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要旨 

 
	 がんの発生過程は、1 つの正常な細胞に 1 つのがん原遺伝子が変異することから始

まるとされている。変異した細胞には、さらに複数の変異が生じる。その後、複数の

変異が生じた細胞が無秩序に増殖し、悪性化及び転移を経て、がんが発生すると言わ

れている。この考え方を多段階発がん説という。 

	 近年の研究では、がん発生過程の初期段階において、がん原遺伝子である Srcもし

くは Rasが変異した細胞が、正常上皮細胞層の管腔側へとしばしば逸脱し、排除され

ることが判明している (Apical extrusion) 。この現象は、隣接する細胞が正常細胞で

はなく、変異細胞であった場合には生じないということが知られている。したがっ

て、正常細胞層から変異細胞が排除される、もしくは細胞死する現象は、正常細胞と

変異細胞の間に生じる、細胞競合現象の一つである。 

	 細胞競合現象に関する最近の研究では、正常細胞層に囲まれた変異細胞において、

細胞骨格タンパク質であるや EPLINやプレクチン、パキシリンが集積し、正常細胞に

囲まれた変異細胞の Apical extrusionに重要な役割を果たすことが報告されている。ま

た、変異細胞に隣接する正常細胞において、細胞骨格タンパク質であるフィラミンが

集積し、変異細胞の Apical extrusionに重要な役割を担うことも報告されている。しか

し、正常上皮細胞層から変異細胞を管腔側へと逸脱し、排除させる分子メカニズム

は、未だ明らかとなっていない点が多く存在する。 

	 また近年、ミオシン-IIの細胞競合現象への関与も注目さている。ミオシン-IIは、

細胞の移動や分裂に重要な働きを及ぼす細胞骨格タンパク質である。ミオシン-IIは重

鎖と軽鎖から構成されている。ミオシン-IIの活性は、ミオシン軽鎖がリン酸化される
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ことによって制御される。また、ミオシン軽鎖のリン酸化は、正常細胞に囲まれた変

異細胞において亢進されることが報告されている。さらに、ミオシン-IIの活性を抑制

するブレビスタチンを添加することによって、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical 

extrusionが抑制されることも分かっている。したがって、正常細胞に囲まれた変異細

胞におけるミオシン-IIの活性が、変異細胞の Apical extrusionに対して重要な役割を

担うことがこれまでの研究で明らかとなっている。しかし、正常細胞に囲まれた変異

細胞内のミオシン-IIの局在が、変異細胞の Apical extrusionに対してどのような働き

をするのか、未だ明らかとなっていない。 

	 本研究では、イヌ腎尿細管上皮細胞由来であるMDCK (Madin-Darby canine kidney) 

細胞を用いて、1) 正常細胞に囲まれた変異細胞におけるミオシン-IIが変異細胞の正

常上皮細胞層からの逸脱に対する作用を明らかにすること、2) 正常細胞と変異細胞の

混合培養条件下において、ミオシン-IIと結合するタンパク質の探索及び同定するこ

と、を目的とした。本研究が進むことにより、ヒトのがんに対する予防医学におい

て、新規的な治療法を確立することに繋がると考えている。 

	 まず、MDCK正常上皮細胞に囲まれたMDCK-pTR cSrc Y527F変異細胞において、

非筋肉型ミオシン-IIの重鎖である NMHC-IIA (non-muscle myosin heavy chain-IIA) の

局在に特異的な変化が生じるのか調べた。すると、Src変異細胞の単独培養時と比

べ、正常細胞に囲まれた変異細胞において NMHC-IIAが強く集積することが示され

た。また、Src変異細胞における NMHC-IIAの発現を抑制させると、正常細胞に囲ま

れた Src変異細胞の Apical extrusionの効率が低下することが分かった。この結果、変

異細胞において集積した NMHC-IIAが、正常細胞に囲まれた Src変異細胞の Apical 

extrusionを積極的に制御することが明らかとなった。 
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	 さらに、正常細胞と変異細胞の混合培養条件下において、NMHC-IIAと結合するタ

ンパク質を解析した。すると、混合培養条件下において NMHC-IIAと強く結合するタ

ンパク質として、スペクトリンを同定した。また、正常細胞に囲まれた Src変異細胞

におけるスペクトリンのβ鎖であるβ-spectrinの局在の特異的な変化を調べた。する

と、正常細胞に囲まれた Src変異細胞では、単独培養時よりもβ-spectrinが強く集積し

た。さらに、β-spectrinの発現を抑制させることで、正常細胞に囲まれた Src変異細胞

の Apical extrusionが抑制されることが分かった。その上、正常細胞に囲まれた Src変

異細胞におけるβ-spectrinの集積は、NMHC-IIAの下流で制御されることが明らかと

なった。 

	 以上の結果をまとめると、MDCK正常上皮細胞層に囲まれた Src変異上皮細胞にお

ける、ミオシン-II及びスペクトリンが細胞非自律的に集積し、正常上皮細胞に囲まれ

た Src変異細胞の Apical extrusionに対して重要な役割を担うことが示された。また、

正常細胞に囲まれた変異細胞において集積したスペクトリンがミオシン-IIの下流で制

御されることも示された。本研究を通じて得られた知見が、正常上皮細胞層に囲まれ

た変異細胞の Apical extrusionの分子メカニズムをより詳細に解明することへ繋がると

考えられる。 

 

 

キーワード：Apical extrusion, Src, 上皮細胞, ミオシン-II, スペクトリン 
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第 1 章	 序論 

1.1 細胞競合 

	 ヒトのがんは、その 80%以上が肺や腸管、腎臓、乳腺などの上皮組織において発症

する。したがって、がんの発生過程を研究する上では、上皮細胞におけるがん原遺伝

子の変異細胞に着目することが重要である (図 1) 。上皮組織において、機能異常し

た細胞もしくは死細胞が上皮細胞層から排除される現象がしばしば観察されている。

このような上皮恒常性の維持機構の一部は、細胞競合によって起こる現象であること

が分かってきた。 

	 細胞競合とは、増殖速度や適応度など異なる性質をもつ細胞が自らの生存のために

互いに細胞非自律的に競合し、最終的に一方の細胞が増殖して他方の細胞が排除され

る現象のことである 1-11 。この現象は、ショウジョウバエを用いた実験において初め

てに発見された 12 。ショウジョウバエのリボソームタンパク質のヘテロ変異体である

Minute変異細胞は、その増殖速度が野生型に比べて遅いが、正常に個体発生する。し

かし、Minute変異細胞と野生型細胞を混合培養させると、変異細胞のみが排除される

ことが分かった 12, 13 。また、がん遺伝子である Csk欠損による変異細胞が上皮細胞層

からの排除される現象が報告されている 14 。変異細胞の排除のみならず、mycの発現

量の差異 15-16 、もしくは apico-basal極性遺伝子である scribbleの機能欠失 17 によっ

て、正常細胞に囲まれた変異細胞がアポトーシスによって細胞死する現象も報告され

ている。このように、正常細胞と様々な変異細胞による細胞競合が生じることが、シ

ョウジョウバエを用いた実験により報告されている (表 1) 。 

	 また、ショウジョウバエ以外に哺乳類培養細胞を用いた実験でも、細胞競合現象が

確認されている。例えば、がん抑制遺伝子である Scribbleの発現を抑制させた変異細
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胞が正常上皮細胞に囲まれると、アポトーシスによって変異細胞が細胞死し、排除さ

れることが報告されている 18 。この他に、イヌ腎尿細管上皮細胞由来の MDCK細胞

培養系において、がん原遺伝子である Rasや Srcが変異した細胞が正常上皮細胞に囲

まれた時、変異細胞が上皮細胞層の管腔側へと逸脱し、排除されるということが知ら

れている (表 1, 図 2) 19-23 。そこで、次に Ras及び Srcについて説明する。 

	 Rasは低分子量 GTP結合タンパク質スーパーファミリーの一つであり、細胞の増殖

や分化、生存、運動能など様々な細胞内プロセスを制御する 24 。また、様々な種類の

腫瘍において Ras活性型の変異が確認されている。細胞競合現象の研究では、テトラ

サイクリン誘導性の活性変異型 Ras (RasV12) を発現する変異細胞を用いて、正常上皮

細胞に囲ませると、変異細胞が上皮細胞層の管腔側へと排除されることが報告されて

いる 19 。この現象は、Ras変異細胞が単独培養された時には生じなかった。したがっ

て、正常上皮細胞層に囲まれた RasV12変異細胞は細胞非自律的に上皮細胞層から排

除されることが明らかとなっている。 

	 また、Srcは非リセプター型のチロシンキナーゼで、様々なタンパク質のチロシン残

基のリン酸化によって細胞増殖や細胞骨格、細胞間接着など様々な細胞内外プロセス

に関与している 25, 26 。ラウス肉腫ウイルス由来 Src (v-Src)は 1977 年に初めて発見さ

れたがん原遺伝子である 27 。これまでに、多くのヒトのがんにおいて、Srcの細胞性

遺伝子である c-Srcの発現の増加や活性の上昇が確認されている 28 。細胞競合現象の

研究では、温度感受性変異型である v-Srcを発現する変異細胞が正常細胞に囲まれた

時、Rasと同様、Src変異細胞が正常細胞層から管腔側へと逸脱し、排除されることが

報告されている 20 。この現象は、Src変異細胞が単独培養された時は生じなかった。

したがって、Src変異細胞も Ras変異細胞と同様、正常細胞層に囲まれた変異細胞が

細胞非自律的に排除されることが分かっている。 
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	 以上の報告より、Rasもしくは Src変異細胞が正常上皮細胞層から排除される現象で

は、正常上皮細胞と変異細胞が互いに存在を認識することによって、変異細胞が上皮

細胞層から積極的に排除されるのではないかと考えられる。この機構は、正常上皮細

胞が免疫細胞の影響を受けることなく、抗腫瘍活性をもつことを意味しており、この

防御機構は EDAC (epithelial defense against cancer) と呼ばれている 29 。EDACは、哺乳

類培養細胞以外に、ゼブラフィッシュの受精卵 20 やマウス個体 30, 31 を用いた in vivo

実験系の条件下での実験でも確認されている。しかし、EDACの分子メカニズムは未

だに明らかとなっていない点が多く残されている。 

	 本研究では、正常細胞と変異細胞間の細胞競合における重要なタンパク質として、

細胞骨格タンパク質であるミオシン-IIとスペクトリンに着目している。そこで、ミオ

シン-IIとスペクトリンについて、これまでに明らかとなっている機能について述べ

る。また、これまでの細胞競合現象の研究において報告されているタンパク質につい

ても説明する。 
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図 1 多段階発がんの仕組み 

発がんの初期段階では、正常上皮細胞層内の 1 つの細胞に変異が生じる。その後、変

異細胞は隣接する正常上皮細胞に囲まれながら複数の変異が生じ、無秩序に増殖す

る。その後、悪性化及び転移が進み、最終的にがんが発生する。 

 

正常細胞層	

がんの初期段階	

多段階変異による発がん	

がん細胞の増殖と転移	
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図 2 正常上皮細胞層からの変異細胞の管腔側への逸脱 (Apical extrusion) 

がんの初期段階において、1 つの変異が生じた細胞は正常細胞層から管腔側へと逸脱

する。この変異細胞が逸脱する現象を Apical extrusionという。 

がん原遺伝子 (Rasもしくは Src) の変異 

管腔側 

正常細胞層 

基底側 

正常細胞層からの変異細胞の管腔側への逸脱 

(Apical extrusion) 
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表 1 ショウジョウバエと哺乳類における正常上皮細胞と変異細胞の細胞競合 
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1.2 ミオシン 

	 ミオシンは様々な物理的な力を要する細胞内プロセスにおいて重要な役割を担う、

モータータンパク質のスーパーファミリーをである 32-34 。ミオシンの機能には、i) ア

クチンフィラメント上を移動する、ii) アクチンフィラメントがスライドする運動を促

進させる、iii) アクチンフィラメントの張力を生み出す、という働きがある (図 

3b) 。これらのミオシンの運動にはエネルギーが必要であり、ATPの加水分解によっ

て運動エネルギーが供給される。ミオシンには ATPase活性をもつ触媒部位が存在

し、その活性を利用してアクチンフィラメントを運動させている。ミオシン触媒部位

は分子の N末端である頭部にしばしば存在し、触媒部位はアクチンと結合することに

よって活性化される。また、いくつかのミオシンは C末端側で細胞内の積み荷タンパ

ク質と結合し、運搬する。一方、その他のミオシンは C末端にてフィラメントで自己

会合し、その頭部にアクチンフィラメントと結合させ、張力を働かせる 34 。また、ミ

オシンは、インテグリンなどの接着関連タンパク質もしくはシグナル変換分子を近接

させるために、アクチンを介して間接的に作用する 34 。 

	 ほとんどのミオシンは、クラス IIに属している。ミオシン-IIは、アクチンとともに

心筋や骨格筋、平滑筋の収縮性のあるタンパク質を作り上げる。そして、ミオシンフ

ィラメントとアクチンフィラメントが結合したスライドする架橋が、血液の循環や生

体内における物質の運搬、胎児の排出などに対して力を供給する 34 。また、筋肉部位

のものと機能や構造が類似したミオシン分子は、非筋肉由来の真核細胞に存在するこ

とが明らかとなっている 34 。非筋細胞及び組織におけるミオシン-IIは、細胞移動や細

胞分裂、細胞接着といった細胞の運動や再形成を必要とする過程に重要な働きを及ぼ

す 34 。 
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	 ミオシン-IIは筋肉型と非筋肉型に分類され、非筋肉型ミオシン-II (NM-II) は全ての

真核細胞に存在する。NM-IIはホモ二量体を構成する 230 kDaの重鎖と 20 kDaの 2 

つの調節軽鎖、そして 17 kDaの 2 つの必須軽鎖から構成されている (図 3a) 34 。ミ

オシンの調節軽鎖は、ATPの加水分解によって NM-IIの活性を制御する働きがあり、

必須軽鎖は重鎖の構造を安定化させる役割を担う 34 。 

	 NM-IIの主な機能として、細胞の移動や分裂、形態変化等の細胞プロセスを制御す

ることが挙げられる。NM-IIは、アクチンとの架橋結合及び NM-IIのリン酸化や活性

によって制御された収縮力を利用して、上記の現象に関わる 32-34 。哺乳類細胞の NM-

IIは、重鎖の種類 (NMHC-IIA, B, C) によって決定され、NM IIA、IIB、IICの 3 種類

のアイソフォームが存在する。その中で、NM IIAは細胞間接着を安定化させる上で必

要であることが報告されている 34 。 

	 細胞競合現象の最新の研究において、NM-IIの軽鎖のリン酸化が正常細胞に囲まれ

た Srcもしくは Rasが変異した細胞内で亢進することが報告されている 19, 20 。しか

し、ミオシン軽鎖のリン酸化の亢進は変異細胞の単独培養では観察されていない。こ

の結果、変異細胞に隣接する正常細胞の存在により、NM-IIの軽鎖の活性化が細胞非

自律的に誘導されると考えられる。さらに、ミオシン-IIの活性を抑制するブレビスタ

チンの添加や変異細胞のミオシン軽鎖の機能阻害変異体が、正常細胞に囲まれた変異

細胞の Apical extrusionを抑制することも報告されている 19, 20 。 
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Vicente-Manzanares, M. et al., 2009 より改変 

 

図 3 ミオシン-IIの模式図とその働き 

(a) ミオシン-IIの模式図。ミオシン-IIは重鎖と 2 種類の軽鎖から構成される。ミオシ

ン重鎖には、アクチン結合部位が存在し、ミオシン重鎖の頭部に位置する。(b) ミオ

シン-IIは二量体を形成し、上図のようにアクチンフィラメントと結合し、細胞移動や

細胞分裂を行う。 

a 

重鎖 

頭部	(重鎖の一部)	:アクチン結合部位 

必須軽鎖 

調節軽鎖 

b 

アクチンフィラメント 
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1.3 スペクトリン 

	 スペクトリンは動物細胞に存在する細胞膜骨格の主要なタンパク質であり、細胞膜

の内側に位置する。スペクトリンの機能として、有核細胞において細胞膜の安定化や

細胞の構造及び形状の維持に関与することが知られている。細胞膜の内側に存在する

スペクトリンはアクチン及びトロポミオシンを介して、膜タンパク質複合体と結合す

る 35, 36 。この結合によって、スペクトリンは細胞膜で足場を構成し、細胞の形状を維

持する (図 4) 。 

	 スペクトリンはα鎖とβ鎖の 2 つのサブユニットから成り、主にヘテロ四量体とし

て存在する。それらのサブユニットは、桿体状のα鎖とβ鎖の二量体から構成され、左

右交互に組まれている (図 4) 。哺乳類において、α鎖はαI-とαII-スペクトリンがあ

り、全ての非赤血球細胞ではαII-スペクトリンのアイソフォームが発現する。また、β

鎖はβI-からβV-スペクトリンが存在する。これらのアイソフォームの発現は、複合組

織及び発生段階の時期特異的に制御される。これらのスペクトリンのβ鎖の中で、βII-

スペクトリンは全ての有核細胞に存在することが分かっている。また、NM IIAはスペ

クトリン－アクチン細胞膜骨格と相互作用することが、これまでの研究で明らかとな

っている 37, 38 。細胞競合現象の研究において、スペクトリンが正常上皮細胞に囲まれ

た変異細胞の逸脱及び排除に重要であるということはこれまでに報告されていない。 
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Machnicka, B., et al., 2014 より改変 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 スペクトリンの模式図 

スペクトリンはα鎖とβ鎖から構成されており、上図のように細胞膜の内側に位置す

る。そして、スペクトリンはアクチンとトロポミオシンを介して、膜タンパク質複合

体と結合し、細胞の形状を維持する足場タンパクとしての役割をもつ。 

細胞膜 

α-spectrin 
β-spectrin 

アクチン トロポミオシン 

膜タンパク質複合体 

内側 

外側 
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1.4 本研究に関わるその他の細胞競合マーカータンパク質 

1.4.1 EPLIN 

	 EPLIN (epithelial protein lost in neoplasm) はアクチン結合タンパク質として元来同定

されており、ヒトの上皮組織に発現することが知られている。しかし、様々ながん細

胞では、しばしば EPLINの発現が減少もしくは消失することが報告されている 39-41 。

また、EPLINはその機能としてアクチンと相互作用し、アクチンフィラメントを架橋

結合もしくは安定化させることによって、アクチンフィラメントの動きを制御する 

42 。さらに、EPLINはα−カテニンとも相互作用する。それによって、EPLINはカドヘ

リン－カテニン複合体をアクチンフィラメントに関連づけるということが知られてい

る。したがって、EPLINは細胞の接着結合の確立に重要な働きを及ぼすタンパク質で

あることが分かる 43 。また、細胞競合現象の研究では、変異細胞における EPLINは単

独培養した時に比べ、正常細胞に囲まれた時に変異細胞の頂端側及び側面に集積する

ことが分かっており、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionに重要な因子で

あることが明らかとなっている 44 。 

 

1.4.2 フィラミン 

	 フィラミンはホモ二量体のアクチン結合タンパク質であり、細胞表層の F-アクチン

フィラメントと架橋結合し、フィラメントを安定化させる 45-48 。また、フィラミンは 

3 種類（フィラミン A, B, C）のホモログが存在する。フィラミン Aと Bはどちらも

広範に発現しており、一方でフィラミン Cは筋肉組織において特異的に発現する。フ

ィラミンは膜貫通タンパク受容体やシグナル分子を含む多くのタンパク質と結合し、

細胞接着や細胞移動、転写制御といった様々な細胞プロセスに関わっている。さら
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に、フィラミンは細胞内の機械的なシグナル伝達にも関わっているということも判明

している 49 。また、細胞競合現象の研究では、変異細胞が正常細胞に囲まれた時、変

異細胞に隣接する正常細胞において、フィラミンが特異的に集積し、正常細胞に囲ま

れた変異細胞の Apical extrusionに対して重要な役割を担う因子であると言うことが報

告されている 29 。 

 

1.4.3 プレクチン 

	 プレクチンは高分子量 (> 500 kDa) の多用途の細胞骨格のリンカータンパク質であ

る 50-53 。また、プレクチンの機能として、微小管や中間径フィラメントを含む多くの

細胞骨格タンパク質と結合し、細胞骨格ネットワークの確立や動的な調節に関わるこ

とが知られている。プレクチンは、全ての種類の中間径フィラメントやアクチンフィ

ラメントと結合するだけではなく、膜貫通受容体や核膜の構成物と結合したり、細胞

移動や増殖、エネルギー代謝といった既知の役割をもつ幾つかのキナーゼと結合した

りすることが報告されている 52 。さらに細胞競合現象の研究では、変異細胞における

プレクチンは単独培養した時に比べ、正常細胞に囲まれた時に特異的に集積すること

が分かっており、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionにおける制御因子で

あることが判明している 54 。 

 

1.4.4パキシリン 

	 パキシリンは一般的に、細胞と細胞外マトリックスの細胞接着部位の細胞の内側に

局在する足場タンパク質として知られている 55 。また、パキシリンはインテグリンを

介した接着斑の複合体を構成するタンパク質としても報告されている 55 。さらに、微
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小管のアセチル化やゴルジ体の構造、極性をもった細胞の移動を制御するために、パ

キシリンがヒストン脱アセチル化酵素である HDAC6を抑制することも報告されてい

る 56 。細胞競合現象の研究において、変異細胞におけるパキシリンは、変異細胞を単

独培養した時に比べて、正常細胞に囲まれた時に特異的に集積し、正常細胞に囲まれ

た変異細胞の Apical extrusionを制御する上で重要な因子であることが明らかとなって

いる 57 。 

 

1.5 本研究の目的 

	 これまで、哺乳類培養細胞を用いた細胞競合に関する研究において、ミオシン-IIの

活性が変異細胞の正常上皮細胞層からの排除に重要な役割を担うことが示されてき

た。しかし、正常細胞に囲まれた変異細胞におけるミオシン-IIの局在やその制御メカ

ニズム等、細胞競合現象に対する詳細な働きについては未だ明らかになっていない点

が多く残っている。そこで本研究では、MDCK細胞を用いて、1) 正常上皮細胞に囲ま

れた変異細胞におけるミオシン-IIが、変異細胞の正常上皮細胞層からの逸脱に対する

作用を明らかにすること、2) 正常細胞と変異細胞の混合培養条件下において、ミオシ

ン-IIと結合するタンパク質の探索及び同定、を目的として本研究を進めた (図 5) 。 
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図 5 実験手順 

MDCK正常細胞; 極性をもつ上皮単細胞層を形成する哺乳類培養細胞、MDCK-pTR 

GFP-cSrcY527F変異細胞; テトラサイクリン誘導性の GFPタグをもつ発がん性

cSrcY527Fを発現させる MDCK細胞。 

正常細胞に囲まれた変異細胞において、条件特異的にどのような変化が生じ、正常細

胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionに影響を及ぼすのか調べた。 

MDCK正常細胞 MDCK-pTR cSrcY527F 
変異細胞 

正常細胞と変異細胞の混合培養 

50:1 

テトラサイクリンの添加 
による変異の発現 

どのような変化が生じるのか？ 
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第 2 章	 実験方法 

2.1 抗体及び試薬 

	 Rabbit抗 NMHC-IIA (LS-B2802) 抗体は LifeSpan BioSciences, Incより購入した。

Rabbit抗 NMHC-IIA (M 8064) 抗体は Sigma-Aldrichより購入した。前者は免疫蛍光染

色法に利用し、後者はウエスタン・ブロッティング法及び免疫沈降法に利用した。

Mouse抗 EPLIN (sc-136399) 及び Mouse抗β-spectrin (sc-136074) 抗体は、Santa Cruz 

Biotechnologyより購入した。Mouse抗α-spectrin (MAB1622) 抗体及び Mouse抗 actin 

(Clone C4) 抗体は Milliporeより購入した。Alexa-Fluor-568及び-647二次抗体は

ThermoFisher Scientificより購入した。Hoechst 33342 (Life Technologies) は免疫蛍光染

色法にて 1:5,000 の希釈率にて使用した。上記の一次抗体は免疫蛍光染色法にて 1% 

BSAを含んだリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) を用いて 1:100 の割合で希釈した。さら

に、二次抗体は 1:200 の割合で同様に希釈した。Alexa-Fluor-647ファロイジン (Life 

Technologies) は 1.0 U ml−1 の濃度にて使用した。ウエスタン・ブロッティング法で

は、全ての一次抗体を 1:1,000 の希釈率で、二次抗体も 1:1,000 の希釈率で使用し

た。本研究にて使用した阻害剤は以下の通りである；サイトカラシン D (Sigma-

Aldrich, 100 nM) 及びブレビスタチン (Millipore, 30 µM) 。DMSO (Sigma-Aldrich) はコ

ントロールとして添加した。 
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2.2 細胞培養 

	 イヌ腎尿細管上皮細胞由来である MDCK及び MDCK-pTR GFP-cSrcY527F、ts-Src 

MDCK細胞は先行研究と同様の方法を用いて培養した 19, 44 。EPLIN-shRNAを恒常的

に発現させた MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞は先行研究にて用いた shRNAを利用し

て樹立した 44 。NMHC-IIA-shRNAもしくはβ-spectrin-shRNAを恒常的に発現させた

MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞は以下の配列の shRNAを用いて樹立した。 

NMHC-IIA-shRNA 配列をコードする⼆重鎖 DNA 断⽚ (NMHC-IIA-shRNA sequences 

(NMHC-IIA -shRNA1: 5ʹ-GATCCCC GCTGCTAAGAAGCTGGTAT TTCAAGAGA 

ATACCAGCTTCTTAGCAGC TTTTTC-3ʹ and 5ʹ-

TCGAGAAAAAGCTGCTAAGAAGCTGGTAT 

TCTCTTGAAATACCAGCTTCTTAGCAGCGGG-3ʹ or NMHC-IIA-shRNA2: 5ʹ-

GATCCCCGCAACTGACAGCCATGAAATTCAAGAGATTTCATGGCTGTCAGTTGCTTT

TTC-3ʹ and 5ʹ-

TCGAGAAAAAGCAACTGACAGCCATGAAATCTCTTGAATTTCATGGCTGTCAGTTG

CGGG-3ʹ) or β-spectrin-shRNA sequences (β-spectrin-shRNA1: 5ʹ-

GATCCCCGCACAGGTTTGAGAGCCTTTTCAAGAGAAAGGCTCTCAAACCTGTGCTT

TTTC-3ʹ and 5ʹ-

TCGAGAAAAAGCACAGGTTTGAGAGCCTTTCTCTTGAAAAGGCTCTCAAACCTGTG

CGGG -3ʹ	or β-spectrin-shRNA2: 5ʹ-GATCCCCGCACACTACATTTGAGCAT 

TTCAAGAGAATGCTCAAATGTAGTGTGCTTTTTC-3ʹ and 5ʹ-

TCGAGAAAAAGCACACTACATTTGAGCATTCTCTTGAAATGCTCAAATGTAGTGTG

CGGG-3ʹ)) は pSUPER.neo + gfp (Oligoengine) の BglII 部位と XhoI 部位に挿⼊されてい

る。MDCK-pTR GFP-cSrcY527F 細胞に Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を⽤いて、
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pSUPER.neo + gfp NMHC-IIA-shRNA もしくはβ-spectrin-shRNA を遺伝⼦導⼊させた。

その後、5 µg ml−1 blasticidin (InvivoGen) 及び 400 µg ml−1 zeocin (InvivoGen) 、

800 µg ml−1 G418 (Life Technologies) を含む培養液で抗⽣物質選択を⾏なった。GFP-

cSrcY527F の発現を誘導させるため、テトラサイクリン誘導型 MDCK-pTR GFP-

cSrcY527F 細胞を 2 µg ml−1 テトラサイクリン (Sigma-Aldrich) を⽤いて処理した。阻

害剤添加実験では、2.1. の項にて述べた阻害剤をテトラサイクリンとともに添加し

た。テトラサイクリン添加後は 16 もしくは 24 時間細胞を培養した。免疫蛍光染⾊

法もしくは正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusion を解析するために、細胞を

Type-I collagen をマウントさせたカバーガラスに播種した。Type-I collagen (Cellmatrix 

Type I-A) は新⽥ゼラチンにて購⼊し、メーカーの説明に基づいて最終濃度が 

2 mg ml−1 となるように氷上で中和させて使⽤した。 
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2.3 免疫蛍光染色法 

	 MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞を MDCK細胞と 1:50 の割合で混合させ、先行研究

と同様の方法でコラーゲンマトリックス上にて培養した 19 。免疫蛍光染色法にて解析

するために、単層形成するまで混合した細胞を	8 から 12 時間培養した。その後、16 

時間テトラサイクリン処理を行った。 

	 テトラサイクリンで処理した後、PBSを溶媒とした 4%パラフォルムアルデヒドで

細胞を固定させ、PBS を溶媒とした 0.5% Triton X-100にて透過処理を行い、PBSを

溶媒とした 1% BSAにてブロッキングを行なった。一次抗体は 2 時間インキュベー

トし、二次抗体は 1 時間インキュベートした。それぞれの作業を全て、室温にて行っ

た。 

	 免疫蛍光染色した画像は Olympus FV1200システムと Olympus FV10-ASWソフトウ

ェアにて取得した。免疫蛍光染色の蛍光強度を定量化するために、各実験で 1 つのサ

ンプルに対する 30 個以上の変異細胞の解析を MetaMorph (Molecular Devices) ソフト

ウェアを用いて行った。 

	 変異細胞の Apical extrusion実験の解析を行う上では、サンプルは上記の通り行い、

テトラサイクリンは 24 時間処理した。各実験にて 1 つのサンプルに対する変異細胞

を 30	個以上の細胞を解析し、管腔側へ逸脱した細胞を定量化した。 
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2.4 免疫沈降法及びウエスタン・ブロッティング法 

	 免疫沈降法を行うために、MDCK細胞	0.9 × 107 個と MDCK ts-Src細胞もしくは

MDCK-pTR cSrcY527F細胞各々	0.9 × 107 個の混合培養、そして MDCK細胞もしくは

ts-Src MDCK細胞、MDCK-pTR cSrcY527F細胞各々	1.8 × 107 個を	14.5-cmの培養皿に

播種した。これらのサンプルを各実験にて 14.5-cmの培養皿 1 もしくは 2 枚分を用

いた。その後、細胞が単層を形成するまで図 15 の実験では 40.5°Cにて、図 16-18 

の実験では 37°Cにて 9 時間培養した。その後、図 15 では ts-Srcの活性を誘導する

ために 35°Cで、図 16-18 では cSrcY527Fの活性を誘導するためにテトラサイクリン

を添加して 37°Cで培養した。図	15 の実験では 35°Cにて	14 時間、図 16-18 の実

験ではテトラサイクリン添加後 37°Cで 16 時間培養した後、1 mM Na3VO4を含む ice-

cold	PBS で細胞を洗浄し、1 mM Na3VO4及び	10 mM NaF、5 µg ml−1 leupeptin、1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride、7.2 trypsin inhibitor unitsの aprotininを含む Triton X-100 

lysis buffer (20 mM Tris-HCl [pH 7.5]、150 mM NaCl、1% Triton X-100) を用いて 30 分

間、回収した細胞を溶解し、ライセートを作製した。細胞ライセートを	21,500 gで 

10 分間遠心した後、まず上清を Protein G sepharaoseを用いて 4°Cにて 30 分間 pre-

clearを行った。次に、pre-clearされた細胞ライセートを、control rabbit IgG (5 もしく

は 10 µg) を結合させた Dynabeads protein G (Life Technologies) と 4°Cで	30	分間イン

キュベートし、最後に rabbit抗 NMHC-IIA抗体 (5 もしくは	10 µg) と結合した

Dynabeads Protein Gと 4°Cで 1 時間免疫沈降させた。免疫沈降化したタンパク質を

SDS-PAGE法にて処理し、SYPRO® Rubyタンパク質ゲル染色試薬	(Life Technologies) 

もしくは 2.1 にて記述した抗体を用いたウエスタン・ブロッティング法を行った。

SYPRO® Rubyタンパク質ゲル染色法はメーカーの説明に基づいた方法で行った。ウエ

スタン・ブロッティング法は先行研究と同様の方法を用いて行った 58 。一次抗体は	
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1:1000 の希釈率にて使用した。染色したゲル及びウエスタン・ブロッティングのデー

タは ImageQuantTM LAS4010 (GE healthcare) を用いて解析した。 

	 検出したタンパク質のバンドは、先行研究にて行なった同様の方法での質量分析法

により同定した	29	。NMHC-IIA及びβ-spectrin、EPLINのノックダウン効率を調べるた

めに、NMHC-IIA-shRNAもしくはβ-spectrin-shRNA、EPLIN-shRNAを恒常的に発現さ

せた MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞を	6-well dishes (Corning) 上に細胞を播種した。

播種した 12 から 24 時間後、細胞を以下のタンパク質分解酵素阻害剤を含む Triton 

X-100 lysis bufferで溶解した (5 µg ml−1 leupeptin, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and 

7.2 trypsin inhibitor units of aprotinin) 。その後、SDS-PAGE sample buffer にて直接煮沸

した。  

 

2.5 データ解析 

	 データを解析するために、両側のスチューデントの t検定は統計解析の P値を決定

するために行われた。 
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第 3 章	 正常上皮細胞層に囲まれた変異細胞におけるミオシン-II

の局在の変化とその役割 

3.1 背景 

	 哺乳類細胞を用いた細胞競合に関する先行研究において、正常上皮細胞に囲まれた

Src及び Ras変異細胞は上皮細胞層の頂端部へと逸脱し、排除されることが明らかとな

っている。また、これまでに正常細胞に囲まれた変異細胞内や変異細胞に隣接する正

常細胞における様々な細胞骨格タンパク質の変化やそれらの相互作用を解明してき

た。しかし、それらの細胞競合現象に対する機能は、未だに明らかとなっていない点

も多く存在する。また、正常細胞に囲まれた変異細胞の管腔側への逸脱は、変異細胞

を単独培養させた場合には生じず、正常細胞に囲まれた時に特異的に生じることが知

られている、したがって、この変異細胞の逸脱現象は変異細胞とそれと隣接する正常

細胞は互いに認識し合うことによって生じると考えられる。しかし、どのようにして

正常細胞と変異細胞が相互に認識しあうのか、そのメカニズムも未だ判明していな

い。 

	 ミオシン-IIはあらゆる細胞において、物理的な働きを行う上で重要なタンパク質で

あり、細胞移動や細胞分裂、細胞の形態変化などに対して重要な役割を担う 32-34 。こ

れまでの細胞競合現象に関する研究では、正常細胞に囲まれた変異細胞においてミオ

シン-IIの軽鎖のリン酸化が条件特異的に亢進することが分かっている 19, 20 。この結果

より、変異細胞内のミオシン-IIの軽鎖のリン酸化が正常細胞に囲まれた変異細胞の

Apical extrusionに関わると考えられる。また、変異細胞を正常細胞に囲ませた状態で

ミオシン-IIの活性阻害剤であるブレビスタチンを添加すると、正常細胞に囲まれた変

異細胞の Apical extrusionの効率が低下することも明らかとなっている 20 。この結果か
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ら、変異細胞もしくはそれに隣接する正常細胞のどちらかのミオシン-IIの活性が正常

細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionに重要であることが分かる。しかし、ミオ

シン-II自体の局在の変化は、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionに対して

重要であるかどうか、未だ明らかとなっていない。本研究では、ミオシン-IIの活性だ

けでなく、正常細胞に囲まれた変異細胞におけるミオシン-IIの局在が変異細胞の

Apical extrusionに対してどのような働きを及ぼすのかについて明らかにした。 

	  

3.2 正常細胞に囲まれた変異細胞において、NMHC-IIAが細胞非自律的に 

集積する 

	 MDCK正常細胞に囲まれた MDCK-pTR GFP-cSrcY527F変異細胞の Apical extrusion

に対するミオシン-IIの局在の変化を明らかにするため、非筋肉型ミオシン-IIの重鎖 

(NMHC-IIA) の局在について免疫蛍光染色法にて調べた。すると、Src変異細胞が正常

上皮細胞によって囲まれると、NMHC-IIAが Src変異細胞において強く集積すること

が分かった (図 6) 。また、Src変異細胞が単独で存在する場合には、NMHC-IIAの局

在は観察されず、免疫蛍光染色による NMHC-IIAの蛍光強度は正常細胞のそれと同等

の結果になった (図 6b) 。この結果より、Src変異細胞に隣接する正常細胞の存在が

変異細胞における NMHC-IIAの集積を細胞非自律的に誘導することが示唆された。ま

た、NMHC-IIAの集積は正常細胞に囲まれた RasV12変異細胞でも生じる (図 7) 。

RasV12変異細胞においても、単独培養時より正常細胞に囲まれた時により強く集積し

た。しかし、Src変異細胞に比べると、正常細胞に囲まれた Ras変異細胞内の集積は弱

かった (図 6, 7) 。したがって、本研究では主に Src変異細胞を用いて、正常細胞に囲

まれた変異細胞の Apical extrusionに対する NMHC-IIAの役割に注目した。 
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図 6 正常細胞に囲まれた Src変異細胞内の NMHC-IIAの集積 

(a) MDCK細胞と共培養もしくは単独培養させた MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞の免

疫蛍光染色画像。テトラサイクリンによって 16 時間処理して Src変異を発現させ、

NMHC-IIA（赤）と細胞核（青）を染色した。スケールバーは 10 µmである。(b) 

NMHC-IIAの蛍光強度の定量。データは 3 回の独立した実験から得られた平均値±SD

で表した。*P<0.05 (Student t-test)。1 回の実験で 30 個以上の細胞を解析した。 
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図 7 正常細胞に囲まれた Ras変異細胞内の NMHC-IIAの集積 

(a) MDCK細胞と共培養もしくは単独培養させた MDCK-pTR RasV12変異細胞の免疫

蛍光染色画像。テトラサイクリンによって 16 時間処理して Ras変異を発現させ、

NMHC-IIA（赤）と細胞核（青）を染色した。スケールバーは 10 µmである。 (b) 

NMHC-IIAの蛍光強度の定量。データは 3 回の独立した実験から得られた平均値±SD

で表した。*P<0.05 (Student t-test)。 1 回の実験で 30 個以上の細胞を解析した。 
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3.3 変異細胞における NMHC-IIAの集積が正常細胞に囲まれた Src変異細胞の

管腔側への逸脱に積極的な役割を担う 

	 正常細胞に囲まれた Src変異細胞における NMHC-IIAが、変異細胞の Apical 

extrusionに重要かどうか調べるために、まず NMHC-IIAノックダウン Src変異細胞を

樹立した (図 8) 。樹立したノックダウン変異細胞を用いて、正常細胞に囲まれた Src

変異細胞の Apical extrusion効率を調べた。すると、Src変異細胞における NMHC-IIA

の発現を抑制させることで、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusion効率が低

下することが分かった (図 9) 。したがって、正常細胞に囲まれた Src変異細胞の

Apical extrusionに対して、変異細胞における NMHC-IIAの集積が重要な役割を果たす

ことが明らかとなった。これらの結果は、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical 

extrusionを制御するのはミオシン-IIの活性だけでなく、ミオシン-IIの局在の変化も関

係するということを意味する。 
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図 8 NMHC-IIAノックダウン Src変異細胞の樹立 

NMHC-IIA-shRNA1もしくは-shRNA2を恒常的に発現させた MDCK-pTR GFP-

cSrcY527F細胞株の樹立。各々の NMHC-IIA-ノックダウン変異細胞株のライセートを

抗 NMHC-IIA抗体を用いたウエスタン・ブロッティング法によって解析した。 
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図 9 NMHC-IIAノックダウン Src変異細胞を用いた変異細胞の逸脱 

正常細胞に囲まれた変異細胞の逸脱に対する NMHC-IIAのノックダウンの効果。

MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞及び MDCK-pTR GFP-cSrcY527F NMHC-IIA-shRNA1

もしくは-shRNA2細胞を MDCK正常細胞と共培養し、テトラサイクリンで 24 時間処

理し、正常細胞に囲まれた変異細胞の逸脱を解析した。データは 3 回の独立した実験

から得られた平均値±SDで表した。*P<0.05; **P<0.005 (Student t-test) 。1 回の実験で 

30 個以上の細胞を解析した。 
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3.4 変異細胞における NMHC-IIAの集積は F-アクチンに非依存的である 

	 これまでの実験において、F-アクチンは正常細胞に囲まれた Src及び Ras変異細胞

内で、条件特異的な集積を確認することができなかった 18, 19 。また一般的に、ミオシ

ン-IIはアクチン結合タンパク質として知られている。しかし、正常細胞に囲まれた変

異細胞における F-アクチンと NMHC-IIAの集積の変化が異なっていた。したがって、

正常細胞に囲まれた Src変異細胞における NMHC-IIAの集積は、F-アクチンに依存し

ているのかどうかは不明であった。 

	 そこで、アクチン重合阻害剤であるサイトカラシン Dを添加することによって、正

常細胞に囲まれた Src変異細胞における NMHC-IIAの集積がどのように変化が生じる

かどうか調べた。その結果、サイトカラシン Dの添加は、正常細胞に囲まれた Src変

異細胞における NMHC-IIAの集積に対して有意に影響を及ぼさなかった (図 10) 。し

たがって、正常細胞に囲まれた変異細胞における NMHC-IIAの集積は F-アクチンに依

存しないことが分かった。 
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図 10 サイトカラシン D添加時の Src変異細胞における NMHC-IIAの 

集積の変化 

(a) MDCK細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞を共培養させ、テトラサイクリン

と、サイトカラシン Dもしくは DMSOによって 16 時間処理し、NMHC-IIA（赤） 

とアクチン（白）、細胞核（青）を染色した。スケールバーは 10 µm である。 

(b) 変異細胞内の NMHC-IIAの蛍光強度の定量。データは 3 回の独立した実験から得

られた平均値±SDで表した。n.s.: not significant (Student t-test) 。1 回の実験で 30 個以

上の細胞を解析した。 
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3.5 変異細胞における NMHC-IIAの集積はミオシン-IIの活性に依存的である 

	 本章の研究において、正常細胞に囲まれた Src変異細胞内における NMHC-IIAは集

積することが分かった。また、これまでの細胞競合現象に関する研究により、ミオシ

ン-IIの活性を抑制するブレビスタチンの添加によって、正常細胞に囲まれた変異細胞

の Apical extrusion効率が低下し、ミオシン-IIの活性が変異細胞の Apical extrusionに重

要であることが判明している 20 。しかし、正常細胞に囲まれた Src変異細胞における

NMHC-IIAの集積とミオシン-IIの活性にどのような関係性があるのか未だ明らかとな

っていない。 

	 そこで、ブレビスタチンを添加することにより、正常細胞に囲まれた Src変異細胞

の NMHC-IIAの集積にどのような変化が生じるのか調べた。すると、ブレビスタチン

の添加によって、正常細胞に囲まれた変異細胞内の NMHC-IIAの集積が有意に変化す

ることが分かった (図 11) 。したがって、正常細胞に囲まれた Src変異細胞における

NMHC-IIAの集積は、ミオシン-IIの活性に依存することが分かった。 
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図 11 ブレビスタチン添加時の Src変異細胞における NMHC-IIAの集積 

の変化 

(a) MDCK細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞を共培養させ、テトラサイクリン

と、ブレビスタチンもしくは DMSOによって 16 時間処理し、NMHC-IIA（赤）と細

胞核（青）を染色した。スケールバーは 10 µm である。(b) 変異細胞内の NMHC-IIA

の蛍光強度の定量。データは 3 回の独立した実験から得られた平均値±SDで表した。

*P<0.05 (Student t-test) 。 1 回の実験で 30 個以上の細胞を解析した。 
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3.6 正常細胞に囲まれた変異細胞における NMHC-IIAと EPLINの 

相互作用 

	 これまでの細胞競合現象の研究では、正常細胞に囲まれた変異細胞において EPLIN

が細胞非自律的に集積し、正常細胞層からの変異細胞の Apical extrusionに重要である

ことが判明している 44 。そこで、EPLINと同様、正常細胞に囲まれた変異細胞内で細

胞非自律的に集積する NMHC-IIAとどのように相互作用するのかどうか、免疫蛍光染

色法により調べた。 

	 まず、正常細胞に囲まれた Src変異細胞における NMHC-IIAが EPLINの集積を制御

するのかどうか、NMHC-IIAノックダウン Src変異細胞を用いて変異細胞内の EPLIN

の集積の変化を調べた。すると、Src変異細胞における NMHC-IIAの発現を低下させ

ても、正常細胞に囲まれた Src変異細胞における EPLINの集積に有意な変化はなかっ

た (図 12) 。 

	 さらに、正常細胞に囲まれた Src変異細胞内の EPLINが NMHC-IIAの集積を制御す

るのかどうか、EPLINノックダウン Src変異細胞を樹立して (図 13) 、変異細胞内の

NMHC-IIAの集積の変化を調べた。すると、変異細胞における EPLINの発現を低下さ

せても、正常細胞に囲まれた変異細胞の NMHC-IIAの集積は有意に変化しないことが

分かった (図 14) 。したがって、正常細胞に囲まれた Src変異細胞における NMHC-

IIAの集積は EPLINの集積とは相互作用を示さないことが明らかとなった。 
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図 12 正常細胞に囲まれた NMHC-IIAノックダウン Src変異細胞における

EPLINの集積の変化 

(a) MDCK細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞もしくは NMHC-IIAノックダウン

Src変異細胞を共培養させた免疫蛍光染色画像。テトラサイクリンによって 16 時間処

理し、EPLIN（赤）と NMHC-IIA（白）、細胞核（青）を染色した。スケールバーは 

10 µmである。 (b) 変異細胞内の EPLINの蛍光強度の定量。データは 3 回の独立し

た実験から得られた平均値±SDで表した。 n.s.: not significant (Student t-test) 。 1 回の

実験で 30 個以上の細胞を解析した。 
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図 13 EPLINノックダウン Src変異細胞の樹立 

EPLIN-shRNA1を恒常的に発現させた MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞株の樹立。各々

の EPLINノックダウン変異細胞株のライセートを、抗 EPLIN抗体を用いたウエスタ

ン・ブロッティング法によって解析した。 
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図 14 正常細胞に囲まれた EPLINノックダウン Src変異細胞における 

NMHC-IIAの集積の変化 

(a) MDCK細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞もしくは EPLINノックダウン Src変

異細胞を共培養させた免疫蛍光染色画像。テトラサイクリンによって 16 時間処理

し、EPLIN（赤）と NMHC-IIA（白）、細胞核（青）を染色した。スケールバーは 10 

µmである。 (b)変異細胞内の NMHC-IIAの蛍光強度の定量。データは 3 回の独立し

た実験から得られた平均値±SDで表した。n.s.: not significant (Student t-test) 。 1 回の

実験で 30 個以上の細胞を解析した。 
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3.7 本章の小括 

	 第 3 章の結果をまとめる。正常細胞に囲まれた変異細胞において、NMHC-IIAは細

胞非自律的に集積することが分かった。さらに、正常細胞に囲まれた Src変異細胞の

Apical extrusionに対するミオシン-IIの集積の役割を調べるため、NMHC-IIA-shRNAを

恒常的に発現させる cSrcY527F変異細胞を樹立した。樹立した NMHC-IIAノックダウ

ン変異細胞を用いて、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusion効率を調べたと

ころ、Src変異細胞の Apical extrusion効率は大きく減少した。これは NMHC-IIAが正

常細胞に囲まれた Src変異細胞の Apical extrusionに重要な役割を担うことを示してい

る。また、正常細胞に囲まれた変異細胞内の NMHC-IIAの集積は、F-アクチンに対し

て非依存的であることが分かった。さらに、正常細胞に囲まれた変異細胞内の NMHC-

IIAの集積は、ミオシン-IIの活性には依存していることも判明した。 

	 また、これまでの細胞競合現象に関する研究により、正常細胞に囲まれた変異細胞

において EPLINが NMHC-IIAと同様に細胞非自律的に集積し、変異細胞の Apical 

extrusionに重要な働きをすることが示されている。そこで、新たに細胞競合マーカー

タンパク質として着目した NMHC-IIAと EPLINは相互作用するのか、それぞれのノッ

クダウン変異細胞を用いて調べた。その結果、正常細胞に囲まれた Src変異細胞にお

いて集積した NMHC-IIAと EPLINは相互に作用し合わないことが確認された。したが

って、EPLINと NMHC-IIAは正常細胞に囲まれた Src変異細胞において、それぞれ異

なる作用機序により、Src変異細胞の Apical extrusionに影響を及ぼすのではないかと

考えられる。この点については、第 5 章でも議論したい。 
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第 4 章	 正常細胞と変異細胞の混合培養条件下において 

ミオシン-IIと結合するタンパク質の同定 

4.1 背景 

	 前章の研究において、正常細胞に囲まれた変異細胞内の NMHC-IIAの集積が、変異

細胞の Apical extrusionに重要であることが分かった。この集積した NMHC-IIAは正常

細胞に囲まれた変異細胞において、他のタンパク質と結合して複合体を形成し、変異

細胞の Apical extrusionに関与する可能性が考えられる。 

	 そこで、正常細胞と変異細胞の混合培養条件下において、NMHC-IIAと結合するタ

ンパク質の探索及び同定、その条件特異的な局在の変化について調べた。また、同定

したタンパク質が、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionにどのように関わ

るのかについても調べた。 

 

4.2 正常細胞と変異細胞の混合培養条件下における NMHC-IIAと 

強く結合するタンパク質としてのα-spectrinの同定 

	 正常細胞と変異細胞の混合培養条件下で、NMHC-IIAと条件特異的に結合するタン

パク質を同定するため、抗 NMHC-IIA抗体を用いた免疫沈降法にて調べた。さらに、

SDS-PAGE及び SYPRO® Rubyタンパク質ゲル染色法により、単独培養時に比べて混

合培養条件下で NMHC-IIAと強く結合するタンパク質のバンドを確認した (図 15) 。

さらに、検出したタンパク質がどのようなものなのか、質量分析法により調べたとこ

ろ、混合培養条件下において NMHC-IIAと強く結合するタンパク質として、α-spectrin

を同定した。また、ウエスタン・ブロッティング法により単独培養の時に比べ、混合
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培養条件下においてα-spectrinが NMHC-IIAとより強く結合することが示唆された (図 

16) 。ただし、ウエスタン・ブロッティング法によるα-spectrinの検出を確認する実験

での再現性が低かったため、今後も検証を重ねる必要があると考える。また、私の所

属する研究室にて所有する抗α-spectrin抗体を用いた免疫蛍光染色法にて、MDCK細

胞におけるα-spectrinを特異的に検出することができなかった (図 17) 。 

	 α-spectrinはβ-spectrinとヘテロ四量体を形成することが、一般的に知られている。

そこで、β-spectrinも正常細胞と変異細胞の混合培養条件下において、特異的に

NMHC-IIAと結合するタンパクであるかどうか、抗 NMHC-IIA抗体を用いた免疫沈降

法及びウエスタン・ブロッティング法により調べた。すると、β-spectrinも混合培養条

件下において NMHC-IIAと強く結合するすることが分かった (図 18) 。 

	 さらに、正常細胞と変異細胞の混合培養条件下で NMHC-IIAと特異的に強く結合し

たβ-spectrinは MDCK由来のものなのか、それとも Src変異細胞由来なのか調べた。

そのために、β-spectrinノックダウン Src変異細胞を樹立し (図 19) 、抗 NMHC-IIA抗

体を用いた免疫沈降法によって、正常細胞とβ-spectrinノックダウン Src変異細胞の混

合培養を、正常細胞と Src変異細胞の混合培養の条件と比較したところ、混合培養条

件下で NMHC-IIAと強く結合するβ-spectrinは Src変異細胞由来であることが分かった 

(図 20) 。 
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図 15 正常細胞と変異細胞の混合培養条件下において、NMHC-IIAとの結合が

増加するタンパク質α-spectrinの同定 

抗 NMHC-IIA抗体を用いた免疫沈降タンパク質を SYPRO® Rubyタンパク質ゲル染色

法により、タンパク質の染色を行なった (8% SDS-PAGE) 。細胞は三種類の異なる条

件で培養した；i) MDCK正常細胞の単独培養、ii) MDCK正常細胞と MDCK-pTR GFP-

cSrcY527F変異細胞の混合培養、iii) MDCK-pTR GFP-cSrcY527F変異細胞の単独培養。

cSrcY527Fの発現誘導から 16 時間後に、細胞ライセートを control IgG及び抗 NMHC-

IIA抗体を用いて免疫沈降した。 
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図 16 正常細胞と変異細胞の混合培養条件下における NMHC-IIAとα-spectrin

の共免疫沈降 

細胞は三種類の異なる条件で培養した。i) MDCK正常細胞の単独培養、ii) MDCK正常

細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F変異細胞の混合培養、iii) MDCK-pTR GFP-

cSrcY527F変異細胞の単独培養。cSrcY527Fの発現誘導から 16 時間後に、細胞ライセ

ートを control IgG及び抗 NMHC-IIA抗体を用いて免疫沈降した。その後、抗α-spectrin

抗体を用いたウエスタン・ブロッティング法を行った。 
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図 17 正常細胞に囲まれた Src変異細胞におけるα-spectrinの集積 

MDCK正常細胞と共培養もしくは単独培養させた MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞の

免疫蛍光染色画像。テトラサイクリンによって 16 時間処理し、α-spectrin（赤）と細

胞核（青）を染色した。スケールバーは 10 µmである。 

α-spectrincSrcY527F
MDCK:cSrcY527F=50:1 

Merge 

cSrcY527F cells alone
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図 18 正常細胞と変異細胞の混合培養条件における NMHC-IIAとβ-spectrinの 

共免疫沈降 

細胞は 3 種類の異なる条件で培養した。i) MDCK正常細胞の単独培養、ii) MDCK正

常細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F変異細胞の混合培養、iii) MDCK-pTR GFP-

cSrcY527F変異細胞の単独培養。cSrcY527Fの発現誘導から 16 時間後に、細胞ライセ

ートを control IgG及び抗 NMHC-IIA抗体を用いて免疫沈降した。その後、抗β-spectrin

抗体を用いたウエスタン・ブロッティング法を行った。 
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図 19 β-spectrinノックダウン Src変異細胞の樹立 

β-spectrin-shRNA1もしくは-shRNA2を恒常的に発現させた MDCK-pTR GFP-cSrcY527F

細胞株の樹立。各々のβ-spectrinノックダウン細胞株のライセートを抗β-spectrin抗体を

用いたウエスタン・ブロッティング法によって解析した。 
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図 20 正常細胞と変異細胞の混合培養条件下において NMHC-IIAと強く結合

したβ-spectrinは Src変異細胞側で結合する 

NMHC-IIAとβ-spectrinの共免疫沈降における Src変異細胞内のβ-spectrinのノックダウ

ンの効果。細胞は 2 種類の異なる条件で混合培養した。i) MDCK正常細胞と 

MDCK-pTR GFP-cSrcY527F 変異細胞の混合培養、ii) MDCK正常細胞と MDCK-

pTR GFP-cSrcY527F β-spectrin-shRNA1変異細胞の混合培養。混合培養した細胞をテト

ラサイクリン添加後、16 時間培養し、細胞ライセートを control IgG及び抗 NMHC-IIA

抗体を用いて免疫沈降した。その後、抗β-spectrin抗体を用いたウエスタン・ブロッテ

ィング法を行った。 
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4.3 正常細胞に囲まれた変異細胞においてβ-spectrinが細胞非自律的に 

集積する 

	 私の所属する研究室にて所有する抗α-spectrin抗体は、MDCK細胞を用いた免疫蛍

光染色法にて使用することができなかった。しかし、抗β-spectrin抗体では使用でき

た。そこで、抗β-spectrin抗体を用いて、正常細胞に囲まれた変異細胞におけるスペク

トリンの局在の変化について免疫蛍光染色法により調べた。すると、Src変異細胞が正

常上皮細胞によって囲まれると、β-spectrinが Src変異細胞の管腔側に強く集積するこ

とが分かった (図 21) 。また、Src変異細胞が単独で存在する際、β-spectrinの局在は

観察されず、免疫蛍光染色によるβ-spectrinの蛍光強度は正常細胞のそれと同等であっ

た。また、正常細胞に囲まれた Ras変異細胞でのβ-spectrinの集積についても調べたと

ころ、Src変異細胞を用いた場合に比べて正常細胞に囲まれた際に強く集積しないこと

が示唆された (図 22) 。 
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図 21 正常細胞に囲まれた Src変異細胞におけるβ-spectrinの集積 

(a) MDCK細胞と共培養もしくは単独培養させた MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞の免

疫蛍光染色画像。テトラサイクリンによって 16 時間処理し、β-spectrin（赤）と細胞

核（青）を染色した。スケールバーは 10 µmである。 (b) β-spectrinの蛍光強度の定

量。データは 3 回の独立した実験から得られた平均値±SDで表した。*P<0.05 

(Student t-test) 。 1 回の実験で 30 個以上の細胞を解析した。 
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図 22 正常細胞に囲まれた Ras変異細胞におけるβ-spectrinの集積 

MDCK細胞と共培養もしくは単独培養させた MDCK-pTR RasV12細胞の免疫蛍光染色

画像。テトラサイクリンによって 16 時間処理し、β-spectrin（赤）と細胞核（青）を

染色した。スケールバーは 10 µmである。 

β-spectrinRasV12
MDCK:RasV12=50:1 

Merge 

RasV12 cells alone
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4.4 変異細胞におけるβ-spectrinの集積が正常細胞に囲まれた変異細胞の管腔側

への逸脱に積極的な役割を担う 

	 変異細胞におけるβ-spectrinが正常細胞に囲まれた Src変異細胞の Apical extrusionに

重要かどうか調べるため、β-spectrinノックダウン Src変異細胞を用いて、正常細胞に

囲まれた Src変異細胞における Apical extrusion効率を調べた。すると、Src変異細胞に

おけるβ-spectrinの発現を抑制することで、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical 

extrusion効率が低下することが分かった (図 23) 。したがって、正常細胞に囲まれた

変異細胞の Apical extrusionに対して、変異細胞内のスペクトリンの集積が重要な役割

を果たしているということが明らかとなった。 
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図 23 β-spectrinノックダウン Src変異細胞を用いた変異細胞の逸脱 

正常細胞に囲まれた変異細胞の逸脱に対するβ-spectrinのノックダウンの効果。

MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞及び MDCK-pTR GFP-cSrcY527F β-spectrin-shRNA1or-

shRNA2細胞を MDCK正常細胞と共培養し、テトラサイクリンで 24 時間処理し、変

異細胞の逸脱を解析した。データは 3 回の独立した実験から得られた平均値±SDで表

した。*P<0.05 (Student t-test) 。1 回の実験で 30 個以上の細胞を解析した。 
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4.5 変異細胞におけるβ-spectrinの集積は F-アクチンに非依存的である 

	 スペクトリンも ミオシン-IIと同様にアクチン結合タンパク質として一般的に知ら

れている。しかし、第 3 章での結果で、正常細胞に囲まれた Src変異細胞における

NMHC-IIAの集積が F-アクチンに対して非依存的であることが分かった。しかし、正

常細胞に囲まれた Src変異細胞内で集積するβ-spectrinは F-アクチンに依存しているか

どうか不明であり、この点も明らかにする必要がある。 

	 そこで、アクチン重合阻害剤であるサイトカラシン Dを添加することで、正常細胞

に囲まれた Src変異細胞において集積したβ-spectrinにどのような変化が生じるのか、

免疫蛍光染色法により調べた。その結果、サイトカラシン Dを添加することで、正常

細胞に囲まれた Src変異細胞におけるβ-spectrinの集積にも有意に影響を及ぼさなかっ

た (図 24) 。したがって、正常細胞に囲まれた変異細胞におけるβ-spectrinの集積も

NMHC-IIAの集積と同様に、F-アクチンと非依存的であることが分かった。 
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図 24 サイトカラシン D添加時の Src変異細胞におけるβ- spectrinの集積 

の変化 

(a) MDCK 細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F 細胞を混合培養させ、テトラサイクリン

と、サイトカラシン Dもしくは DMSOによって 16 時間処理し、β-spectrin（赤）と細

胞核（青）、アクチン (白) を染色した。スケールバーは 10 µmである。 (b) 変異細胞

内の NMHC-IIAの蛍光強度の定量。データは 3 回の独立した実験から得られた平均値

±SDで表した。n.s.: not significant (Student t-test) 。 1 回の実験で 30 個以上の細胞を解

析した。 
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4.6 変異細胞におけるβ-spectrinの集積はミオシン-IIの活性に依存的である 

	 第 3 章において、正常細胞に囲まれた変異細胞における NMHC-IIAの集積は、ミ

オシン-IIの活性に依存的であった。では、正常細胞と変異細胞の混合培養条件下にお

いて、NMHC-IIAと強く結合するβ-spectrinはミオシン-IIの活性とどのような関係があ

るのかどうか調べる必要があると考えた。 

	 そこで、正常細胞に囲まれた変異細胞内における NMHC-IIAと結合するβ-spectrinの

集積が、ミオシン-IIの活性に依存しているのかどうか、ミオシン-IIの活性を抑制する

ブレビスタチンを添加して、免疫蛍光染色法により調べた。すると、NMHC-IIAの集

積と同様、ブレビスタチンの添加によって正常細胞に囲まれた Src変異細胞における

β-spectrinの集積が有意に変化した (図 25) 。したがって、正常細胞に囲まれた変異細

胞におけるβ-spectrinの集積も、ミオシン-IIの活性に依存的であることが分かった。 
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図 25 ブレビスタチン添加時の Src変異細胞におけるβ-spectrinの集積の変化 

(a) MDCK 細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F 細胞を混合培養させ、テトラサイクリン

と、ブレビスタチンもしくは DMSOによって 16 時間処理し、β-spectrin（白）と細胞核

（青）を染色した。スケールバーは 10 µmである。 (b) 変異細胞内の NMHC-IIAの蛍

光強度の定量。データは 3 回の独立した実験から得られた平均値±SD で表した。

*P<0.05 (Student t-test)。 1 回の実験で 30 個以上の細胞を解析した。 

DMSO

Blebbistatin

DMSO

Blebbistatin

β-spectrin

MDCK:cSrcY527F=50:1 
Merge Src NMHC-IIA

Merge Src
MDCK:cSrcY527F=50:1 
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4.7 正常細胞に囲まれた変異細胞における NMHC-IIAとβ-spectrin 

の相互作用 

	 本研究での結果より、正常細胞に囲まれた Src変異細胞において NMHC-IIAとβ-

spectrinは共に細胞非自律的に集積することが分かった。しかし、これらの集積したタ

ンパク質は、正常細胞と変異細胞の混合培養条件下において強く結合しているが、相

互に作用しているのかどうかは不明である。そこで、正常細胞に囲まれた変異細胞に

おける NMHC-IIAとβ-spectrinがどのように相互に影響を及ぼすのかどうか、免疫蛍光

染色法により調べた。 

	 まず、変異細胞における NMHC-IIAの発現を低下させると、正常細胞に囲まれた変

異細胞のβ-spectrinの集積がどのように変化するのか、NMHC-IIAノックダウン Src変

異細胞を用いて調べた。すると、正常細胞に囲まれた NMHC-IIAノックダウン Src変

異細胞において、Src変異細胞内のβ-spectrinの集積は減弱した (図 26) 。 

	 次に、変異細胞のβ-spectrinの発現を低下させると、正常細胞に囲まれた変異細胞に

おいて NMHC-IIAの集積がどのように変化するのか、β-spectrinノックダウン Src変異

細胞を用いて調べた。すると、正常細胞に囲まれたβ-spectrinノックダウン Src変異細

胞において、変異細胞内のβ-spectrinの集積は変化しなかった (図 27) 。したがって、

正常細胞に囲まれた Src変異細胞において、β-spectrinの集積は NMHC-IIAの下流で制

御されることが示された。 
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図 26 正常細胞に囲まれた NMHC-IIAノックダウン Src変異細胞における 

β-spectrinの集積の変化 

(a) MDCK細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F細胞もしくは NMHC-IIAノックダウン

Src変異細胞を共培養させた免疫蛍光染色画像。テトラサイクリンによって 16 時間処

理し、β-spectrin（赤）と NMHC-IIA（白）を染色した。スケールバーは 10 µmであ

る。 (b) 変異細胞内のβ-spectrin の蛍光強度の定量。データは 3 回の独立した実験か

ら得られた平均値±SDで表した。*P<0.05 (Student t-test) 。 1 回の実験で 30 個以上

の細胞を解析した。 
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図 27 正常細胞に囲まれたβ-spectrinノックダウン Src変異細胞における

NMHC-IIAの集積の変化 

(a) MDCK 細胞と MDCK-pTR GFP-cSrcY527F 細胞もしくはβ-spectrin ノックダウン Src

変異細胞を共培養させた免疫蛍光染色画像。テトラサイクリンによって 16 時間処理し、

β-spectrin（赤）と NMHC-IIA（白）を染色した。スケールバーは 10 µmである。 (b) 変

異細胞内の NMHC−ΙΙΑの蛍光強度の定量。データは 3 回の独立した実験から得られた

平均値±SDで表した。n.s.: not significant (Student t-test) 。 1 回の実験で 30 個以上の細

胞を解析した。 
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4.8 本章の小括 

	 第 4 章の結果をまとめる。抗 NMHC-IIA抗体を用いた免役沈降法によって、α-

spectrinが正常細胞と Src変異細胞の混合培養条件下において、NMHC-IIAとの結合が

増加することが分かった。さらに、一般的にα-spectrinとヘテロ四量体を形成している

β-spectrinも、正常細胞と変異細胞の混合条件下において、単独培養の時よりも

NMHC-IIAとより強く結合することが分かった。また、混合培養条件下において

NMHC-IIAと強く結合するβ-spectrinは Src変異細胞側に存在することが分かった。さ

らに、正常細胞に囲まれた Src変異細胞におけるβ-spectrinは細胞非自律的に集積する

ことが分かった。 

	 次に、変異細胞で集積したβ-spectrinが、正常細胞に囲まれた Src変異細胞の Apical 

extrusionに対してどのように作用しているのかどうか調べるために、β-spectrin-shRNA

を恒常的に発現させる cSrcY527F変異細胞を樹立した。その後、β-spectrin ノックダウ

ン変異細胞を用いて、正常細胞に囲まれた Src変異細胞における Apical extrusion効率

について調べた。すると、正常細胞に囲まれた Src変異細胞の Apical extrusion効率は

低下し、変異細胞内のβ-spectrinが正常細胞に囲まれた Src変異細胞の Apical extrusion

に重要は働きを及ぼすことが明らかとなった。 

	 スペクトリンはミオシン-IIと同様に、アクチン結合タンパク質として知られてい

る。そこで、アクチン重合阻害剤であるサイトカラシン Dを添加することで、正常細

胞に囲まれた変異細胞に集積したβ-spectrinにどのような変化が生じるのかどうか調べ

たところ、β-spectrinの集積に変化がなかった。したがって、β-spectrinの集積は F-ア

クチンに依存的ではないということが明らかとなった。 

	 正常細胞と変異細胞の混合培養条件下において、β-spectrinと NMHC-IIAが強く結合

し、第 3 章において、正常細胞に囲まれた変異細胞内の NMHC-IIAの集積がミオシ
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ン-IIの活性に依存することが分かっている。したがって、正常細胞に囲まれた Src変

異細胞内のβ-spectrinの集積が、ミオシン-IIの活性によってどのような変化が生じるの

かどうか、ミオシン-IIの活性を抑制するブレビスタチンを用いて調べた。すると、ミ

オシン-IIの活性を抑制させることによって、正常細胞に囲まれた Src変異細胞内のβ-

spectrinの集積も NMHC-IIAと同様に有意に低下した。したがって、正常細胞に囲ま

れた Src変異細胞におけるβ-spectrinの集積は、ミオシン-IIの活性に依存的であること

が示された。 

	 第 3 章にて、NMHC-IIAがβ-spectrinと同様に、正常細胞に囲まれた Src変異細胞に

おいて集積することが判明し、本章では正常細胞と変異細胞の混合培養条件下におい

て、NMHC-IIAとβ-spectrinが強く結合することが明らかとなった。では、正常細胞に

囲まれた変異細胞における NMHC-IIAとβ-spectrinにはどのような相互関係にあるのか

どうか調べた。まず、NMHC-IIAノックダウン Src変異細胞を用いて正常細胞に囲ま

せると、Src変異細胞におけるβ-spectrinの集積が減弱した。逆に、β-spectrinノックダ

ウン Src変異細胞を正常細胞に囲ませたが、Src変異細胞における NMHC-IIAの集積

に有意な変化は確認できなかった。したがって、正常細胞に囲まれた Src変異細胞に

おけるβ-spectrinの集積は、NMHC-IIAの下流にて制御されることが明らかとなった。 
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第 5 章	 考察 

5.1 本研究の総括と考察 

	 本研究にて、NMHC-IIAとβ-spectrinが正常細胞に囲まれた変異細胞の管腔側におい

て細胞非自律的に集積することが明らかとなった。さらに、正常細胞にはそのような

集積は確認できず、変異細胞を単独培養させた場合にも観察されなかった。また、Src 

変異細胞を単独培養させた場合に NMHC-IIAと結合するα-spectrinのタンパク量が、正

常細胞を単独培養した場合に比べ、より多く発現することがウエスタン・ブロッティ

ング法により判明した。しかし、正常細胞と Src変異細胞の混合培養条件下では、そ

れらの単独培養条件よりもさらに多くのタンパク量を検出できた。この結果は、正常

細胞と Src変異細胞との間に生じる相互作用が、混合培養条件下で特異的に何らかの

仕組みによって、スペクトリンとミオシン-IIの複合体の形成を促進させることが示唆

される。 

	 さらに、正常細胞に囲まれた Src変異細胞内において集積した NMHC-IIAとβ-

spectrinの相互作用を、それぞれのノックダウン Src変異細胞を用いて調べた。する

と、変異細胞内の NMHC-IIAの発現を抑制すると、β-spectrinの集積は減弱したが、β-

spectrinの発現を抑制させても NMHC-IIAの集積に変化はなかった。したがって、正

常細胞に囲まれた Src変異細胞の Apical extrusionにおいて重要な役割を担う NMHC-

IIAの下流にβ-spectrinの集積が存在することが明らかとなった。 

 ミオシン-IIとスペクトリンはどちらもアクチン結合性をもつ。しかし、これまでの

細胞競合に関する研究では、正常細胞に囲まれた変異細胞において F-アクチンの特異

的な集積は確認されていない 18, 19 。また、本研究によってアクチン重合阻害剤である

サイトカラシン Dの添加は、正常細胞に囲まれた Src変異細胞における NMHC-IIAや
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β-spectrinの集積に有意な影響を及ぼさないことが明らかとなった。これは、正常細胞

に囲まれた Src変異細胞において、条件特異的に生じるミオシン-IIとスペクトリンの

相互作用は F-アクチン非依存的に挙動すると考えられる。 

	 細胞競合の最新の研究において、パキシリン－プレクチン－EPLIN複合体はミオシ

ン-II－スペクトリン複合体と同様、正常細胞に囲まれた変異細胞において集積し、正

常上皮細胞層の管腔側への変異細胞の排除を促進させることが示された 42, 52, 55 。しか

し、本研究の結果より、Src変異細胞における EPLINの発現を抑制しても、正常細胞

に囲まれた Src変異細胞における NMHC-IIAの集積には有意な影響を及ぼさず、逆に

Src変異細胞における NMHC-IIAの発現を抑制しても、正常細胞に囲まれた Src変異

細胞における EPLINの集積に変化はないことが分かった。したがって、Src変異細胞

におけるミオシン-II－スペクトリン複合体は、パキシリン－プレクチン－EPLIN複合

体には依存せずに正常細胞に囲まれた Src変異細胞の Apical extrusionを制御すると考

えられる (図 28) 。 
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図 28 正常細胞と Src変異細胞との間に生じる Apical extrusionを制御する 

分子メカニズムの模式図 

Src変異細胞が正常細胞に囲まれた際、NMHC-IIAが変異細胞の管腔側で集積する。ま

た、変異細胞内のβ-spectrinは NMHC-IIAと結合し、管腔側に集積する。さらに、変異

細胞におけるβ-spectrinの集積は NMHC-IIAの下流で制御されている。変異細胞内で集

積したこれらのタンパク質は、正常細胞に囲まれた Src変異細胞の Apical extrusionに

重要な働きを及ぼす。 
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5.2 今後の課題 

	 本研究の結果及び総括を踏まえて、今後行うべき研究として以下のテーマが考えら

れる。 

1) 正常細胞に囲まれた変異細胞の管腔側に集積するミオシン-IIの機能的役割 

2) アクチン結合タンパク質であるミオシン-II及びスペクトリンは、F-アクチン 

非依存的にどのような複合体を形成するのか 

3) 正常細胞に囲まれた変異細胞の逸脱に対するミオシン-II-スペクトリン複合体と 

フィラミン及びプレクチン、パキシリンの相互作用について 

4) 正常細胞に囲まれた Ras変異細胞や Scribbleノックダウン細胞では、Src変異細胞

と同様にミオシン-II－スペクトリン複合体が存在するのか 

5) 正常細胞に囲まれた変異細胞内の代謝活性とミオシン-II－スペクトリン複合体の

関わりについて 

6) 肥満や炎症反応と正常細胞に囲まれた変異細胞内のミオシン-II－スペクトリン複

合体の関わりについて 

7) 正常細胞に囲まれた変異細胞内のエンドサイトーシスとミオシン-II－スペクトリ

ン複合体の関わりについて 

8) in vivo実験系での正常細胞に囲まれた変異細胞におけるミオシン-II及びスペクト

リンの細胞競合への関与 

9) ヒトの初期段階のがん細胞の排除に、ミオシン-IIやスペクトリンが関わり、この

機構の解明が新たながんの予防治療に繋がるのか 

 

 

 



 75 

 

1) 正常細胞に囲まれた変異細胞の管腔側に集積するミオシン-IIの機能的役割 

	 正常細胞に囲まれた変異細胞におけるミオシン-IIは、変異細胞の管腔側に集積し、

変異細胞の Apical extrusionに関与することが本研究で示されている。これまでにミオ

シン-IIは、細胞移動を行うモータータンパク質としての役割や細胞分裂の収縮環の形

成に関与する役割など様々な機能が明らかとなっている 32-34 。また、ミオシン軽鎖の

リン酸化やミオシン-II自身の活性が、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusion

に対して重要であることも報告されている 19, 20 。しかし、集積したミオシン-IIが、正

常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionに対して、具体的にどのように機能して

いるのか未だ判明していない。考えられるものとして、i) モータータンパク質である

ミオシン-IIが変異細胞を細胞層の管腔側へと移動させるのか、ii) ミオシン-IIによっ

て変異細胞を収縮させることで正常細胞層からの変異細胞の逸脱を促すのか、iii) こ

れまでのミオシン-IIの機能とは異なる正常細胞と変異細胞間で生じる細胞競合現象に

特異的なミオシン-IIの働きが存在するのか、といった様々な可能性が挙げられる。正

常細胞に囲まれた変異細胞におけるミオシン-IIの具体的な機能的役割は、今後明らか

にしなければならない課題の一つであると考える。 

 

2) アクチン結合タンパク質であるミオシン-II及びスペクトリンは、F-アクチ

ン非依存的にどのような複合体を形成するのか 

	 一般的に、ミオシン-IIとスペクトリンはアクチン結合タンパク質として知られてい

る。しかし、F-アクチンの重合阻害剤であるサイトカラシン Dを添加したところ、正

常細胞に囲まれた変異細胞における NMHC-IIAもβ-spectrinもその集積に変化はなく、
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F-アクチンに依存的ではないということが分かった。したがって、ミオシン-IIとスペ

クトリンは F-アクチン非依存的な複合体を形成するのではないかと考えられる。その

可能性として、変異細胞の管腔側で集積したミオシン-IIとスペクトリンを結びつける

タンパク質が、F-アクチンの代わりに存在するのかどうか、もしくはミオシン-IIとス

ペクトリンが他のタンパク質を介さずに直接結合しているのか、ということが挙げら

れる。この課題を明らかにすることにより、正常細胞に囲まれた Src変異細胞におけ

るミオシン-II－スペクトリン複合体がどのような構造をするのか、さらにその複合体

が変異細胞内でどのような働きをするのか、より詳しく明らかにすることができると

考える。 

 

3) 正常細胞に囲まれた変異細胞の逸脱に対するミオシン-II－スペクトリン 

複合体とフィラミン及びプレクチン、パキシリンの相互作用について 

	 細胞競合現象に関する最新の研究で、変異細胞に隣接する正常細胞におけるフィラ

ミンや、正常細胞に囲まれた変異細胞内のプレクチン及びパキシリンといった細胞骨

格タンパク質が、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionに重要な働きをする

ことが明らかとなっている 29, 54, 57 。これらのタンパク質が、NMHC-IIAやβ-spectrinと

どのように相互作用するのか、それぞれのタンパク質の発現を抑制させたノックダウ

ン変異細胞を用いて、正常細胞に囲まれた変異細胞におけるフィラミンやプレクチ

ン、パキシリンの集積にどのような変化が生じるのか調べることが必要であると考え

る。この点を明らかにすることで、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionに

対して重要な細胞骨格タンパク質がどのように相互作用するのか、より詳細に判明す

ることができると考えられる。 
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4) 正常細胞に囲まれた Ras変異細胞や Scribbleノックダウン細胞では、Src変

異細胞と同様にミオシン-II－スペクトリン複合体が存在するのか 

	 本研究では、正常細胞に囲まれた Src変異細胞における NMHC-IIA及びβ-spectrinが

変異細胞の Apical extrusionに重要であり、変異細胞内のβ-spectrinの集積は NMHC-IIA

の下流で制御され、それらが結合していることが明らかとなっている。しかし、正常

細胞に囲まれた Src変異細胞において、NMHC-IIAは EPLINと相互作用しないことが

分かった。したがって、正常細胞に囲まれた Src変異細胞において、ミオシン-II－ス

ペクトリン複合体がパキシリン－プレクチン－EPLIN複合体と相互作用しない、各々

独立したシステムとして働くのではないかと考えられる。では、Srcとは異なる変異で

あり、細胞競合現象に関する研究において、正常上皮細胞層から排出される Ras変異

細胞や、正常細胞層に囲まれるとアポトーシスによって細胞死される Scribbleノック

ダウン細胞 (表 1) では、正常細胞に囲まれた時にミオシン-II－スペクトリン複合体

が形成されるのか、明らかにする必要であると考える。また、ミオシン-II－スペクト

リン複合体は正常細胞に囲まれた Ras変異細胞の Apical extrusion及び Scribbleノック

ダウン細胞のアポトーシスに重要なのか、さらに Ras変異細胞や Scribbleノックダウ

ン細胞内でパキシリン－プレクチン－EPLIN複合体と相互作用するのかどうか、とい

う点も今後明らかにしていく必要があると考える。 

 

5) 正常細胞に囲まれた変異細胞内の代謝活性とミオシン-II－スペクトリン 

複合体の関わりについて 

	 哺乳類培養細胞を用いた細胞競合現象の最新の研究で、正常細胞に囲まれた変異細

胞の Apical extrusionはワールブルグ効果に似た代謝変化の誘導に関わることが明らか
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となっている 30 。そこで、ミトコンドリアの活性を観察できるテトラメチルローダミ

ンメチルエステル (TMRM) を利用して、正常細胞に囲まれた NMHC-IIAもしくはβ-

spectrinノックダウン変異細胞のミトコンドリア活性の変化を調べ、変異細胞の代謝活

性とミオシン-II－スペクトリン複合体の関係性を明らかにすることが重要であると考

える。この課題を明らかにすることで、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical 

extrusionと変異細胞内の代謝活性の関係性をより詳細に明らかにすることができる。 

 

6) 肥満や炎症反応と正常細胞に囲まれた変異細胞内のミオシン-II－スペクト

リン複合体の関わりについて 

	 細胞競合に関する最新の研究で、肥満や炎症反応といった環境因子が、正常細胞に

囲まれた変異細胞の排除の頻度に影響を及ぼすことが判明している 31 。そこで、肥満

や炎症反応が、正常細胞に囲まれた変異細胞におけるミオシン-II－スペクトリン複合

体と何らかの関係性をもつ可能性が考えられる。その点を明らかにするために、高脂

肪食品を与えたマウスのがん初期段階の変異細胞において、ミオシン-II及びスペクト

リンの集積にどのような変化があるのか調べることが重要であると考える。この課題

を明らかにすることで、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionと肥満及び炎

症反応の関係性をより詳細に明らかにすることができると考える。 

 

7) 正常細胞に囲まれた変異細胞内のエンドサイトーシスとミオシン-II－スペ

クトリン複合体の関わりについて 

	 正常細胞に囲まれた変異細胞内では、エンドサイトーシスが亢進されることが報告

されている 59 。そこで、変異細胞内のエンドサイトーシスとミオシン-II－スペクトリ
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ン複合体の関連を調べるために、NMHC-IIAノックダウン及びβ-spectrinノックダウン

変異細胞を用いて、エンドサイトーシスの重要な調節因子である Rab5の発現がどのよ

うに変化するか調べる必要があると考えられる。また、正常細胞に囲まれた変異細胞

における Rab5の集積が PKAの活性を上昇させ、PKA活性阻害剤である KT5720を添

加することで、正常細胞層に囲まれた変異細胞の Apical extrusionが抑制されることが

報告されている 59 。そこで、KT5720を添加することで、正常細胞に囲まれた変異細

胞における NMHC-IIA及びβ-spectrinの集積にどのような変化が生じるのか調べること

も、この課題を明らかにする上で重要であると考える。この課題を明らかにすること

で、正常細胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionとエンドサイトーシスの関係性を

より詳細に明らかにすることができる。 

 

8) in vivo実験系での正常細胞に囲まれた変異細胞におけるミオシン-II及びス

ペクトリンの細胞競合への関与 

	 本研究では、in vitro実験系において正常細胞に囲まれた変異細胞ではミオシン-II及

びスペクトリンが強く集積することが明らかとなった。しかし、この現象はコラーゲ

ンゲル上における実験であり、実際の生体内ではこれらのタンパク質が正常細胞に囲

まれた変異細胞内でどのように変化するのか、依然として不明のままである。哺乳類

における細胞競合の最新の研究において、細胞競合モデルマウス 30, 31 が確立してお

り、in vivo実験系における哺乳類の細胞競合現象を観察することが可能である。その

細胞競合モデルマウスを用いて、ミオシン-II及びスペクトリンの発現の変化と正常細

胞に囲まれた変異細胞の Apical extrusionに関連性が in vitro実験系と同様にあるのかど

うか、今後確認する必要があると考える。 
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9) ヒトの初期段階のがん細胞の排除に、ミオシン-IIやスペクトリンが関わ

り、この機構の解明が新たながんの予防的治療に繋がるのか 

	 現在の哺乳類培養細胞における細胞競合現象の研究では、イヌ腎尿細管上皮細胞由

来の MDCK細胞を用いて、がんの初期段階の状況を模倣し、正常細胞に囲まれた変異

細胞の Apical extrusionを観察することが可能である。この実験系を利用することで、

正常細胞に囲まれた Src変異細胞において、ミオシン-IIの重鎖である NMHC-IIAとス

ペクトリンのβ鎖であるβ-spectrinが変異細胞の Apical extrusionに重要であることが明

らかとなった。しかし、同じ哺乳類であるヒトの細胞を用いると、このような現象が

確認できるのか、という点は未だ明らかとなっていない。さらに、本研究の最終的な

目標の 1 つである新規的ながんの予防的治療法の開発を進めるには、多くの不明な点

が未だ残っている。そこで、ヒトの細胞を用いた場合、正常細胞に囲まれた変異細胞

の Apical extrusionが生じ、さらに変異細胞内においてミオシン-IIとスペクトリンが複

合体を形成し、その複合体が変異細胞の Apical extrusionにどのように寄与するのか、

今後明らかにすべき重要な点であると考える。正常細胞に囲まれた変異細胞の管腔側

への逸脱及び排除に関わる研究が、ヒトの細胞において解明されれば、がんの予防治

療の新規的なアプローチにつながる研究となると考える (図 29) 。 
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図 29 がんの新規的な予防的治療法の開発 

抗がん剤など従来の内科的治療法とは異なる正常細胞による初期段階のがん細胞の排

除方法の解明。正常細胞と変異細胞間の細胞競合に関わる相互作用を高める薬剤を開

発することで、がん細胞を多段階変異が生じる前に対外へ排出、もしくは細胞死さ

せ、がんの発生を予防的に治療することができる。 
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