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学　位　論　文　題　名

Identification of EPLIN as a Crucial Regulator for Extrusion of RasV12-transformed Cells
(Ras変異細胞の正常上皮細胞層からの逸脱における重要な制御因子としての EPLINの同定)

我々の体の中で起こるがんの 80％以上は、肺・胃・大腸・乳腺などの上皮細胞由来のものである。ま
た、臨床で検出されるがんの多くでは、複数の変異ががん遺伝子やがん抑制遺伝子に起こっているこ
とが知られている。しかし、がん発生の初期に体内の正常組織に最初の変異が生じたとき、新たに生
じた変異細胞とまわりの正常上皮細胞の境界でいったい何が起こるかについてはほとんど明らかにさ
れていない。近年、当研究室などの研究の進展により、新たに確立した哺乳類培養細胞系を用いて、
活性型 Ras (RasV12)や v-Src を発現するMDCK 細胞が、その周囲を正常MDCK 細胞に囲まれ
ると単層上皮細胞層からはじき出される（apical extrusion）現象が起こることを明らかにしてきた。
しかし、どのような分子メカニズムによってお互いの違いを認識し、その結果、変異細胞内の上皮細
胞層からの逸脱が起こるのかについては未だあまり明らかになっていない。
本論文では、Caveolaeおよび Cav-1がどのように正常細胞と変異細胞の境界で機能しているのかを
明らかにするため、（１）Cav-1の細胞局在およびノックダウン細胞の apical extrusionに及ぼす効
果および（２）Cav-1-binding protein の一つとして同定された EPLIN の Cav-1 への影響、（３）
EPLINが制御する様々な分子メカニズムの解明に関する研究を実施した。そして、以下のような結
果を得た。
（１）Cav-1の細胞局在およびノックダウン細胞の apical extrusionに及ぼす効果
　まず、Cav-1-containing domains の細胞局在の観察および apical extrusion への影響を解析し
た。Cav-1-containing domains が正常細胞に囲まれた Ras変異細胞内で apicalおよび lateral細胞
膜に濃縮していることを明らかにした。興味深いことに変異細胞が変異細胞に囲まれたときはこのよ
うな濃縮が観察されなかったことから、隣接する正常細胞の存在が変異細胞内の Cav-1-containing
domainsの濃縮を引き起こしていることが示唆される。また、Cav-1-containing domainsを破壊す
る阻害剤を添加するとRas変異細胞の apical extrusionが有意に抑制されることを明らかにした。さ
らに、Cav-1ノックダウンRas変異細胞を構築し、apical extrusionへの影響を調べたところ、Cav-1
ノックダウン Ras変異細胞の apical extrusionは有意に抑制された。以上の結果から、変異細胞内
の Cav-1-containing domainsは正常細胞に囲まれた変異細胞の運命を制御する因子であると考えら
れる。
（２）Cav-1-binding proteinの一つとして同定された EPLIN の Cav-1への影響
　正常細胞と変異細胞の境界で特異的にCav-1と結合する分子を探索するためにCav-1抗体を用いた
免疫沈降を３つの培養条件（正常細胞のみ、正常細胞とRas変異細胞の混合培養、Ras変異細胞のみ）
で行なった。その結果、混合培養条件下でのみ特異的に Cav-1と結合する分子を複数同定した。その
うちの一つとして、actin結合タンパク質として知られる Epithelial Lost in Neoplasm (EPLIN)を
同定した。そこで、Cav-1と EPLINの共局在を免疫染色にて観察した結果、正常細胞に囲まれた変
異細胞の細胞膜上で部分的に共局在することを明らかにした。興味深いことに、正常細胞に囲まれた
変異細胞内の EPLIN が細胞膜だけでなく細胞質に濃縮することを明らかにした。さらに、EPLIN
ノックダウン Ras変異細胞を構築し、apical extrusionおよび Cav-1濃縮への影響を観察したとこ
ろ、EPLINノックダウン Ras変異細胞の apical extrusionは有意に抑制され、Cav-1の濃縮局在が
乱れることから、EPLINがRas変異細胞の apical extrusionおよび Cav-1濃縮を制御する重要な因
子であることが示唆された。



（３）EPLINが制御する様々な分子メカニズムの解明
　これまでに、正常細胞に囲まれた変異細胞内でmyosin-IIおよび PKAの活性が亢進することが報
告されている。そこで、EPLINがこれら分子の活性に影響を与えているかどうかを明らかにするた
めに、Ras変異細胞および EPLINノックダウン RasV12変異細胞を用いてmyosin-IIおよび PKA
の活性を免疫染色で観察した。その結果、EPLINがノックダウンされると myosin-IIおよび PKA
の活性が消失することが明らかになった。また、Cav-1ノックダウン Ras変異細胞ではこれら分子
の活性に変化が見られなかったことから、EPLINは Cav-1非依存的にmyosin-IIおよび PKAの活
性をポジティブに制御していることが示唆された。さらに、変異細胞と正常細胞の境界で正常細胞内
の filaminが集積することがすでに報告されているため、EPLINあるいは Cav-1ノックダウン細胞
を用いて filamin 集積への影響を観察した。その結果、Ras 変異細胞内の EPLIN または Cav-1 が
ノックダウンされた時、正常細胞内の変異細胞側への filaminの集積が有意に低下することが明らか
になった。さらに、正常細胞内の filaminがノックダウンされた時、Ras変異細胞内の EPLINおよ
び Cav-1濃縮がいずれも顕著に抑制されていることを明らかにした。これらの結果は、Ras変異細胞
内の EPLIN-Cav-1と隣接する正常細胞内の filaminが相互に制御し合うメカニズムが存在すること
を示唆している。

以上、本論文により、(i) 正常細胞に囲まれた変異細胞内の EPLINが細胞間接着部位だけでなく細胞
質にも局在および濃縮すること、(ii) EPLIN がCaveolin-1 の局在を制御していること、(iii) EPLIN
がmyosin-II および PKA の活性を positive に制御していること、(iv) EPLIN 濃縮が正常細胞内の
filamin の変異細胞側への集積と互いに制御しあうこと、を明らかにした。これらの結果から、EPLIN
を介するシグナル伝達経路および隣接する正常細胞との相互作用が正常細胞に囲まれた変異細胞に特
異的な副作用のない新しいがん治療薬の開発に繋がるものと期待される。

よって著者は，北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。


