinant Human CD44 protein (His tag) (Abcam, ab173996)

または BSA を 1 μg/well の濃度で High binding EIA/RIA microplate (Corning) に添加し、

一晩室温で静置した。その後、5%BSA/TBS を加え 2 時間室温で振盪した後、ブロッキング

を行い、binding buffer (TBS, 0.1%BSA, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2) に溶解させた biotin-

labeled CD44 (Thermo Scientific, EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit) を各ウェルに添

加し、2 時間室温に静置した。ビオチンで標識された Biotin-labelde CD44 は、Streptavidin-

HRP (Thermo Scientific) を各ウェルに加えた後、tetramethylbenzidine (TMB) substrate react 

kit (Pierce) を用いて定量した。また、定量には 450 nm の波長を用いた。 

 

1-2-7:  統計処理 
 データの解析は、student’s t-test を用いて統計処理を行った。P 値<0.05 を有意とみなした。 

 

 

1-3:  結果 

<結果の概要> 

 DSS 処理を行った MDA-MB-231 乳癌細胞を用いてウエスタンブロットを行った結果、二

量体形成を示唆する CD44 が検出できた。さらに、FLAG および HA タグを融合した CD44
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発現プラスミドを用いた共免疫沈降法と、solid-phase self-interaction アッセイを行った結果、

CD44 は細胞外ドメインを介して二量体を形成することが示唆された。 

 

1-3-1:  乳癌細胞における二量体化した CD44 の検出 
 MDA-MB-231 乳癌細胞において、二量体化した CD44 が検出できるかを検証した。検証

には、シングル細胞およびクラスターを形成させた細胞を対象に、DSS を用いてタンパク質

を架橋した後、ウエスタンブロット法を用いた。その結果、シングル細胞およびクラスターを形

成させた細胞で共通した３つのバンド (*: ~50kDa、 #: ~60kDa、 ^: ~80kDa) が検出された。

また、クラスターを形成している細胞では、これら３つのバンド以外にも３つのバンド 

(**:~100kDa、 ##: ~120kDa、 ^^: ~160kDa) が検出された (図 1-B)。 

 MDA-MB-231 乳癌細胞では、~80kDa を示す CD44s がドミナントに発現していることが報

告されているが (図 1-A) (Liu et al., 2019)、CD44 のバリアントアイソフォームである CD44v8-

10 も、微量ではあるが、発現していることが報告されている (Hiraga and Nakamura 2016)。ま

た、CD44s は糖鎖修飾の違いにより、分子量が変化することが報告されている。そのため、こ

れらの大きさの異なる 3 つのバンド (*: ~50kDa、 #: ~60kDa、 ^: ~80kDa) は、CD44 のバリ

アントアイソフォームまたは翻訳後修飾の異なる CD44s である可能性が考えられる。今回検

出された 3 つのバンド (*: ~50kDa、 #: ~60kDa、 ^: ~80kDa) は、内在性の CD44 の発現

のない HEK-293 細胞に CD44s-FLAG 発現プラスミドを強制発現させた際も検出された (図

2-A と B)。そのためこの結果は、これら 3 つのバンドが CD44 のバリアントアイソフォームでは

なく CD44s に由来する可能性を示唆する。また、これら 3 つのバンドは、その分子量より、翻

訳後の糖鎖修飾の異なる CD44s である可能性が高い (Zhou et al. 1989; Okamoto et al. 

1999; Bartolazzi et al. 1996)。そこで、次にこの可能性を検証するため、CD44s の N 型糖鎖

修飾部位と想定される 5 個のアスパラギンを全てグルタミンに置換した CD44N5Q-FLAG 発

現プラスミドおよび、CD44s-FLAG プラスミドを、内在性の CD44 の発現のない HEK293 細

胞に強制発現させた後、抗 FLAG 抗体を用いてウエスタンブロットを行なった。その結果、

CD44N5Q-FLAG では、~50kDa の大きさを示すバンドが明瞭に検出された (図 1-C)。この

結果は、N 型糖鎖修飾の無い CD44s は~50kDa の大きさを示すことを示唆する。また、糖鎖

修飾を切断する PNGase F 処理を行い、抗 CD44 抗体を用いたウエスタンブロットを行なっ

た結果、PNGase F 処理を行った場合には、~60kDa の大きさを示すバンドが検出された (図

1-D)。CD44N5Q-FLAG の結果とこの結果を考え合わせると、PNGase F では切断され難い

CD44s の糖鎖修飾が存在する可能性を示唆している。 

 CD44s は CD44fl と共通した細胞外ドメインを有している (図 1-A)。そのため、CD44fl に

おいても二量体化した CD44 が検出されるかを検証した。検証は、HEK293 細胞に HA を融
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合させた CD44fl-HA を強制発現させ、抗 HA 抗体を用いたウエスタンブロットにより行なっ

た。その結果、シングル細胞およびクラスターを形成している細胞において、共に 2 つのバ

ンドが検出された (@: ~125kDa、 @@: ~250kDa)。約 250kDa のバンドは、DSS 依存的に

検出されたため、二量体化した CD44fl であると推定される (図 1-E)。 

 

1-3-2:  CD44 が細胞外ドメインを介して二量体を形成する可能性の検証 
 二量体化には、単一細胞内で二量体を形成する cis-dimer と細胞間で二量体を形成する

trans-dimer の二種類が存在する。そこで、CD44 が trans-dimer を形成する可能性を内在性

の CD44 の発現のない HEK293 細胞を用いて共免疫沈降法を行うことにより検証した。サン

プルは、CD44 の C 末端に HA または FLAG を融合させた CD44 発現プラスミドをそれぞれ

別の細胞集団に強制発現させた後、2 種類の細胞集団を混合し、Poly-HEMA でコートした

細胞培養ディッシュの上でインキュベートすることによりクラスターを形成させたものを使用し

た。クラスターを形成した細胞を回収後、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降を行い、抗 FLAG

抗体および抗 HA 抗体でウエスタンブロットを行なった。その結果、シグナルは強いものでは

無かったが、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降を行ったサンプルから CD44-HA が検出され

たことから、CD44 は細胞外ドメインを介して trans-dimer を形成する可能性が示された (図

2-A)。 

 次に、CD44 が cis-dimer を形成する可能性を検証した。検証には、CD44 の C 末端に HA

または FLAG を融合させた CD44 発現プラスミドを用いた。 HEK293 細胞に 2 種類の CD44

プラスミドを細胞導入し強制発現させ、トリプシンおよびフィルター処理を用いてシングル細

胞に分離した後、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降を行い、抗 FLAG 抗体および抗 HA 抗

体でウエスタンブロットを行なった。その結果、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降を行なった

サンプルから CD44-HA が検出されたことから、CD44 は cis-dimer を形成する可能性が示さ

れた (図 2-B)。 

 

1-3-3:  CD44 の細胞外ドメイン同士の相互作用 
 共免疫沈降法は、タンパク質同士の結合を強く示唆するが、何かを介して間接的に結合し

ている可能性を否定できない。そこで、CD44 の細胞外ドメイン同士が直接結合する可能性

を solid-phase self-interaction アッセイを用いて検証した。検証には、CD44 の細胞外ドメイン

または BSA に、ビオチンで標識された CD44 (biotin-labeled CD44) を添加し、450 nm の吸

光度を用いてビオチンを測定することで結合量を定量した。その結果、biotin-labeled CD44

に CD44 の細胞外ドメインを混合した場合では、BSA と混合した場合と比較し、有意に結合

量が増加した (図 3)。 
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1-4:  考察 

1-4-1:  乳癌細胞には二量体化した CD44 が存在する 
 抗 CD44 抗体によるウエスタンブロットを行い、内在性の CD44 を検出した結果、クラスター

を形成している MDA-MB-231 乳癌細胞では、クラスターを形成していない細胞で観察され

る３つのバンド  （*: ~50kDa、  #: ~60kDa、  ^: ~80kDa)に加えて、さらに３つのバンド 

(**:~100kDa、 ##: ~120kDa、 ^^: ~160kDa)が検出された (図 1-B)。一般的に、同一タンパ

ク質の二量体化により、分子量は 2 倍になることが知られている (Zhou et al. 2016)。また、

CD44fl-HA 発現プラスミドを HEK293 細胞に強制発現させた実験においても、過去の報告

と同様に、二量体化した CD44 では分子量が 2 倍になった (図 1-E) (Hartmann et al. 2015)。

さらに、CD44 発現プラスミドおよび solid-phase self-interaction アッセイを用いた実験から、

CD44 が cis-dimer および trans-dimer を形成する可能性が示唆された (図 2 と 3)。これらを

考え合わせると、**は二量体化した*、##は二量体化した#、^^は二量体化した^である可能

性が考えられる。また、クラスターを形成させ、DSS を添加したサンプルでは、シングル細胞

と比較し、単量体であると考えられる CD44 （*: ~50kDa、 #: ~60kDa、 ^: ~80kDa) のシグ

ナルが減少していた。これはクラスターを形成させた細胞では、CD44 が二量体形成に使用

されたため単量体が減少した可能性が考えられる。 

 

1-4-2:  クラスター形成における trans-dimer の必要性 
 HA または FLAG を融合させた CD44 発現プラスミドを用いた実験において、CD44 が cis-

dimer を形成する可能性が示された (図 1-B)。このことから、シングル状態の MDA-MB-231

乳癌細胞で薄く検出された二量体形成を示唆する CD44 は、cis-dimer を形成した CD44 で

あると考えられる。一方、シングル細胞と比較し、クラスターを形成している MDA-MB-231 乳

癌細胞では、二量体化した CD44 が増加していた (図 1-B)。CD44 は cis-dimer だけでなく

trans-dimer を形成することから (図 1-A)、クラスターを形成した細胞で見られた二量体化し

た CD44 の増加は trans-dimer によると考えられる。実際、器官の発生過程や免疫細胞に見

られる細胞のクラスターは、カドヘリンや ICAM１など細胞表面に存在するタンパク質を介し

て、細胞間で結合することで形成される (Natsuaki et al. 2014; Matsui et al. 2011)。したがっ

て、乳癌細胞においてもクラスター形成には、細胞表面に存在するタンパク質である CD44

が、細胞間で trans-dimer を形成することが重要である可能性が推察される。これを検証す

るためには、今後は cis-dimer または trans-dimer の形成を特異的に阻害する条件下で、ク

ラスター形成の有無を定量することが課題である。 
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1-4-3:  クラスター形成と N 型糖鎖修飾の関係 
 N 型糖鎖修飾が無いと考えれる CD44 (~50kDa) でも二量体化が検出された (図 1-B)。ま

た、二量体化の量は N 型糖鎖修飾が無いと考えられる CD44 で最も多く検出されたことか

ら、N 型糖鎖修飾が無くても二量体化は起こると推察される。CD44 の二量体化と N 型糖鎖

修飾の関係についてはこれまでに報告がないが、CD44 とヒアルロン酸の結合において、N

型糖鎖修飾は結合の有無ではなく結合効率に影響することが報告されており (Barkeer et al. 

2018; Catterall et al. 1999; Katoh 1995)、N 型糖鎖修飾は結合の有無には影響しないという

観点において、今回の結果と一致する。 
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図 1:  CD44 は二量体を形成する 

A． CD44fl と CD44s の模式図。CD44 は細胞外ドメイン (extracellular ドメイン: EX)と

膜貫通ドメイン (transmembrane ドメイン: TM) と細胞質側末端 (cytoplasmic tail: CT) 

の３つの部位から構成される。 

B． MDA-MB-231 乳癌細胞に内在性に発現している CD44 を、抗 CD44 抗体を用い
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たウエスタンブロット法により検出した。シングル細胞は、トリプシンおよびフィルター処

理によって選別した。クラスターを形成した細胞は、Poly-HEMA でコートした細胞培

養ディッシュの上でインキュベートすることにより作製した。サンプルは、細胞を回収後、

細胞表面で発現しているタンパク質間の相互作用を安定化させるため DSS を用いて

架橋処理を行なった。ローディングコントロールとしてb-actin を使用した。 (*: ~50kDa、 

#: ~60kDa、 ^: ~80kDa、 **: ~100kDa、 ##: ~120kDa、 ^^: ~160kDa) 

C． 5 カ所の N 型糖鎖修飾部位のアスパラギン酸を全てグルタミンに置換した

CD44N5Q-FLAG は、~50kDa の大きさを示す。MDA-MB-231 乳癌細胞に、CD44s-

FLAG または CD44N5Q-FLAF 発現プラスミドを強制発現させ、抗 FLAG 抗体でウエ

スタンブロットを行った。ローディングコントロールとしてb-actin を使用した。  (*: 

~50kDa、 #: ~60kDa、 ^: ~80kDa) 

D． PNGase F 処理を行った CD44 は、~50kDa および~60kD の大きさを示す。MDA-

MB-231 乳癌細胞に、N 型糖鎖修飾を切断する PNGase F 処理を行い、抗 CD44 抗

体を用いたウエスタンブロットを行うことで CD44 を検出した。ローディングコントロール

としてb-actin を使用した。 (*: ~50kDa、 #: ~60kDa、 ^: ~80kDa) 

E． HEK293 細胞に HA 融合 CD44fl 発現プラスミドを強制発現させ、DSS 処理後、抗

HA 抗体を用いたウエスタンブロットを行うことで、CD44fl の二量体形成能を評価した。

シングル細胞は、トリプシンおよびフィルター処理によって選別した。クラスターを形成

している細胞は、Poly-HEMA でコートした細胞培養ディッシュの上でインキュベートす

ることにより作製した。ローディングコントロールとしてb-actin を使用した。  (@: 

~125kDa、 @@: ~250kDa) 
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図 2:  CD44 は trans-dimer および cis-dimer を形成する 

A． CD44 が trans-dimer を形成する可能性を検証した (左図)。 C 末端に HA または

FLAG を融合させた CD44 発現プラスミドを用いて、それぞれの CD44 プラスミドを

HEK293 細胞に強制発現させた後、2 種類の細胞集団を混合し、Poly-HEMA でコー

トした細胞培養ディッシュの上でインキュベートすることによりクラスターを形成した細

胞を作製した。その後、細胞を回収、溶解し、抗 FLAG 抗体を用いて共免疫沈降を行

なった (右図)。ウエスタンブロットには、 抗 FLAG 抗体および抗 HA 抗体を用いた。 

B． CD44 が cis-dimer を形成する可能性を検証した (左図)。C 末端に HA または

FLAG を融合した CD44 発現プラスミドを混合し、HEK293 細胞に強制発現させた後、
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トリプシンおよびフィルター処理を行い、シングル細胞を選別した。その後、細胞を回

収、溶解し、抗 FLAG 抗体を用いて共免疫沈降を行なった (右図)。ウエスタンブロッ

トには、 抗 FLAG 抗体と抗 HA 抗体を用いた。 

 

 

 

 
 
図 3:  CD44 の細胞外ドメイン同士は直接結合する 

 CD44 の細胞外ドメインまたは BSA をコートした 96 ウェルプレートに、ビオチンで標識さ

れた CD44 を添加し、450 nm の吸光度を用いてビオチンを測定することで CD44 の細胞

外ドメインと CD44 の結合を評価した。 Student’s t-test による有意差検定を行なった。エラ

ーバー： S.D、***p<0.001。 
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第二章 

 

 

CD44 の二量体形成に必要な 

アミノ酸の同定 

および 

二量体形成の阻害による 

クラスター形成への影響 
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2-1:  緒言 

 第一章において、CD44 は細胞外ドメインを介して細胞間で二量体を形成する可能性が示

された。CD44 の細胞外ドメインを介する二量体の形成が、クラスターの形成に寄与している

のであれば、二量体形成能を失った CD44 では、クラスターの形成が抑制されるはずである。

そこで第二章では、まず共同研究者による計算機シミュレーション結果を基に変異型 CD44

発現プラスミドを作製した。そして、変異型 CD44 では二量体形成が阻害されるかを、共免

疫沈降法を用いて検証した。最後に、二量体化形成能を失った変異型 CD44 では、クラスタ

ー形成が抑制されるかを、クラスターアッセイを用いて検証することとした。 

 

 

2-2:  材料と方法 

2-2-1:  変異 CD44 プラスミドの作製 
 新規に作製した３つのプラスミド、CD44s-DNd21_97-FLAG、CD44s-Domain I-FLAG、

CD44s-Domain II-FLAG は 、 pCMV6-FLAG-CD44 (OriGene, RC221820) を 基 に

GeneScript に委託して作製した。 

 

2-2-2:  クラスターアッセイ 

 HEK293 細胞にプラスミドをトランスフェクションし、48 時間経過後、トリプシンと 35 µm のフ

ィルターを用いて細胞をシングルにした。その後、 Poly-HEMA をコートした 12 ウェルプレ

ートに細胞を等量ずつ撒き、光学顕微鏡下で 2 時間、30 分おきに観察した。 

 

使用したプラスミド 

pCMV3-C-GFPSpark Control Vector (Sino Biological, CV026) 

pCMV6-FLAG-CD44 (OriGene, RC221820) 

CD44s-DNd21_97-FLAG (GeneScript) 

CD44s-Domain I-FLAG (GeneScript) 

CD44s-Domain II-FLAG (GeneScript)  

 

その他の材料、方法については第一章に記載の内容と同様。 
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2-3:  結果 

<結果の概要> 

 共同研究者による計算機シュミュレーションにより、細胞外ドメインを介する CD44 の二量

体化には、ドメイン I 内の 10 個のアミノ酸およびドメイン II 内の 5 個のアミノ酸が関与してい

る可能性が予測された。そこで、CD44s のアミノ酸配列を基に、三種類の変異型 CD44 発現

プラスミド (ドメイン I の欠損・ドメイン I 内の 10 個のアミノ酸のアラニンへの置換・ドメイン II

内の 5 個のアミノ酸のアラニンへの置換) を作製した。そして、これらの変異型 CD44 におけ

る二量体化形成能を、共免疫沈降法およびウエスタンブロット法により評価した。その結果、

三種類全ての変異型 CD44 発現プラスミドで細胞外ドメインを介する二量体の形成が抑制さ

れた。さらに、クラスター形成に与える影響を検証するため、クラスターアッセイを行なった結

果、三種類全ての変異型 CD44 でクラスターの形成が減少した。 

 以上の結果より、CD44 のドメイン I 内の 10 個のアミノ酸とドメイン II 内の 5 個のアミノ酸で

カバーされる領域が、CD44 の細胞外ドメインを介する二量体の形成に必要であることが明

らかとなった。また、二量体形成の阻害により、クラスターの形成が抑制されることが示された。 

 

2-3-1:  細胞外ドメインを介する CD44 の二量体化に必要なアミノ酸の推定 
 共同研究者による計算機シミュレーションにより、CD44 の細胞外ドメインは、ドメイン I、ドメ

イン II、ドメイン III の３つに分かれていることが示された (図 4-A)。また、CD44 が細胞間で

細胞外ドメインを介して二量体を形成しているとすれば、ドメイン I とドメイン II が関与する可

能性が高いことが推定された (図 4-B)。具体的には、ドメイン I に存在する 12 個 (Ser-45、

Glu-48、Phe-74、Cys-77、Arg-78、Tyr-79、Ile-88、Arg-90、His-92、Pro-93、Asn-94、Cys-97) 

および、ドメイン II に存在する 5 個 (Ile-106、Tyr-155、Val-156、Gln-157、Lys-158) の、合

計 17 個のアミノ酸が二量体化に関与していると推定された (図 4-C)。この結果を基に、

CD44s のアミノ酸配列から、ドメイン I の主要なアミノ酸部位である Q21-C97 を欠損させた変

異型 CD44 プラスミドを作製した。以下、この変異型 CD44 発現プラスミドをDNd21_97 と記

す。また、ドメイン I に含まれる 12 個のアミノ酸のうち、His-92 と Pro-93 を除く 10 個のアミノ

酸をアラニンに置換した CD44 発現プラスミドも作製した。以下、この変異型 CD44 を Domain 

I mutant と記す。His-92 と Pro-93 は、ドメイン I とドメイン II をつなぐターン構造上に存在し

ており、CD44 の安定性に関与していると考えられるため変異は入れなかった。さらに、ドメイ

ン II に存在する 5 つのアミノ酸をアラニンに置換した CD44 発現プラスミドも作製した。以下、

この変異型 CD44 発現プラスミドを Domain II mutant と記す。これら三種類の変異型 CD44

発現プラスミドを用いて以下の実験を行った。 
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2-3-2:  変異型 CD44 の二量体形成能の評価 
 作製した三種類の変異型 CD44 (DNd21_97、Domain I mutant、Domain II mutant) の二量

体形成能を評価するため、DSS 処理および抗 FLAG 抗体を用いたウエスタンブロットを行な

った。その結果、野生型の CD44s の発現では、~50kDa、~60kDa、~80kDa、さらに~120kDa

のシグナルが得られた。一方、DNd21_97 では、40kDa と 50kDa の 2 カ所のみのシグナルが

得られた。50kDa と~60kDa ではなく、~40kDa と~50kDa の所でシグナルが得られた理由は、

DNd21_97 では 76 個のアミノ酸を欠損させた結果、分子量が低下したためであると考えられ

る。また、Domain I mutant と Domain II mutant も同様に 50kDa、60kDa の 2 カ所のみのシグ

ナルが得られた (図 5-A)。これらの結果は、作製した変異型 CD44 では cis の二量体形成

能が消失していることを示唆する。 

 次に、変異型 CD44 では、細胞外ドメインを介した trans の二量体化が抑制されるかを、共

免疫沈降法およびウエスタンブロット法によって検証した。サンプルは、野性型 CD44s と作

製した三種類の変異型 CD44 の発現プラスミドを、それぞれ HEK293 細胞に強制発現させ

た後、CD44-HA 発現プラスミドを強制発現させた HEK293 細胞と Poly-HEMA でコートした

細胞培養ディッシュの上で共培養を行うことでクラスターを形成させたものを用いた。クラスタ

ー形成後、抗 FLAG 抗体もしくは抗 HA 抗体を用いて共免疫沈降を行なった。抗 FLAG 抗

体を用いて共免疫沈降を行なった場合も、抗 HA 抗体を用いて共免疫沈降を行なった場合

も野生型の CD44s でのみシグナルが得られた (図 5-B)。 この結果は、作製した変異型

CD44 では、細胞外ドメインを介する二量体の形成が抑制されることを示唆する。 

 

2-3-3:  変異型 CD44 のクラスター形成能 
 CD44 の二量体化の阻害により、クラスター形成が抑制されるかを検証するため、作製した

変異型 CD44 発現プラスミドを用いてクラスターアッセイを行なった。野生型の CD44s およ

び三種類の変異型 CD44 発現プラスミドをそれぞれ強制発現させた HEK 293 細胞を、等量

ずつ Poly-HEMA でコートした 12 ウェルプレートで培養し、クラスター形成の有無を光学顕

微鏡下で観察した。その結果、野生型の CD44 発現プラスミドを導入した細胞では、クラスタ

ーの形成が確認されたが、三種類の変異型 CD44 発現プラスミドを強制発現させた細胞で

は、クラスターの形成数が有意に減少した (図 6-A と B)。この結果は、CD44 の二量体化の

阻害によりクラスターの形成が抑制されることを示唆する。 

 

2-3-4:  二量体化形成に必要なアミノ酸部位の同定 
 上述した結果より、CD44 の細胞外ドメインを介した二量体の形成には、ドメイン I 内の 10

個のアミノ酸とドメイン II 内の 5 個のアミノ酸でカバーされる領域が必要であることが明らかと
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なった。これらの結果を踏まえ、各々のアミノ酸と結合する可能性が高いアミノ酸部位の一覧

を共同研究者の協力のもと作製した (図 7）。 

 

 

2-4:  考察 

2-4-1:  変異型 CD44 では二量体形成が抑制される 
 Domain I mutant、および Domain II mutant では、二量体化した CD44 が検出されなかった 

(図 5-A と B) ことから、CD44 の二量体化には、ドメイン I 内の 10 個のアミノ酸および、ドメイ

ン II 内の 5 つのアミノ酸でカバーされる領域が必要であると考えられる。この結果は、ドメイ

ン I とドメイン II が互いに結合することで二量体化を形成するという予測と一致する (図 4-B

と図 7)。一方、本実験では、細胞間でドメイン I 同士が結合する可能性、および、ドメイン II

同士が結合する可能性までは明らかにできていない。実際、CD44 のリガンドとしてよく知ら

れるヒアルロン酸は、ドメイン I に結合部位が存在するものの、ドメイン II にも結合に必要な

アミノ酸が存在することが知られている (Bajorath et al. 1998; Teriete et al. 2004)。そのため

例えば、ドメイン I 同士が結合することで CD44 の二量体は形成されるが、ドメイン II にも結

合に重要なアミノ酸が存在するため、Domain II mutant でも二量体化が抑制された可能性も

考えられる。今後は、図 7 に示した通り、対となるアミノ酸をアラニンに置換した CD44 発現

プラスミドの作製や、X 線を用いた結晶構造解析を行うことで、CD44 の二量体化形成に必

要十分なアミノ酸を同定することが課題である。 

 変異型 CD44 発現プラスミドにおいて、~80kDa の所でシグナルが検出されなかった理由

は (図 5-A)、N 型糖鎖修飾が不完全になるためであると考えられる。実際、DNd21_97 では、

N 型糖鎖修飾を受けるアスパラギン酸が 2 ヶ所欠損している。Domain I mutant、および

Domain II mutant には N 型糖鎖修飾を受けるアミノ酸の置換は含まれていないが、アミノ酸

置換による構造の変化によって N 型糖鎖修飾が抑制された可能性が考えられる。 

 

2-4-2:  CD44 の二量体化の阻害はクラスター形成を抑制する 
 クラスターアッセイにより、二量体形成能を失った変異型 CD44 は、クラスターの形成が抑

制されることが示された。今回使用した変異型 CD44 の発現では、cis-dimer および trans-

dimer の形成が抑制されるため、どちらの二量体化がクラスター形成に寄与しているかは不

明である。しかし、本結果は少なくとも、細胞外ドメインを介する CD44 の二量体形成により、

クラスターが形成されることを示唆すると考えられる。 
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図 4: 細胞外ドメインを介する CD44 の二量体化に必要なアミノ酸の推定 

A. CD44fl と CD44s の模式図。CD44 は細胞外ドメイン (extracellular ドメイン: EX)と膜

貫通ドメイン (transmembrane ドメイン: TM) と細胞質側末端 (cytoplasmic tail: CT) 

の３つの部位があり、細胞外ドメインは３つのドメインから形成される (ドメイン I、ドメイ

ン II、ドメイン III)。 

B. 計算機シミュレーションで得られた CD44 が細胞間で細胞外ドメインを介して二量体を

形成する場合の構造。 

C. B で予想された CD44 が細胞間で細胞外ドメインを介して二量体を形成する場合に必

要となるアミノ酸部位の詳細。この情報を基に、変異アミノ酸部位の異なる三種類の

CD44 発現プラスミドを作製した。ドメイン I 内でアラニンに置換したアミノ酸を赤色、ド
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メイン II 内でアラニンに置換したアミノ酸を青色で示した。H92 と P93 はドメイン I とドメ

イン II をつなぐ上で重要であると想定されたターン構造上に存在しており、アラニンへ

置換すると CD44 の安定性が低下する可能性があることから、これら２つのアミノ酸は、

アラニンへ置換しなかった。 
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図 5: 変異型 CD44 は二量体形成能を消失する 

A. 三種類の変異型 CD44 発現プラスミドにおける二量体形成能の評価。HEK 293 細胞

に三種類の変異型 CD44 発現プラスミドをそれぞれ強制発現させた後、Poly-HEMA

でコートした細胞培養ディッシュの上でインキュベートすることによりクラスターを形成さ

せた。その後、DSS を用いて細胞表面で発現しているタンパク質間の結合を安定化さ

せ、抗 FLAG 抗体を用いてウエスタンブロットを行なった。変異型の CD44 発現プラス

ミドには、DNd21_97 (DN)、Domain I mutant (DI)、Domain II mutant (DII)の三種類を
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使用した。ローディングコントロールとしてb-actin を使用した。  (*: ~50kDa、  #: 

~60kDa、 ^: ~80kDa、 ##: ~120kDa) 

 

B. 変異型 CD44 発現プラスミドにおける細胞外ドメインを介した二量体形成能の評価。

WT、DNd21_97、Domain I mutant および Domain II mutant をそれぞれの HEK293 細

胞に強制発現させ、CD44fl を強制発現させた HEK293 細胞と共に Poly-HEMA でコ

ートした細胞培養ディッシュの上で共培養を行いクラスターを形成させた。クラスター

形成後、抗 FLAG 抗体または抗 HA 抗体を用いて共免疫沈降を行なった。また、抗

FLAG 抗体と抗 HA 抗体を用いてウエスタンブロットを行なった。 (#: ~60kDa、*: Anti-

FLAG M2 Magnetic Beads 由来のバックグラウンド) 
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図 6: 変異型 CD44 の発現でクラスター形成が抑制される 

A. 変異型 CD44 発現におけるクラスター形成能を評価するため、クラスターアッセイを行

なった。三種類の変異型 CD44 発現プラスミドをそれぞれ強制発現させた HEK 293

細胞を等量ずつ 12 ウェルプレートに入れ、直後もしくは 120 分後にクラスターが形成

されるかどうかを光学顕微鏡下で観察した。12 ウェルプレートは Poly-HEMA でコート

したものを用いた。スケールバー: 100 μm 

B. A の結果を student’s t-test を用いて統計解析した結果。*p<0.05。 
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図 7: CD44 の二量体形成に関わる可能性のある 15 個のアミノ酸と結合するアミノ酸部位の

推定 

 共同研究者の計算機シミュレーションにより推定された、CD44 の二量体形成に関わる可

能性のある 15 個のアミノ酸と結合する可能性の高いアミノ酸部位。  

 

  

Domain     CD44-Molecule A     CD44-Molecule B in dimer       Probabilities 
I                  S45                            Y105                                          0.366 
                   E48                             K158/T197                                0.731/0.366 
                   F74                             Y114/Y105/L107/T116/T153   0.731/0.366/0.366/0.366/0.366 
                   C77                             Q157/K158                                0.366 
                   R78                             K158/D177                                0.731 
                   Y79                             Y105                                          0.731 
                   I88                              E37                                             0.731 
                   R90                             E37/K38/N39/G40/Y42             0.731/0.731/0.731/0.731/0.366 
                   N94                             K38/V36/E37                             0.731/0.366/0.366 
                   C97                             H35/E37/I96/C97/V36/K38       0.366                 
II                I106                             I72/G73                                      0.731/0.366 
                   Y155                           E75/T76                                     0.731/0.366 
                   V156                           E75/T76                                     0.731 
                   Q157                           E75/T76/C77                              0.731 
                   K158                           E48/T76/C77/R78                      0.731 
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第三章 

 

CD44 の二量体形成が 

乳癌細胞に与える影響  
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3-1:  緒言 

 第二章で、細胞外ドメインを介する CD44 の二量体化により、クラスターが形成されることが

示された。CD44 は、それ自身にはレセプターキナーゼ活性もホスファターゼ活性を持たな

いが、細胞内ドメインに結合するタンパク質を介して細胞内に情報を伝達することが知られ

ている (Ponta et al. 2003)。そこで、本章では CD44 の二量体化が乳癌細胞に与える影響を

解明することで、なぜクラスターCTCs がシングル CTCs と比較して高い転移能を有するのか

について解析を行った。 

 CD44 の二量体化形成が乳癌細胞に与える影響を解明する糸口として、本章では PAK2

に着目した。PAK2 は卵巣癌や乳癌で転移を促進することが報告されている (Siu et al. 

2010; Coniglio et al. 2008)。また乳癌細胞を用いた研究において、PAK2 の発現阻害は、ク

ラスターの形成を抑制することが報告されているため (Liu et al. 2019)、私は、CD44 との関

連を予想した。そこで、まずは共免疫沈降法により CD44 と PAK2 の相互作用を検証した。 

次に、乳癌細胞における CD44 と PAK2 の関連を検証するため、MDA-MB-231 乳癌細胞

を用いて CD44 のノックダウンを行い、ウエスタンブロット法により PAK2 の発現量およびリン

酸化を評価した。そして最後に、CD44 の二量体化に伴う PAK2 との相互作用および PAK2

のリン酸化を評価するため、二量体形成能を失った変異型 CD44 発現プラスミドを用いて共

免疫沈降およびウエスタンブロットを行なった。 

 

 

3-2:  材料と方法 

3-2-1:  プラスミドおよび siRNA のトランスフェクション 
 プラスミド DNA のトランスフェクションは、第一章に記載した内容と同様の方法で行なった。

第一章および第二章で使用したプラスミド DNA 以外に、本章で新たに使用したプラスミド

DNA を以下に示す。 

 siRNAのトランスフェクションは、100 nMの濃度で siRNAを使用し、Dharafect (Dharmacon, 

T-2001-03) を用いて行なった。製造元のプロトコルに従いトランスフェクションを行った。ま

た、初回のトランスフェクションの 24 時間後に、培地を交換した後、2 回目のトランスフェクシ

ョンを行った。 

 

使用したプラスミド DNA 

pCMV3-FLAG-PAK2 (Sino Biological, HG10085-CF) 

pCMV3-HA-PAK2 (Sino Biological, HG12211-CY) 
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使用した siRNA 

negative control (Dharmacon, D-001810-10-50) 

CD44 (Dharmacon, L-009999-00-0010) 

PAK2 (Dharmacon, L-003597-00-0020) 

 

3-2-2:  共免疫沈降法 
 免疫沈降には、第一章に記載の方法と同様の方法でサンプルを回収、溶解した後、一部

を whole cell lysate サンプルとして分取した後、抗 HA 抗体または IgG 抗体を添加し、4 °C 

で一時間回転盤を用いて撹拌した。その後、ProteinA/G PLUS-Agarose (Santa Cruz, 

AG1000) を添加し、4 °C で一晩振盪させた。サンプルを遠心後、上清を除去し、washing 

buffer (TBS/0.1% Tween 20) を用いてビーズを洗浄した。 

 

3-2-3:  ウエスタンブロット 
 ウエスタンブロットは、第一章に記載した内容と同様の方法で行なった。第一章および第

二章で使用した一次抗体以外に、本章で新たに使用した一次抗体を以下に示す。 

  

使用した一次抗体 

PAK2 (1:1000, Protein Tech, 19979-1-AP) 

phospho-PAK2 (1:1000, Cell Signaling Technology, 2607T) 

 

その他の材料、方法については第一章に記載の内容と同様。 

 

 

3-3:  結果 

<結果の概要> 

 共免疫沈降法により CD44 と PAK2 の相互作用が確認された。また、乳癌細胞を用いた

CD44 のノックダウンにより、PAK2 のリン酸化が抑制されたことから、PAK2 のリン酸化は

CD44 の下流で生じることが示唆された。これらの結果をふまえ、PAK2 との相互作用および

リン酸化が CD44 の二量体化に影響を受ける可能性を、共免疫沈降法およびウエスタンブ

ロット法により検証した。その結果、PAK2 との相互作用に変化は見られなかったが、CD44

の二量体化に伴い PAK2 のリン酸化が促進された。 
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3-3-1:  CD44 と PAK2 の相互作用 
 CD44 と PAK2 が相互作用する可能性を検証するために、共免疫沈降を行った。共免疫

沈降には、HA を CD44 に付加した CD44-HA 発現プラスミドと FLAG を PAK2 に付加した

FLAG-PAK2 発現プラスミドを同時に HEK293 細胞に強制発現させた後、クラスターを形成

させたサンプルを用いた。そして、抗 HA 抗体を用いて免疫沈降を行なった結果、得られた

免疫沈降サンプルから PAK2-FLAG が検出された。この結果は、CD44 と PAK2 が相互作

用することを示唆する (図 8)。  

 

3-3-2:  CD44 ノックダウンにおける PAK2 への影響 
 次に、癌細胞において、CD44 の発現阻害による PAK2 発現量および PAK2 のリン酸化の

変化をノックダウン法およびウエスタンブロット法により検証した。その結果、CD44 の発現阻

害に伴い PAK2 の減少にはばらつきがあるものの、PAK2 のリン酸化は減少することが明ら

かとなった (図 9)。この結果は、CD44 の下流で PAK2 のリン酸化が生じることを示唆する。 

 

3-3-3:  CD44 の二量体化が PAK2 との相互作用およびリン酸化に与える影響 
 CD44 の二量体化が PAK2 および PAK2 のリン酸化に与える影響を調べるため、まずは共

免疫沈降法を用いて CD44 の二量体化の阻害により CD44 と PAK2 の相互作用に影響が

あるかを検証した。その結果、野生型 CD44 と PAK2 および変異型 CD44 と PAK2 の共沈の

量に顕著な差は検出されなかった (図 10-A)。 

 一方、CD44 の二量体化に伴い PAK2 のリン酸化に変化があるかを、ウエスタンブロット法

を用いて検証した結果、野生型の CD44s と比較し、三種類の変異型 CD44 の発現では

PAK2 のリン酸化の減少が観察された (図 10-B)。  

 

 

3-4:  考察 

3-4-1:  CD44 と PAK2 は相互作用を行う 
 共免疫沈降法を用いて、CD44 と PAK2 の相互作用を検証した結果、CD44 と PAK2 の相

互作用が確認できた (図 8)。一方、CD44 と PAK2 の相互作用は、CD44 のドメイン I の欠損

やアミノ酸の置換、およびドメイン II に存在する 5 つのアミノ酸の変異による CD44 の二量体

化の阻害による影響は確認されなかった。この結果と、PAK2 は細胞内に局在する (Bokoch 

2003) ことを考え合わせると、CD44 と PAK2 の相互作用は CD44 の細胞内ドメインで起こる

と考えられる。 

 本検討は CD44 および PAK2 を共に過剰発現させた系を用いて行なわれたものである。
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そのため、理想的には、MDA-MB-231 乳癌細胞や、ヒト乳癌細胞を移植して作製されたモ

デルマウス (Liu et al. 2019) から単離した細胞を用いて、内在性の CD44 と PAK2 の相互

作用を確認することが必要と考えられる。 

 

3-4-2:  CD44 の二量体化の阻害は、PAK2 のリン酸化を抑制する 
 MDA-MB-231 乳癌細胞を用いて CD44 のノックダウンを行った実験において、PAK2 のリ

ン酸化が抑制されたことから (図 9)、PAK2 のリン酸化は CD44 の下流で起こると考えられる。

癌細胞の浸潤や増殖の過程においても、CD44 とヒアルロン酸の結合により PAK2 のリン酸

化が促進されることが報告されており (Louderbough and Schroeder 2011)、PAK2 が CD44 の

下流に存在するという観点において、この結果は過去の報告とも一致する。 

 PAK2 のリン酸化は、CD44 の二量体化の阻害によって抑制された。今回検証した PAK2

のリン酸化部位は、Ser20 である。Ser20 は、自己リン酸化によりリン酸化が生じることが報告

されている (Yurdagul et al. 2013; Gatti et al. 1999)。 また、CD44 の二量体化には細胞外ド

メイン I と II の両方が必要であったこと (図 5-B)、および、ドメイン I はドメイン I と、ドメイン II

はドメイン I と結合する可能性が高いと推定された (図 7) ことを考え合わせると、本解析で

認められた Ser20 のリン酸化は、細胞表面で CD44 が多量体化した結果、細胞内での PAK2

が近接することとなり、PAK2 間での相互リン酸化が引き起こされた可能性がある (図 11)。こ

の点は、今後の解析が必要である。また、CD44 の過剰発現が認められる膵臓癌では、

PKM2 によって PAK2 の Ser20 がリン酸化されることが報告されている (Cheng et al. 2018)。

また結直腸癌では、CD44 が PKM2 と結合することが報告されている (Tamada et al. 2012)。

これらのことを考え合わせると、乳癌細胞においても、CD44-PKM2-PAK2 が複合体を形成

することで PAK2 の Ser20 をリン酸化を引き起こす可能性も考えられる。 

 PAK2 の Ser20 残基のリン酸化は、アポトーシスの抑制による細胞生存の促進 (Tang et al. 

2000; Campbell et al. 2019; Marlin et al. 2009; Jakobi et al. 2001) および細胞の移動 (Zhou 

et al. 2003) に関与することが知られている。このことから、クラスターCTCs がシングル CTCs

と比較して高い転移率を示す理由として、CD44 の二量体化に伴い細胞死と細胞移動の促

進が原因であると考えられる。そのため今後は、CD44 の二量体化の有無、あるいは、PAK2

の Ser20 残基のリン酸化の有無により、細胞死や細胞の移動に影響があるかを検証すること

が課題である。 
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図 8:  CD44 と PAK2 の相互作用 

 共免疫沈降法を用いて CD44 と PAK2 の相互作用を検証した。HEK293 細胞に CD44-HA

および PAK２-FLAG 発現プラスミドを導入後、48 時間後に Poly-HEMA でコートした 10 cm

ディッシュ上で培養することでクラスターを作製し、細胞を回収後、溶解し、proteinA/G 

PLUS-Agarose ビーズを用いて共免疫沈降を行なった。Whole cell lysate および免疫沈降サ

ンプルを SDS-PAGE により展開し、抗 FLAG 抗体および抗 HA 抗体を用いてウエスタンブ

ロットを行なった。 
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図 9:  CD44 ノックダウンにおける PAK2 の蛋白質量および PAK２のリン酸化への影響 

 CD44 のノックダウンが PAK2 および PAK2 のリン酸化に与える影響を検証するため、コン

トロール siRNA および siCD44 を、MDA-MB-231 乳癌細胞にトランスフェクションした。トラ

ンスフェクションは 24 時間おきに 2 日間行った。トランスフェクション 48 時間後に細胞を回

収、溶解後、各タンパク質に特異的な抗体を用いてウエスタンブロットを行なった。同様の実

験を 2 回行なった結果を示す。 
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図 10:  CD44 の二量体化が PAK2 との相互作用および、PAK2 のリン酸化に与える影響 

A. CD44 の二量体化が CD44 と PAK2 の相互作用に影響を与えるかを検証した。 

HEK293 細胞に野生型または変異型 CD44-FLAG、および PAK２-HA 発現プラスミ

ドを導入後、48 時間後に Poly-HEMA でコートした 10 cm ディッシュ上で培養するこ

とでクラスターを形成させ、細胞を回収後、溶解し、Anti-FLAG M2 Magnetic Beads

を用いて共免疫沈降を行なった。Whole cell lysate および免疫沈降サンプルを SDS-

PAGE により展開し、抗 FLAG 抗体および抗 HA 抗体を用いてウエスタンブロットを

行なった。 

B. A のサンプルを用いて PAK2 の発現量およびリン酸化を、ウエスタンブロットを用いて

検証した。ローディングコントロールとしてb-actin を使用した。  
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図 11: CD44 の多量体化による PAK2 のリン酸化機構のモデル図 

 本研究より考察される CD44 の二量体化による PAK2 のリン酸化機構。CD44 の細胞外ドメ

イン I と I、ドメイン II と I が結合することにより CD44 が細胞表面で多量体化した結果、細胞

内での PAK2 が近接することとなり、PAK2 間での相互リン酸化が引き起こされる可能性が考

えられる。 
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第四章 

 

CD44 の二量体化阻害による乳癌細胞の 

転移の抑制効果の検証  
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4-1:  緒言 

 前章までの結果から、二量体化形成能を失った変異型 CD44 は、野生型と比較し、クラス

ター形成が抑制されることが示された。クラスターCTCs はシングル CTCs と比較し高い転移

能を有するという先行研究から (Aceto et al. 2014)、変異型 CD44 を発現した乳癌細胞では、

クラスター形成の抑制に伴い、転移能が低下することが予想された。そこで、本章では、変

異型 CD44 発現プラスミドおよび野生型の CD44s 発現プラスミドをそれぞれ強制発現させた

HEK293 細胞または MDA-MB-231 乳癌細胞をマウスの血液に尾静脈注射することで、肺

での検出が抑制される可能性を検証した。これらの検証結果から、今後の治療への応用の

可能性について考察する。 

 

 

4-2:  材料と方法 

4-2-1:  使用した実験動物 
 本実験には、8 週から 10 週齢のメスの重度複合免疫不全マウス （NOD/SCID マウス） を

使用した。実験動物は Northwestern University における動物実験の実施に関する基本指

導に従い実施した。また、Northwestern University の動物実験講習会を受講し、学内で動

物実験を行うために必要な教育講習を終えた後に実験を行なった。 

 

4-2-2:  尾静脈注射と肺の単離 
 野生型、 Domain I mutant、Domain II mutant を HEK293 細胞または CD44 ノックアウト

L2G-MDA-MB-231 乳癌細胞に強制発現させた後、5×105個の細胞をそれぞれ NOD/SCID

マウスに尾静脈注射を行なった。HEK293 細胞を用いた実験では、尾静脈注射を行なって

から 24 時間後にマウスを安楽死させた後、肺を単離した。CD44 ノックアウト L2G-MDA-

MB-231 乳癌細胞は、GFP とルシフェラーゼを発現している MDA-MB-231 乳癌細胞 (Liu 

et al. 2019) である。この細胞を用いた実験では、尾静脈注射を行なってから 0 時間後と 24

時間後に生物発光イメージングを行なった。そして 48 時間後にマウスを安楽死させた後、

肺を単離した。単離した肺は氷上で冷やした PBS を用いて洗浄し、蛍光顕微鏡下で GFP

陽性の細胞を指標に、クラスターの数を計測した。 

 

4-2-3:  生物発光イメージング 
 尾静脈注射後、0 時間および 24 時間後のマウスに、100 μl の D-luciferin (30 mg/ml, 

Gold Biotechnology, 115144-35-9) を腹腔内注射し、Spectral Instrument Imaging Spectral 
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Lagos (SII LAGO) を用いて生物発光画像を取得した。腹腔内注射は、イソフルランを用い

た吸入麻酔下で行なった。得られたシグナルは、解析ソフト (Aura, version 2.2.1.1) を用い

て Total Flux (photons/second) を測定することで数値化を行なった。 

 

4-2-4:  蛍光顕微鏡観察と統計処理 
 蛍光顕微鏡は Leica DM IL LED を使用し、10 倍または 20 倍の対物レンズを用いて観察、

画像取得を行なった。各々のマウスから、5 枚以上の画像を撮影し、統計処理を行なった。 

 

その他の材料、方法については前章に記載の内容と同様。 

 

 

4-3:  結果 

<結果の概要> 

 CD44 の二量体化の阻害が、肺への転移を抑制する可能性を検証するため、二量体化能

を失った変異型 CD44 である Domain I mutant と Domain II mutant を HEK293 細胞または

MDA-MB-231 乳癌細胞に強制発現させ、NOD/SCID マウスへの尾静脈注射を行うことによ

り肺での検出量を評価した。その結果、HEK293 細胞を用いた実験では、両方の変異型

CD44 の発現において有意に肺での検出量が減少した。一方、MDA-MB-231 乳癌細胞を

用いた実験では、Domain II mutant でのみ肺での検出量が減少した。 

 

4-3-1:  HEK293 細胞を用いた肺転移への影響 
 CD44 の二量体化の阻害が、肺への転移を抑制する可能性を検証するため、二量体化能

を失った変異型 CD44 である Domain I mutant と Domain II mutant を強制発現させた細胞

を、尾静脈注射により NOD/SCID マウスにインジェクションした後、24 時間後に肺を単離し

た。細胞は、GFP でラベルされた HEK293-GFP 細胞を用いた。その後、単離した肺を蛍光

顕微鏡下で観察し、GFP 陽性の細胞を数えた。その結果、野生型と比較し、Domain I 

mutant と Domain II mutant を強制発現させた細胞を注射したマウスでは、GFP 陽性の細

胞数が有意に減少した (図 12A と B)。 

 

4-3-2:  MDA-MB-231 乳癌細胞を用いた肺転移への影響 
 上記の実験により、CD44 の二量体化が阻害される Domain I mutant と Domain II mutant

では、肺への転移が抑制される可能性が示された。そこで次に、乳癌細胞である L2G-

MDA-MB-231 乳癌細胞を用いて同様の実験を行なった。また、MDA-MB-231 乳癌細胞は
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通常状態で CD44 が発現しているため、CD44 をノックアウトした L2G-MDA-MB-231 乳癌

細胞を用いた。肺での検出は、尾静脈注射を行なってから 0 時間後と 24 時間後に生物発

光イメージングを行なうことで評価した。その結果、野生型と比較し、Domain II mutant にお

いて有意な減少が確認できた (図 13A)。また、48 時間後に肺を単離し、蛍光顕微鏡下で

GFP 陽性の細胞数を計測した結果、生物発光イメージング結果と同様に、Domain II mutant

において有意な減少が確認できた (図 13B)。 

 

 

4-4:  考察 

Domain II mutant では肺での検出が減少する 

 HEK293 細胞および L2G-MDA-MB-231 乳癌細胞を用いた実験において、二量体化およ

びクラスター形成能を失った Domain II mutant では、肺での検出量が有意に減少した。この

結果は、細胞外基質を介さない、CD44 そのものの二量体化に伴うクラスター形成が転移を

促すことを示唆する初めての知見であると言える。Domain II mutant は、CD44 の細胞外ドメ

イン II に存在する 5 つのアミノ酸 (Ile-106、Tyr-155、Val-156、Gln-157、と Lys-158) をアラ

ニンに置換した変異型 CD44 発現プラスミドである。そのため、これら 5 つのアミノ酸がカバ

ーする領域を標的とした抗体の作製により、転移を抑制する治療法の開発へつながる可能

性がある。また、CD44 のドメイン II は、全ての CD44 アイソフォームに共通しており、多くの

種類の癌細胞が共有しているドメインである。したがって、CD44 の二量体化を阻害する本

戦略は、癌の種類に限定されない治療法に発展する可能性を有している。 

 L2G-MDA-MB-231 乳癌細胞を用いて肺での検出量を検証した実験において、Domain I 

mutant では野生型と比較し減少傾向が見られたものの、有意ではなかった。これまで

HEK293 細胞を用いて二量体形成能・クラスター形成能・PAK2 のリン酸化・肺での検出量を

評価した実験において、Domain I mutant は Domain II mutant と同様の挙動を示していたこ

とから、Domain I mutant においても有意な変化が得られると予測していたため、この結果は

意外である。同様の結果が得られなかった理由としては、単純に Domain I mutant と比較し

Domain II mutant の方がより強く二量体化が抑制される可能性が考えられる。実際、Domain 

II mutant に含まれるアミノ酸の方が Domain I mutant に含まれるアミノ酸と比較し、高い確率

で二量体化形成に関与している可能性があった (図 7)。また、わずかではあるが PAK2 のリ

ン酸化も Domain II mutant でより抑制されていた (図 10-B)。その他の理由としては、使用し

た細胞種の違いにより CD44 に対する N 型糖鎖修飾が異なることが考えられる。実際、

HEK293 細胞で CD44 を過剰発現させた系では N 型糖鎖修飾が抑制されていた (図 1-B
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と 2-A)。Domain I mutant および Domain II mutant には N 型糖鎖修飾部位のアミノ酸置換

は含まれていないが、N 型糖鎖修飾部位の多くは Domain II に存在する。また、図 1-B の結

果より N 型糖鎖修飾は二量体化を抑制すると考えられるため、L2G-MDA-MB-231 乳癌細

胞内において Domain II mutant は N 型糖鎖修飾が抑制され二量体化およびそれに伴う転

移がしやすかった可能性が考えられる。 
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図 12 変異型 CD44 を発現させた HEK293 細胞は肺への転移が抑制される 

A. CD44 の二量体化の阻害が、肺への転移を抑制する可能性の検証。二量体化能を失

った変異型 CD44 発現プラスミドである Domain I mutant と Domain II mutant を強制

発現させた HEK293-GFP 細胞を、尾静脈注射によりマウスにインジェクションした。24

時間後に肺を単離し、GFP 陽性の細胞を指標に、クラスターの数を蛍光顕微鏡下で

計測した。スケールバー: 100 μm、白色矢印：シングル細胞、黄色矢印：クラスターを

形成している細胞。 

B. A の結果を student’s t-test を用いて統計解析した結果。*p<0.05。 
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図 13: Domain II mutant を発現させた L2G-MDA-MB-231 乳癌細胞は肺への転移が抑

制される 

A. CD44 の二量体化の阻害が、肺への転移を抑制する可能性の検証。 (左) 二量体化

能を失った変異型 CD44 発現プラスミドである Domain I mutant と Domain II mutant を

強制発現させた CD44 ノックアウト L2G-MDA-MB-231 乳癌細胞を、尾静脈注射によ

りマウスにインジェクションした。その後、0 時間、および 24 時間後に生物発光イメージ

ングを行なった。 (右) 左の結果を student’s t-test を用いて統計解析した結果。

*p<0.05。 

B. (左) 二量体化能を失った変異型 CD44 発現プラスミドである Domain I mutant と

Domain II mutant を強制発現させた CD44 ノックアウト L2G-MDA-MB-231 乳癌細胞

を、尾静脈注射によりマウスにインジェクションした。48 時間後に肺を単離し、GFP 陽

性の細胞を指標に、4 細胞以上の細胞で形成されたクラスターの数を蛍光顕微鏡下

で計測した。スケールバー: 100 μm。(右) 左の結果を student’s t-test を用いて統計解

析した結果。*p<0.05、***p<0.001。 
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総括 
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総括 

  癌患者の血中に存在するクラスターCTCs は、シングル CTCs と比較して高い転移能を有

する (Cheung et al. 2016; Aceto et al. 2014)。したがって、癌細胞のクラスター形成を抑制で

きれば、転移を抑制する新規治療法の開発に貢献できると期待できるが、クラスターCTCs

の形成機構は不明であった。 

 本研究では、癌細胞がクラスターを形成する機構の一つとして、CD44 が細胞間で細胞外

ドメインを介して二量体化を形成することを見出した。また、CD44 の二量体には、細胞外ドメ

イン I 内の 10 個のアミノ酸とドメイン II 内の 5 個のアミノ酸でカバーされる領域が必要である

こと、および、二量体化形成により PAK2 のリン酸化が促進されることを示した。そして、これ

らの結果から、本解析で認められた Ser20 のリン酸化は、細胞表面で CD44 が多量体化した

結果、細胞内での PAK2 が近接することとなり、PAK2 間での相互リン酸化が引き起こされた

可能性を提示するに至った。また、以前の研究より、PAK2 の Ser20 におけるリン酸化は、ア

ポトーシスの抑制による細胞生存の促進 (Tang et al. 2000; Campbell et al. 2019) および細

胞の移動 (Zhou et al. 2003) を促進することが知られている。このことから、クラスターCTCs

がシングル CTCs と比較して高い転移率を示す理由として、CD44 の二量体化に伴い細胞

死の抑制と細胞移動の促進が原因であることが考えれる。さらに、本研究では CD44 ドメイン

II 内に存在する 5 つのアミノ酸 (Ile-106、Tyr-155、Val-156、Gln-157、Lys-158) の変異によ

り、CD44 の二量体化および、それに伴うクラスター形成が阻害された結果、転移も抑制され

ることを明らかにした。以上の結果は、これら 5 つのアミノ酸部がカバーする領域を標的とし

た抗体の作製により、転移を抑制する治療の応用へとつながる可能性も示す。しかし、依然

として以下のような課題が残されている。 

 まず、CD44 と PAK2 の結合部位の同定が挙げられる。本研究では、過剰発現の系を用い

ることで、CD44 と PAK2 の相互作用を確認したが (図 8)、内在性の相互作用や結合部位の

同定には至っていない。例えば、計算機シュミュレーションを用いて結合部位を予測し、変

異型 CD44 または PAK2 を作製することで結合部位を同定することができれば、これらのタ

ンパク質の相互作用を示す強い根拠と考えられる。本研究では、CD44 の下流で PAK2 のリ

ン酸化が促進されるという知見が得られた (図 10-B)。頭頸部癌・乳癌・T 細胞白血病にお

いて、PAK2 の過剰発現は予後不良と相関があることが報告されている (Gupta et al. 2018; 

Liu et al. 2019; Chung et al. 2019)。また、膵臓癌や卵巣癌では、CD44 の過剰発現や PAK2

のリン酸化が促進されていることが報告されている (Cheng et al. 2018; Siu et al. 2010)。

PAK2 と予後不良の関係についてはこれまでその詳細なメカニズムは不明であったが、これ

らの癌組織では CD44 の過剰発現も認められているため、これらの癌細胞においても、

CD44 の下流で生じる PAK2 のリン酸化が癌細胞の生存や移動の促進に関与し、癌細胞の
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悪性化に寄与している可能性がある。以上のことから、これらのタンパク質の結合部位を同

定することができれば、これらの癌細胞において、CD44 との相互作用より生じる PAK2 のリ

ン酸化を標的とした、新たな創薬の開発にもつながると考えられる。 

 また、CD44 の二量体化形成に必要十分なアミノ酸の同定も課題として挙げられる。本研

究では、5 つのアミノ酸 (Ile-106、Tyr-155、Val-156、Gln-157、Lys-158) がカバーする領域

を標的とした抗体の作製により、転移を抑制する治療の応用へつながる可能性は示したも

のの (図 13)、実際の転移の過程で二量体化の阻害を狙う本戦略が、どの程度寄与するの

かはさらなる検討が必要である。今後は、図 7 に示した CD44 の二量体形成に関わる可能

性のある 15 個のアミノ酸と結合するアミノ酸部位の推定結果を指標に、変異型 CD44 発現

プラスミドを作製することで、二量体化に必要十分なアミノ酸を同定し、同定したアミノ酸を標

的とした抗体を作製することで、転移の抑制への寄与の解明が求められる。 
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