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序章 

がんについて 

がんは本邦における最大の死亡原因疾患である 1. 全世界においても毎年 800

万人を超える人々が, がんにより命を落としており, 特に先進国においては重

大な死亡要因となっている 2. がんはその致死性のみならず , 患者の QOL 

(quality of life, クオリティ・オブ・ライフ) を著しく阻害することも臨床的に

大きな問題となっている 3. そのため, 腫瘍細胞に有効かつ特異性の高い治療法

を開発することが医学における最重要課題の一つである. 細胞が腫瘍化すると

無秩序な増殖と脱分化が起こることが多く, 病巣部分では正常組織が圧排もし

くは変質することにより多彩な症状が現れる 3. またホルモン分泌腫瘍など生理

活性物質を分泌する腫瘍も知られており, これにより種々の症状が現れること

もある 3. 細胞の腫瘍化に際しては遺伝子変異が重要であり, 特に細胞増殖のア

クセルとなるタンパク質の発現上昇もしくは異常活性化をきたし, 同時に細胞

増殖のブレーキとなるタンパク質の発現減少もしくは活性低下を伴うことによ

って無秩序な増殖が引き起こされる 4. これにより正常細胞よりも高頻度で遺伝

子異常の蓄積が起こり, 細胞の性質が変質していく. この変質の過程で, 細胞の

幼若化が起こり, 正常細胞としての機能を失うばかりか, 本来上皮由来でほと

んど運動能を持たないはずの細胞が強い運動能のみならず, 局所浸潤能, 足場

非依存性増殖能, 薬剤抵抗性, 放射性抵抗性といった性質を次第に獲得してい

くと考えられている 4. さらにそこに化学療法や放射線療法といった治療による

「選択圧」がかかることにより, 根治となれば問題はないが, 悪性度の増した腫

瘍細胞群が生まれ, それによる再発を起こす可能性が生まれてくると考えられ

る.  

 

がんの悪性度進展 

がんの最大の脅威は再発であり, その基盤となるのは治療抵抗性と浸潤・転移

能の獲得である. 治療や診断における医療技術が高度に進歩した現在において, 

手術をはじめ十分に効果的な初期治療がなされた後でさえなお, がんは頻々と

して再発する. 近年のがん研究の大きな主題の一つは, がん悪性度進展の契機

と時間的順序の解明ともいえる. たとえば, 特に乳癌においては, 「発癌初期播

種」という概念が提示され臨床的にも十分証拠立てられている 5. これは, 発癌

の極初期段階であっても, 腫瘍化細胞が脈管系を介して骨髄をはじめ全身性に

浸潤・播種し, 長年にわたる休眠期間を経て, その間に更なるゲノム変化を蓄積

しながら転移部を形成するというものである. 癌の悪性度進展に際して重要な

現象として癌的 EMT (epithelial-mesenchymal transition, 上皮間充織転換) 
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が知られている 6. EMTは正常な胚発生においてみられる現象で, 上皮系細胞が

その接着因子や上皮性マーカーを失い, 高い運動能を獲得し, 間葉系の性質を

示すようになる現象であ 6. 上皮由来の腫瘍細胞が浸潤能, 転移巣形成能, 治療

抵抗性を獲得するためにこの EMT が重要であるという議論が古くからなされ

ている. とはいえ, EMT が起こると運動能獲得に連動して細胞の幼若化や治療

抵抗性が獲得されるとする論調や 7, 対して EMT は治療抵抗性の獲得にのみ関

与し転移形成には影響を及ぼさないと主張するグループもおり 8,9, 多くの議論

を引き起こしている. 例えば上皮マーカーである E-cadherin と間葉系マーカー

であるVimentinを同時に発現するような不完全なEMTを起こした細胞という

のも頻繁に観察され, どういった特徴をもってEMTを起こしたとするのが良い

のか, また, 連続的変化である EMT がどの時点で起こったかを議論すること自

体が非常に難しいという問題もこのような現状を生み出す原因と考えられる. 

そうした中, 今後のより効果的ながんの予防・診断・治療, 並びに, 再発予防と

再発部の治療法等の進展に大きく寄与するべく, EMT という現象を中心として

癌の浸潤・転移能獲得の分子機構とその駆動プロセスを明らかにすることこそ

がん研究における大きな課題である.  

 

図 A 癌的 EMTの模式図 

 癌的EMTの模式図を示した 10. 上皮由来の細胞が間葉系細胞の性質を獲得す

る EMTが癌の悪性度進展に関与することは古くから議論されている.  
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低分子量 Gタンパク質 (Ras superfamily) について 

 低分子量 G タンパク質は 20-30kDa の GTP (guanosine triphosphate, グア

ノシン三リン酸) 結合タンパク質の総称である 11. GTP との結合で活性化し, 

GDP (guanosine diphosphate, グアノシン二リン酸) への加水分解によりその

機能を果たし, さらにその GDP を GTP へと交換することにより再活性化する. 

この性質から低分子量 G タンパク質は細胞内シグナル伝達の分子スイッチとし

てはたらくことが知られている 11. 低分子量 G タンパク質は N-末端側に存在す

る G-boxと呼ばれる領域によって GTPや GDPと強く結合するが, GTPの加水

分解や GDP を GTP に交換するような活性は一般的に低い 11. ゆえに前者の過

程では GAP (GTPase activating protein, GTPアーゼ活性化タンパク質) とい

う因子が協調的にはたらき , 後者の過程では GEF (guanine nucleotide 

exchanging factor, グアニンヌクレオチド交換因子) という因子が協調的には

たらく 11. GAP や GEF には作用する低分子量 G タンパク質に特異性をもって

おり, そのことが外部からの活性化刺激に際してどの種類のスイッチをリクル

ートし, どの経路を活性化させるのかという選択に寄与すると考えられる. 代

表的な低分子量 G タンパク質として, 主要ながん遺伝子 RAS (Rat sarcoma か

ら命名) の産物があることから, 低分子量 G タンパク質は Ras superfamily と

も呼称される 11.  

 

図 B 低分子量 Gタンパク質の活性化-不活性化様式とその制御 

低分子量 G タンパク質の活性化-不活性化サイクルの模式図を示した. 低分子

量 G タンパク質は結合するグアニンヌクレオチドによりその活性が制御されて

いる. また活性調節に際しては GDP を GTP に交換する GEF と GTP 加水分解

を促進する GAPが協調的に作用する.  

 

Ras superfamily の下位分類 

 Ras superfamily はその機能や構造に基づいて, 大きく Ras family, Rho (Ras 
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homologous) family, Ran (Ras-related nuclear protein) family, Rab (Ras-

related in brain) family, Arf (ADP-ribosylation factor) familyの 5グループに

分類される 11. Ras family には MAPK カスケードのスタートとなる K, H, N-

Ras やその下流で活性化する Ral など細胞増殖を制御するシグナル系に関わる

タンパク質が属している 11,12. Rho family には RhoA, Rac1 (Ras-related C3 

botulinum toxin substrate 1) や Cdc42 (Cell division control protein 42 

homolog) など細胞骨格のリモデリングや細胞極性の形成に関わるタンパク質

が属している 11,13. Ran familyには Ranのみが属しており, 核-細胞質間の物質

輸送に関与している 11,14. Rab family と Arf family には小胞輸送に関与するタ

ンパク質が属しており, これら低分子量 G タンパク質同士が協調してはたらく

例もよく知られている 11,15,16. ここでは代表的な機能を列挙したが , Ras 

superfamily に属するタンパク質は多機能性を持つことが多く, 細胞内のあら

ゆるシグナルネットワークに関与していると考えられる.  

 

 
図 C Ras superfamily の下位分類 

 Ras superfamily の下位分類とそれぞれの family の代表的機能と代表的なタ

ンパク質を示す.  

 

Arf6について 

Arf6は, Arfファミリータンパク質の一つで, 細胞の膜輸送, クラスリン依存/

非依存のエンドサイトーシス, アクチンリモデリングを介した膜の突出, 小胞

のリサイクリングなど細胞内の多彩な機能を制御する 11,16. Arf ファミリータン
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パク質は比較的古いグループで酵母においても見出される 11. Arf ファミリータ

ンパク質は, ヒトにおいては class I Arf (Arf1,3) , class II Arf (Arf4,5), class III 

Arf (Arf6) に細分され, それぞれに持つ役割や局在が異なっている 11,16. Class I 

Arfと Class II Arfは主にゴルジ体周辺に存在して膜構造の維持に関与し, class 

III Arfは主に細胞膜上や早期エンドソームに存在し, 上述のような機能をもつ. 

Arf タンパク質は N 末端部のミリストイル化修飾を受けたグリシン残基とそれ

に続く疎水性へリックス構造により細胞膜や小胞膜に突き刺さる 11,16. この疎

水性領域と, GDP/GTP サイクルによって構造変化を起こす“スイッチ領域“が他

の Ras superfamily タンパク質よりも近接しているため, 膜のごく近傍で起こ

る変化を制御することができる. GDP結合型 Arfでは N末端周辺が内側に折り

たたまれており, 膜との結合能は低いが, GTP 結合型では N 末端が飛び出すよ

うな構造変化を起こし, ひとたびここにミリストイル化修飾を受けると以降の

膜結合能が上昇する 11,16. Arf1や Arf3ではGTPを加水分解してGDP結合型と

なると一旦膜から離れるが, Arf4, Arf5, Arf6においては膜に結合したままであ

ることが知られている 11,16. この明確なメカニズムは明らかとなっていないが, 

GTP 結合型の時には Arf1 と Arf6 で構造がほとんど同一であるのに対し, GDP

結合型では Arf1 と Arf6 の構造が大きく異なることから, 何らかのタンパク質

との相互作用により膜付近に係留されているという可能性が示唆されている 16. 

また Arf6が膜から離れるためにはMg2+の存在が必要であるという文献 17 もあ

り, 複雑な制御機構の存在が伺える. Arf タンパク質は他の Ras superfamily タ

ンパク質と違って GDI (guanosine diphosphate dissociation inhibitor, GDP乖

離阻害タンパク質) を持たず, その GDP/GTP サイクルは ArfGEF と ArfGAP

によって制御されている 11,16,18.ヒト組織内におけるArf6タンパク質発現状況を

図 Eに示す.  

 

 

図 D Arf6の主なドメイン構造 

Arf6タンパク質のドメイン構造を模式図で示した 16.  

 



12 

 

 

図 E ヒト各組織における Arf6タンパク質の発現状況 

Arf6 タンパク質のヒト各組織における発現状況を示した . The Human 

Protein Atlas 19-22 の図  (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000165527-

ARF6/tissue) を転載した. 広範な組織で低度のタンパク質発現を認める.  

 

 

図 F 細胞内における Arf6の主な機能 

Arf6 の細胞内における機能を模式図で示した. エンドサイトーシスやリサイ

クリング, 細胞骨格のリモデリングなど, 多様な因子と共同して多様な機能を

制御している 16. 

 

GEP100について 

哺乳類における ArfGEF は CYH (cytohesin), BIG (Brefeldin A-inhibited 
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GEF) /Sec7 (secretory 7), GBF (Golgi Brefeldin A-resistant GEF) / GEA 

(Guanine nucleotide exchange on Arf), BRAG (Brefeldin A-resistant Arf-GEF), 

EFA6 (exchange factor for Arf6), FBX (F-box protein) の 6つの subfamilyに

分類され, ヒトにおいては 15 種類のタンパク質が知られている 11,23. その中で

も Arf6に高い特異性を示すのが BRAG2/IQSEC1 (IQ motif and Sec7 domain 

1) / GEP100 (guanine nucleotide-exchange protein 100-kDa) と EFA6 と

ARNO (Arf nucleotide-binding site opener) / CYH2の 3種類である 11,23. 本研

究室ではこのうち GEP100 が乳癌の悪性度進展において重要な役割を担うこと

を報告してきた 24,25. GEP100 は Ca2+ 依存性にカルモジュリンと結合可能な両

親媒性 7 回ターン α-ヘリックスを形成する IQ ドメイン (I はイソロイシン, Q

はグルタミンの一文字表記), GEF 活性を有する Sec7 ドメイン, ホスホイノシ

チドに結合可能な β-シート構造を形成する PH (プレクストリン相同, pleckstrin 

homology) ドメインを持つ ArfGEFであるが, 高悪性度の乳癌細胞においては, 

活性化した EGFR (上皮成長因子受容体, epidermal growth factor receptor) の

自己リン酸化部位にこの GEP100 が PH ドメインを介して直接結合し, Arf6 を

膜近傍にリクルート, 活性化することを示した 24. これにより外部刺激に反応し

てArf6以下のシグナル経路が形成されることとなる. なおGEP100はヒトをは

じめとする哺乳類, 鳥類, 魚類などで保存が確認されている 26-28. ヒト組織内に

おける GEP100 タンパク質発現状況を図 Iに示す.  

 

 

図 G ArfGEFの分類 

 ヒトにおける ArfGEF は 6 つの subfamily に分類される. これまで報告のあ

る 15種類のうち, Arf6に特異性の高いものを赤字で示した.  
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図H GEP100 の主なドメイン構造 

 GEP100タンパク質のドメイン構造を模式図で示した. 

 

 

図 I ヒト各組織における GEP100タンパク質の発現状況 

GEP100 タンパク質のヒト各組織における発現状況を示した. The Human 

Protein Atlas19-22 の 図  (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000144711-

IQSEC1/tissue) を転載した. 広範な組織で高度のタンパク質発現を認める.  

 

AMAP1について 

AMAP1 (a multiple-domain ArfGAP protein 1 ) は ArfGAP の一種である
11,16. AMAP1は様々な別称を持ち, ASAP1 (ArfGAP with SH3 domain, Ankyrin 

repeat and PH domain 1) / PAG2 (PIP2-dependent Arf1 GAP 2) / DDEF1 

(development and differentiation enhancing factor 1) などと呼ばれる 29. 

ArfGAP はヒトにおいては ARFGAP1, ARFGAP2/3, SMAP (small ArfGAP), 

AGFG (ArfGAP with FG repeats), ACAP (ArfGAP with coiled-coil, Ankyrin 

repeat and PH domain), AGAP (ArfGAP with GTPase domain, Ankyrin 

repeat and PH domain), ADAP (ArfGAP with dual PH domains), GIT (GIT 

ArfGAP), ASAP, ARAP (activation-dependent, raft-recruited ADAP-like 

phosphoprotein) の 10 の subfamily に分類される 11,16. AMAP1 の ArfGAP ド
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メイン内には進化的に高度に保存されたジンクフィンガーモチーフが存在する. 

このジンクフィンガーモチーフは近傍に存在する PH ドメイン, アンキリン反

復配列とともに AMAP1 の GAP 活性に必要とされる最小サブユニットである

PZA (PH domain, Zinc-finger, Ankyrin repeat) モジュールを構成する 30. この

配列も進化的によく保存され, 植物や昆虫においても見出される. このことは, 

AMAP1のGAP活性が PHドメインを介したホスホイノシチドの結合によって

調整されていることを示唆する. 一方で PIP2 が Arf6 と相互作用することも知

られており, ホスホイノシチドの存在, つまりは細胞膜や小胞膜の近傍にこれ

らのタンパク質が存在しているということは, Arf6 の活性調節に二重の役割を

果たす 30. AMAP1 はこのように Arf6の GAPとしての機能を有するが, その活

性は低く, むしろエフェクターとしての機能の方が重要であると考えられてい

る 11,16. 実際 AMAP1 は SH3 (Src homology 3)ドメインを有しており, 様々な

タンパク質と相互作用し, Arf6 の局在する細胞膜や小胞のごく近傍に足場を形

成することが知られている. 私の所属する分子生物学分野では, AMAP1が SH3

ドメインを介して Cortactin や PRKD2, のちに詳述する EPB41L5 と相互作用

することによって細胞の遊走能を上昇させることを明らかにした. ヒト組織内

における AMAP1 タンパク質発現状況を図 Lに示す.   

 

 

図 J ArfGAPの分類 

ヒトにおける ArfGAPは 10の subfamilyに分類される. これまで報告のある

25種類の代表的な名称を示した 11,16.  
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図 K AMAP1の主なドメイン構造 

 AMAP1タンパク質のドメイン構造を模式図で示した 16.  

 

 

図 L ヒト各組織における AMAP1タンパク質の発現状況 

AMAP1 タンパク質のヒト各組織における発現状況を示した. The Human 

Protein Atlas19-22 の図  (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000153317-

ASAP1/tissue) を転載した. Arf6 と似て, 広範な組織で低度のタンパク質発現

を認める.  

 

EPB41L5について 

 EPB41L5はN 末端側に FERM (4.1 protein, ezrin, radixin, moesin) ドメイ

ンを持ち, C 末端側にアクチン結合能を有することにより特徴づけられる Band 

4.1 superfamilyに属している 31,32. Band 4.1 superfamily に属するタンパク質

は細胞膜のごく近傍において, 膜タンパク質と細胞骨格の双方に相互作用する

ことが知られている 33. Band 4.1 superfamily はそのC末端の構造によりBand 

4.1, PTPH (protein-tyrosine phosphatase H), ERM (ezrin, radixin, moesin), 

talin, NB41L (novel band 4.1 like) の 5種類の familyに分けられる 31. NB41L 

family タンパク質はアクチン結合領域が欠損した独特な C 末端を持つ. この
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NB41L family はさらに  EPB41L4a と EPB41L5 の family に細分され , 

EPB41L5 family には EPB41L5 以外に , EPB41L4b/Ehm2 も属している. 

EPB41L5 family に属するタンパク質は, 脊椎動物においては EPB41L5 と

EPB41L4bが保存されているが, ショウジョウバエにおいてはYurtと呼ばれる

EPB41L5のオルソログ 1種類のみが存在する 34. これまでショウジョウバエの

YurtとゼブラフィッシュのMosaic Eyes (いずれも EPB41L5のオルソログ) が

Crumbs のオルソログとの結合を介して上皮性維持に関与することが報告され

ている 34-36. また, 私の所属する分子生物学分野ではこれまで, マウス乳腺細胞

やヒト乳癌細胞においてこの EPB41L5 が EMT過程において発現上昇し, N末

端においては E-cadherinの裏打ちである p120 cateninと, C末端においては接

着斑の構成因子である paxillin と相互作用し, E-cadherin のエンドサイトーシ

スと integrin のリサイクリングに関与することを明らかにした 32. ヒト組織内

における EPB41L5 タンパク質発現状況を図 Nに示す. 

 

 

図M EPB41L5の主なドメイン構造 

 EPB41L5タンパク質のドメイン構造を模式図で示した 32. 

 

 

図 N ヒト各組織における EPB41L5タンパク質の発現状況 

EPB41L5 タンパク質のヒト各組織における発現状況を示した. The Human 
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Protein Atlas 19-22 の図  (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000115109-

EPB41L5/tissue) を転載した. 散発的に低度のタンパク質発現を認める.  

 

腫瘍細胞における Arf6経路活性化と悪性度進展 

RTKs (receptor tyrosine kinases)-GEP100-Arf6-AMAP1-EPB41L5を主要な

構成要素とするシグナル経路を Arf6 経路と称する. 私の所属する分子生物学分

野ではこれまで, この Arf6 経路が腫瘍細胞の浸潤形質獲得に根幹的な役割を果

たすことを示してきた 24,25,32,37-49. 乳癌や肺腺癌においては, EGFR 刺激により

GEP100 がリクルートされ, Arf6 が活性化され, 以下 ArfGAP として分類され

る AMAP1 をエフェクターとして EPB41L5 や PRKD2 といった分子が相互作

用し, E-cadherinのエンドサイトーシスや β1-integlinのリサイクリングを促進

する 24,25,32,37-40,43,47. この経路の形成は, TGFβ受容体やHGFの受容体である c-

Met などでも引き起こされることを報告している 25,47. 腎淡明細胞癌において

は, RTKsの代わりにGタンパク質共役型受容体であるLPAR (lysophosphatidic 

acid receptor, リゾホスファチジン酸受容体) が, GEP100ではなくArf6特異的

GEF の一種 EFA6 をリクルートし Arf6 経路を活性化することも報告している
48. また, AMAP1 は接着斑を形成する paxillinや Actin remodeling に関与する

cortactin といったタンパク質とも相互作用し, 間葉系の形質を担保することに

寄与している 39,40. 間葉系タンパク質の EPB41L5は乳癌においては, いわゆる

EMT-TF (上皮間充織転換誘引転写因子, EMT-transcription factor) の一つであ

る ZEB1 (zinc finger E-box binding homeobox 1) によって発現が制御されてお

り, EMTと Arf6経路の活性化は密接に関係していることがわかる 32,47. 機能獲

得性変異 p53 が引き起こす EMT においては, 変異 p53 の下流でコレステロー

ル生合成経路であるメバロン酸経路が活性化し, Rab11b のゲラニルゲラニル化

が促進されることが契機となってArf6経路が形成されることを明らかにした 25. 

Arf6経路が駆動された細胞は, 高い運動能・浸潤能・薬剤抵抗性を示し, このこ

とががんの悪性度進展の一端を担うことを報告している.  
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図 O Arf6経路の模式図 

 Arf6 経路の模式図を示した. 活性化 RTKs の自己リン酸化部位を認識して

Arf6 の GEF である GEP100 がその PH ドメインにより直接結合し, Arf6 をリ

クルートして活性化する. Arf6のGAPとして同定された AMAP1は細胞内では

ほとんど GAP活性を示さず, エフェクターとして機能し, EPB41L5 や PRKD2

の足場となり E-cadherin のエンドサイトーシスや β1-integrin のリサイクリン

グを促進する 24,25,32,37-40,43,47.  

 

本研究について 

 本研究においては一貫して, 癌悪性度進展と EMT および Arf6 経路との関わ

りを大きなテーマとして解析した. まず, これまで乳癌や腎淡明細胞癌, 肺腺癌

など腺癌細胞において悪性度進展との関わりを論じてきた Arf6 経路に対し, 別

の組織系である扁平上皮癌においても同様のはたらきがみられるのか検討した

結果を第一章に述べる. この内容の一部はすでに英文科学雑誌上にて公開され

ている. 第二章では Arf6 経路を浸潤転移に利用している乳癌自然発癌モデルマ

ウスを新たに同定したことを報告する. この内容の一部は現在, 英文科学雑誌

に投稿し, 校正を行っている段階である. 第三章では Arf6 経路が活性化する
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EMT という過程に着目して細胞内代謝状況の変化とミトコンドリアダイナミ

クスと細胞機能の変化がどのような関係性を示すかについて述べる. この内容

は取り組み始めたばかりのテーマでありまだ論文投稿には不十分ではあるが, 

2016年に理化学研究所横浜キャンパスにおいて開催されたシグナルネットワー

ク研究会で口頭による学会発表を行った. 第四章においては, 実験データは提

示しないが, 博士課程大学院生として基礎的に学んできたこととこれからの自

分の研究の興味・方向付けに関して述べる.  
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第一章 

頭頸部扁平上皮癌の悪性度進展における Arf6経路の利用 

【諸言】 

頭頸部扁平上皮癌の臨床的特徴 

・疫学 

頭頸部扁平上皮癌は世界で毎年新たに約 60万人が罹患する悪性疾患であり 2, 

本邦においても年間 1 万 5000 人を超える人々が新規に罹患していると推定さ

れている 50. 現在, 頭頸部扁平上皮癌に対しては, 手術療法, 放射線療法, 分子

標的薬や抗癌剤を利用した薬物療法を組み合わせた集学的治療が行われている

が, ここ数十年間で決定的な予後の改善は見られていないのが現状である 51,52. 

この治療耐性の分子基盤を明らかにすることが, より有効な治療法の確立と予

後評価に有用であることは自明である. 頭頸部扁平上皮癌は高齢男性に多く, 

飲酒歴や喫煙歴との相関が指摘されている 52. また, 中咽頭癌においては HPV 

(human papilloma virus, ヒト乳頭腫ウイルス) との関連も報告されている 52. 

頭頸部は摂食, 呼吸, 発話をはじめ人間の生命維持に重要な役割を担う部位で

あり, 頭頸部扁平上皮癌の発症や治療により著しく患者のQOLが阻害される可

能性が高い.  

 

・診断, 分類, 治療 

 頭頸部扁平上皮癌の診断は臨床症状と組織診断により行われる. 特徴的な臨

床症状としては腫瘤, 疼痛, 喀血, 呼吸困難, 嚥下困難などが挙げられる. 発生

母地としては舌, 口腔底, 歯茎, 上・中・下咽頭, 喉頭, 副鼻腔などである. 組織

診断では典型的な扁平上皮癌の特徴を示し, 癌真珠の形成などをみる. 病期分

類は TNM 分類に準拠する. T は腫瘍の大きさ, N はリンパ節転移, M は遠隔転

移を表すファクターであり, 詳しくは図 1-Aに示す. 病期により手術療法, 放射

線療法, 薬物療法やそれらを組み合わせた療法, といった治療方針が決定され

る 53. よく使用される抗癌剤としては白金製剤のシスプラチンが挙げられる

54,55.  
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図 1-A 舌癌の TNM分類と病期分類 

本章の研究に取り組んだ当時の TNM 分類基準を示す. 日本癌治療学会ホー

ムページ 53を参考とした. 国際対がん連合による TNM 悪性腫瘍の分類第 7 版
56に準拠し作成.  

 

頭頸部扁平上皮癌における基礎研究 

・頭頸部扁平上皮癌の悪性度進展に関するこれまでの研究 

 頭頸部扁平上皮癌においては 90%以上の症例でEGFRが過剰発現することが

報告されており, ヒト化モノクローナル抗体薬であるセツキシマブ (商品名: ア

ービタックス) の使用を検討した臨床試験においてある程度の有効性が示され

ている 57,58. また cortactinや integrinといった細胞接着因子の高発現が放射線

抵抗性を高めることが報告されている 59,60. さらには 2016 年, 免疫チェックポ

イント分子である PD-1 (programmed cell death 1) のヒト化モノクローナル抗

体薬ニボルマブ (商品名: オプジーボ) の頭頸部扁平上皮癌への適応が本邦に

おいて認可され 61, 免疫監視の視点からも多くの研究がなされることと思われ

る.  
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・今後の課題 

 種々の臨床研究, 基礎研究が行われているが, 頭頸部扁平上皮癌の決定的な

予後改善が見られないことが最大の問題である. 全例に共通のとは言わないま

でも, 何らかの薬剤や放射線療法が著効するポピュレーションをマーカーの発

現状況等により提示することが急務であることは明確である.  

 

本研究の意義 

・頭頸部扁平上皮癌と Arf6経路 

 頭頸部扁平上皮癌と Arf6 経路の関係については, 本研究室にて行われた北海

道大学大学院医学研究科耳鼻咽喉科頭頸部外科分野 (当時) 所属の佐藤宏紀博

士の研究に詳しい 45. この研究によって Arf6 経路の構成タンパク質である

AMAP1 の発現量と頭頸部扁平上皮癌の患者予後との関連が示されている. ま

た佐藤博士の学位論文においては, Arf6 経路の構成タンパク質の一つである

EPB41L5と患者予後との関連が報告されている.  

 

・本章における研究内容 

本章においてはまず, 佐藤博士が学位論文として報告した, 「頭頸部扁平上皮

癌における EPB41L5 高発現が患者の無病生存率と全生存率とを低下させるこ

と」のメカニズムを明らかにすべく, in vitroでの細胞浸潤性と化学放射線療法

抵抗性に関する実験を行った. また, 乳癌細胞においては EMT-TF である

ZEB1 が EPB41L5 の発現を上昇させることから 47, EPB41L5 高発現を引き起

こす細胞内要因が組織系によって異なるかどうかを検討するため TCGA62 (the 

cancer genome atlas, 現在 genome data commons に統合) データベースに登

録されている遺伝子発現データを用いて, 腺癌と扁平上皮癌の遺伝子発現状況

を対比した. なお本研究においては, 発生母地による多様性を減弱することを

目的として舌癌に注目して検討を行った.  
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【材料と方法】 

細胞培養 

 ATCC (American type culture collection) より購入した舌癌由来細胞株

SCC-9 および SCC-25 を in vitro 条件下での実験用細胞株として用いた. 両細

胞株は 2mM L-グルタミン, 1.2 g/L 重炭酸ナトリウム, 0.5mM ピルビン酸ナト

リウムが添加された DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium, ダルベッ

コ変法イーグル培地) と Ham’s F12 培地の 1:1混合培地 (Sigma) に 10% FBS 

(fetal bovine serum, 非働化ウシ胎児血清, Hyclone) および 400 ng/mL ハイド

ロコルチゾンを添加した培地を用いて 37°C, 5% CO2の条件下で維持した. 細胞

の剥離時の培地除去には 1% EDTA  (ethylenediaminetetraacetic acid, エチレ

ンジアミン四酢酸) を含む PBS (phosphate-buffered saline, リン酸緩衝生理食

塩水 , pH 7.4) を使用し , 剥離時には 0.25% トリプシンを添加した 1% 

EDTA/PBSを用いた. トリプシン活性の停止処理には FBS添加培地を用いた.  

使用したバッファー等の組成を以下に列挙する.  

PBS:  

140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4 

 

抗体および試薬 

購入元を明記していない試薬は全て Sigma-Aldrich もしくは和光純薬より購

入した. 本章において使用した抗体を以下に列挙する. 

抗 EPB41L5抗体 (ウサギ, ポリクローナル, 樹立 47) 

抗 β-actin抗体 (マウス, モノクローナル, EMD Millipore) 

Peroxidase 標識抗マウス IgG 抗体 (ロバ , Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) 

Peroxidase 標識抗ウサギ IgG 抗体 (ロバ , Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) 

 

RNA干渉 

EPB41L5を標的とした siRNA (small interfering RNA) を用いて EPB41L5

遺伝子サイレンシングを行った. 使用した siRNA の合成は日本バイオサービス

に委託した . 配列は 5’-GAGAUGGAACUGGCUAUUUUU-3’および 5’-

UUCAGAUUCGUGCCUAUUCAG-3’の 2 種類を用いた. コントロールとして

スクランブル配列  (GE Healthcare) を使用した . siRNA の導入には

Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) を使用説明書に基づき使用した. 2 × 

105個の細胞を φ 6 cm ディッシュに播き込み, 終濃度 48nM の siRNA を導入

した. siRNA導入から 48時間後に細胞を各アッセイに使用した.  
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病理組織と免疫組織染色およびスコア化 

 使用した病理組織は 1996 (平成 8) 年から 2012 (平成 24) 年までに北海道大

学病院耳鼻咽喉科・頭頸部外科にて外科手術を施行し, インフォームドコンセン

トを得た患者標本であり, 本研究は北海道大学病院倫理委員会の承認 (研究番

号: 012–0166) のもと行った. 本章で使用した病理組織は北海道大学大学院医

学研究院耳鼻咽喉科・頭頸部外科学教室の佐藤宏紀博士の学位論文に使用され

た標本群を再検討したものである. 免疫組織染色は Morpho Technology 社への

外注にて行った. 具体的には, ホルマリン固定後パラフィンに包埋した標本を

厚さ 3 μmで連続切片とし, キシレンと段階希釈したアルコールによって脱パラ

フィン化した . TBS (tris-buffered saline, pH 7.4) で洗浄したのち , Dako 

EnVision FLEX Target Retrieval Solution (pH 9.0) により抗原賦活化処理を

行った. この処理は Dako PT Linkを用いて 97 °C, 20 minの条件下で行った. 

抗 EPB41L5抗体 (1:1,000) と 30 min反応させ, Dako Envision FLEX system 

を用いて可視化した. 発色の為に 5 min DAB (3,3’-Diaminobenzidine, Dojin) 

と反応させた. ヘマトキシリン染色をカウンター染色として用いた. スコア化

は上述の佐藤博士の学位論文と同様の方法で行った. 染色度と陽性細胞の占め

る範囲から各患者のH-scoreを算出し, 上位33%を高発現群として定義した. 標

本評価は北海道大学病院病理部畑中佳奈子助教と学位申請者である大塚勇太郎

を含む計 3名の医師により行った.  

使用したバッファー等の組成を以下に列挙する.  

TBS:  

10mM Tris-HCl (pH 7.4), 150mM NaCl 

 

生存解析 

 病理組織の免疫組織染色によるスコア化に基づき, 二群間での無病生存率と

全生存率を Kaplan-Meier 法を用いて検討した. 観察期間の開始は外科的切除

を行った時点とし, 終了は無病生存率については疾患の増悪・再発の診断時点も

しくは原因に関わらず死亡した時点 , 全生存率は死亡時点もしくは最近の

follow-up時点とした.  

 

SDS-PAGEおよびウエスタンブロット 

培養細胞におけるタンパク質発現状況を確認するため, GGA (Golgi-localized, 

gamma adaptin ear-containing, ARF-binding) バッファーを用いて細胞を溶解

し, サンプルバッファーを用いてタンパク質濃度 80 μg/100 μLの細胞抽出液を

作 成 し , SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel 
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electrophoresis , SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 ) および WB 

(western blotting, ウエスタンブロッティング法) により検出した. SDS-PAGE

は目的のタンパク質の分子量に応じて 8-15% 分離ゲルと 5% 濃縮ゲルを用い

てRunningバッファー中で等電流電気泳動 (ゲル一枚あたり 150 V, 25 mA, 100 

W, 1 h 45 min) を行った. 泳動後のゲルは transferバッファー中で等電圧電気

泳動 (50 V, 150 mA, 100 W, 2 h) を行い, PVDF (ポリフッ化ビニリデン, 

polyvinylidene difluoride) メンブレン上に転写した. メンブレンの洗浄には

TBST (tris buffered saline with 0.1% Tween-20) を用いた. 抗体添加の前に室

温, 1 h のブロッキングを行った. ブロッキング液は抗体に応じて 5% BSA 

(bovine serum albumin) /TBST もしくは 5% スキムミルク/TBSTを使用した. 

一次抗体を添加したブロッキング液中で 4°C, オーバーナイト, 二次抗体を添加

したブロッキング液中で室温, 1 h 反応させたのち, ECL (enhanced chemi-

luminescence) WB検出キット (GE healthcare) を用いて検出した.  

使用したバッファー等の組成を以下に列挙する.  

 

GGA バッファー:  

1% Triton X-100, 0.5% デオキシコール酸ナトリウム, 0.1% SDS, 50 mM Tris-

HCl (pH 7.4), 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 10% glycerol, 1 mM オルトバナジ

ン酸ナトリウム , 1 mM PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride), 5 µg/ml 

aprotinin, 2 µg/ml leupeptin, 3 µg/ml pepstatin A 

 

サンプルバッファー: 

50 mM Tris-HCl (pH6.8), 2% SDS, 10% glycerol, 0.01% BPB (bromophenol 

blue), 100mM DTT (dithiothreitol) 

 

Runningバッファー: 

25 mM Tris, 250 mM Glycine, 0.1% SDS 

 

Transferバッファー:  

25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.01% SDS, 20% メタノール 

 

TBST:  

10mM Tris-HCl (pH 7.4), 150mM NaCl, 0.1% Tween-20 

 

マトリゲル インベージョンアッセイ 
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 マトリゲルインベージョンアッセイによって各細胞株や各条件における浸潤

能を評価した. BioCoatTM MatrigelTM Invasion Chamber (24-well scale, 8 μm 

pore, BD Bioscience) を使用した. 上部チャンバーには 2 × 105個の細胞懸濁液

を 500 μL 入れ, 下部チャンバーには 10% FBS 添加培地 750 μL を入れた. 水

平, 37°C, 5% CO2の条件下で 12 h維持し, 4% PFA (paraformaldehyde, 和光純

薬) 固定後, 0.4% クリスタルバイオレット溶液 (0.4% クリスタルバイオレッ

ト, 10% エタノール) で染色し, 浸潤した細胞数を計測した.  

 

細胞生存性アッセイ 

 Cell Titer 96® (Promega) を使用して細胞生存性アッセイを行った. 96-well

ディッシュに 2 × 103から 1 × 104個の細胞を播き込み, 37°C, 5% CO2 の条件下

で 12 hから 24 h 培養したのち, 完全培地にて 5倍希釈した Cell Titer 96® を

加え, 同様の条件下で 90 min 維持した. プレートリーダー (Perkin Elmer 

Japan, ARVO MX) により波長 490 nmの吸光度を測定した.  

 

TCGA解析 

TCGA 62 に登録されている遺伝子発現データを用いて相関解析を行った. デ

ータセットは 2015 年 4 月に取得した. 取得した遺伝子発現データは log2 変換

による正規化を行い解析に使用した.  

 

化学放射線療法抵抗性アッセイ 

 コラーゲンコートした 48-wellディッシュに各条件で処理した 1.5 × 104個の

細胞を播き込み, 24 h後に 50 nM cisplatinを添加, その 24 h後と 48 h後に 2 

Gy の X 線を照射 (MBR-1520R-3 HITACHI, 150 kV, 0.5 mm aluminum 

filter ) し, さらに 24 h後の生存細胞数をカルセイン染色により計測した.  

 

統計解析 

 全ての統計解析は excel (Microsoft) と R softwareを用いて行い, P < 0.05を

有意とした. 二群間の比較には Welch t-test を行った. Kaplan-Meier 曲線の有

意性検定には log-rank testを行った. 相関分析にはSpearman rank correlation 

testを行った.  
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【実験結果】 

1-1 EPB41L5の高発現は患者予後と相関する 

 1996 (平成 8) 年から 2012 (平成 24) 年までに北海道大学病院耳鼻咽喉科・頭

頸部外科にて外科的手術を施行した患者標本を免疫組織化学によって染色し, 

EPB41L5 の発現量に応じて群分けを行った. 患者情報を表 1-1-1 とスコアの例

を図 1-1-1に示す. この群分けに応じて, EPB41L5の発現量と無病生存率, 全生

存率との相関を Kaplan-Meier 法を用いて解析した. 図 1-1-2 に示す通り, 無病

生存率で P = 0.0182, 全生存率で P = 0.0312 と有意差を示した. なお, 本節の

データは佐藤宏紀博士の学位論文で発表されたデータを再検討したものである. 

 

表 1-1-1 本研究に使用した患者標本の臨床情報 

特徴 患者数 (%) 

性別 男性 15/20 (75) 

女性 5/20 (25) 

年齢 30-39 3/20 (15) 

40-49 2/20 (10) 

50-59 4/20 (20) 

60-69 6/20 (30) 

70- 4/20 (20) 

原発部位 舌 20/20 (100) 

T分類 T1 0 (0) 

T2 13/20 (65) 

T3 7/20 (35) 
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T4 0 (0) 

N分類 N0 10/20 (50) 

N1 7/20 (35) 

N2 3/20 (15) 

M分類 M0 20/20 (100) 

M1 0/20 (0) 

分化度 高度 12/20 (60) 

中等度 7/20 (35) 

低度 1/20 (5) 

併用した治療 放射線療法単体 7/20 (35) 

化学療法単体 1/20 (5) 

化学放射線療法 2/20 (10) 

なし 10/20 (50) 
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図 1-1-1 EPB41L5発現量に応じたスコア 

患者標本を免疫組織化学により染色し EPB41L5 の発現状況をスコアリング

した, この発現スコアと専有面積から H-score を算出し, 上位 33%を高発現群, 

下位 66%を低発現群とした. スケールバーは 50 μmを表す.  

 

 

図 1-1-2 EPB41L5発現量と予後の関係 

EPB41L5 の発現量により群分けを行い, Kaplan-Meier 法により無病生存率

と全生存率との相関を検討した. logrank法により P値を算出した.  
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1-2 リンパ節転移陽性の患者標本では EPB41L5 発現が高い 

 次に, 同一の標本を用いてリンパ節転移陽性の患者標本とリンパ節転移陰性

の患者標本にて EPB41L5 の H-score を比較した. 図 1-2-1 に示す通り, リンパ

節転移陽性群において EPB41L5の発現量が有意に上昇していた. なお, 本節の

データは佐藤宏紀博士の学位論文で発表されたデータを再検討したものである.  

 

 

図 1-2-1 リンパ節転移を有する群と有さない群における EPB41L5発現量比較 

○囲いは手術療法のみの患者を示す. 群間比較にはWelch t-testを施行した.  
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1-3 舌癌由来細胞株における EPB41L5 高発現と浸潤活性との関係 

 EPB41L5 を強く発現する舌癌由来細胞株 SCC-9 と EPB41L5 をほとんど発

現しない舌癌由来細胞株 SCC-25 を用いてマトリゲルインベージョンアッセイ

を行い, 浸潤活性を比較した. 図 1-3-1 で示す通り, SCC-9 は SCC-25 と比較し

有意に高い浸潤活性を示した. また, この時の細胞生存性は図 1-3-2 に示すよう

に両細胞株で差がなかった. SCC-9と SCC-25の EPB41L5の発現量を図 1-3-3

に示す.  

 

 

図 1-3-1 舌癌細胞株 SCC-9と SCC-25における浸潤活性の比較 

マトリゲルインベージョンアッセイにより下部チャンバーに移動した細胞の

数を計測し, その比率を求めた. 群間比較にはWelch t-testを施行した. ***は P 

< 0.001を示す.  
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図 1-3-2舌癌細胞株 SCC-9と SCC-25における細胞生存性の比較 

細胞生存性アッセイによりインベージョンアッセイに用いた細胞生存性を求

めた. 群間比較にはWelch t-testを施行した. 各群間に有意差は認めなかった.  

 

 

図 1-3-3 舌癌細胞株 SCC-9と SCC-25における EPB41L5タンパク質発現量 

WB により 2 種の細胞株における間葉系タンパク質 EPB41L5 の発現量を比

較した. 右端は明示した分子量のマーカー位置を示す.  

 

 次に SCC-9 細胞に EPB41L5 を標的とする siRNA を 2 配列と, スクランブ

ル配列の siRNAを導入し, 浸潤活性を比較した. 図1-3-4に示す通り, EPB41L5

の発現抑制により有意に浸潤活性が低下した. この時, 細胞生存性は図 1-3-5 に

示す通り差がなかった. EPB41L5 の遺伝子発現抑制効率を図 1-3-6 に示す. な

お, ここでの浸潤活性低下量は 40%-50%に留まっているが, EPB41L5 をほとん

ど発現していない SCC-25 の浸潤活性よりも高値であることから, SCC-9 にお

いては EPB41L5 が主要な因子の一つではあるが, その他の因子も浸潤活性の

担保に関与している可能性が示唆された.  

 

 

図 1-3-4舌癌細胞株 SCC-9において EPB41L5 を発現抑制した際の浸潤活性 
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マトリゲルインベージョンアッセイにより下部チャンバーに移動した細胞の

数を計測し, その比率を求めた. 群間比較にはWelch t-testを施行した. *は P < 

0.05を示す. 

 

 

図 1-3-5舌癌細胞株 SCC-9において EPB41L5 を発現抑制した際の細胞生存性 

細胞生存性アッセイによりインベージョンアッセイに用いた細胞の生存性を

求めた. 群間比較にはWelch t-testを施行した. 各群間に有意差は認めなかった.  

 

 

図 1-3-6舌癌細胞株 SCC-9における EPB41L5 遺伝子発現抑制効率 

siRNA による EPB41L5 の遺伝子発現抑制効率を WB により確認した. 右端

は明示した分子量のマーカー位置を示す. 
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1-4 舌癌由来細胞株における EPB41L5 高発現と化学放射線治療抵抗性との関

係 

 現代の頭頸部扁平上皮癌に対する標準治療として化学療法と放射線治療の集

学的療法が用いられている. 本節では, SCC-9 をモデルとして, EPB41L5 が化

学放射線治療抵抗性に寄与するかを検討した. 50 nMの cisplatinを細胞に添加

し, 2 Gy × 2 回の X線を照射した. 図 1-4-1に示す通り EPB41L5の抑制は化

学療法と放射線療法単体には影響を及ぼさないが, 化学放射線療法への感受性

は高くなる. ただし, ここで得られる感受性増強効果は有意であるものの 20%

ほどの変動であり, 細胞株として非常に高い治療抵抗性を保有しているものと

思われる.  

 

 

図 1-4-1 EPB41L5 遺伝子発現抑制による化学放射線治療感受性の変化 

 48-wellディッシュに siRNA処理した細胞を播き込み, 24 h後に cisplatinを

作用させ, そのさらに 24 h後と 48 h後に X線を照射, さらに 24 h後の生存細

胞数を比較した. それぞれの条件における Control を基準とした割合を示した. 

群間比較にはWeltch t-testを施行した. ***は P < 0.001を示す.  
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1-5 頭頸部扁平上皮癌における EPB41L5 高発現条件の検討 

 TCGA 62 に登録されている頭頸部扁平上皮癌の臨床データを利用して

EPB41L5 の高発現に相関する EMT-TF を探索した. 当研究室の橋本あり博士

らにより, 乳癌においては ZEB1 が EPB41L5 の発現を増強することが報告さ

れていた 47ので, まずその関係を調べた. 図 1-5-1 に示す通り, 相関関係を見出

すことはできなかった. なお, 発生母地を SCC-9 と同じ舌に絞って場合の解析

結果を図 1-5-2 に示すが, 同様に相関関係を見出すことはできなかった. 次に主

要な EMT-TF との関係を網羅的に解析した. ここで代表的な EMT-TF として

ZEB1/2, SNAIL, SLUG, TCF3/4 (Transcription Factor 3/4), KLF8 (Kruppel 

Like Factor 8), TWIST1, FOXO3 (Forkhead Box O3) を用いた 63. 図 1-5-3に

示す通り, この解析により, 頭頸部扁平上皮癌においては ZEB1ではなくKLF8

や FOXO3の関与が示唆された. このとき, JASPAR 64,65にてそれぞれのコンセ

ンサス配列が EPB41L5 の遺伝子近傍 (転写開始点より 3000 塩基対: 3 kbps 上

流と 1 kbps下流) に存在するかを調べ, 図 1-5-4に示した.  

 

 

図 1-5-1 頭頸部扁平上皮癌における ZEB1-EPB41L5遺伝子発現量の相関 

TCGA に登録されている頭頸部扁平上皮癌の遺伝子発現データを用いて

ZEB1 と EPB41L5 の遺伝子発現量の相関を検討した. 全標本数は 520, 青点は

各患者の発現パターンを示す. mRNA 発現量は次世代シークエンサーの標準化

されたコール値を log2 変換したものである. r 値と P 値の算出には Spearman 

rank correlation testを施行した.  
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図 1-5-2 舌癌における ZEB1-EPB41L5 遺伝子発現量の相関 

TCGA に登録されている舌癌の遺伝子発現データを用いて ZEB1 と

EPB41L5 の遺伝子発現量の相関を検討した. 全標本数は 129, 青点は各患者の

発現パターンを示す. mRNA 発現量は次世代シークエンサーの標準化されたコ

ール値を log2 変換したものである. r 値と P 値の算出には Spearman rank 

correlation testを施行した. 
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図 1-5-3 頭頸部扁平上皮癌における EMT-TFと EPB41L5の発現相関解析 

TCGA に登録されている頭頸部扁平上皮癌の遺伝子発現データを用いて

EMT-TF と EPB41L5 の遺伝子発現量の相関を検討した. 赤枠は有意に正の相

関を示すもの. r値と P値の算出には Spearman rank correlation test を施行し

た. 
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図 1-5-4 EPB41L5 遺伝子近傍の転写因子結合予測部位 

JASPAR 64,65により EPB41L5 遺伝子の転写開始部位から上流 3kbpsと下流

1kbps にわたり , 表記の EMT-TF 結合予測部位をプロットした . TSS は

transcription start site を表す.  
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1-6 TCGA解析による腺癌と扁平上皮癌における EPB41L5高発現条件の比較 

 最後に, 腺癌と扁平上皮癌によってEPB41L5の発現量と正に相関するEMT-

TFの種類に違いがあるかを検討した. 腺癌として, 図 1-6-1に乳癌, 図 1-6-2に

膵癌, 図 1-6-3 に腎淡明細胞癌のデータ解析結果を示す. 扁平上皮癌として, 図

1-5-3 の頭頸部扁平上皮癌の他に, 図 1-6-4 に肺扁平上皮癌のデータ解析結果を

示す. 腺癌においては ZEB1やTCF4がEPB41L5発現に相関するが, 扁平上皮

癌においては相関がみられないことが示された.  

 

 

図 1-6-1乳癌における EMT-TFと EPB41L5との発現相関解析 
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TCGA に登録されている乳癌の遺伝子発現データを用いて EMT-TF と

EPB41L5の遺伝子発現量の相関を検討した. 赤枠は有意に正の相関を示すもの. 

r値と P値の算出には Spearman rank correlation test を施行した.  

 

 

図 1-6-2 膵癌における EMT-TFと EPB41L5との発現相関解析 

TCGA に登録されている膵癌の遺伝子発現データを用いて EMT-TF と

EPB41L5の遺伝子発現量の相関を検討した. 赤枠は有意に正の相関を示すもの. 

r値と P値の算出には Spearman rank correlation testを施行した. 
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図 1-6-3 腎淡明細胞癌における EMT-TFと EPB41L5との発現相関解析 

TCGA に登録されている腎淡明細胞癌の遺伝子発現データを用いて EMT-TF

と EPB41L5 の遺伝子発現量の相関を検討した. 赤枠は有意に正の相関を示す

もの. r値と P値の算出には Spearman rank correlation test を施行した. 
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図 1-6-4 肺扁平上皮癌における EMT-TFと EPB41L5との発現相関解析 

TCGA に登録されている肺扁平上皮癌の遺伝子発現データを用いて EMT-TF

と EPB41L5 の遺伝子発現量の相関を検討した. 赤枠は有意に正の相関を示す

もの. r値と P値の算出には Spearman rank correlation test を施行した. 
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【考察】 

 本研究において, Arf6 経路の構成因子かつ間葉系特異的タンパク質である

EPB41L5が頭頸部扁平上皮癌において一定の割合で高発現し, 患者予後不良と

統計的有意差をもって相関していることを明らかにした. またその細胞生物学

的機序として EPB41L5 が細胞の浸潤能の上昇と, 部分的ながらも放射線化学

療法に対する治療抵抗性の増強に寄与する可能性を指摘した. さらに, 頭頸部

扁平上皮癌の EPB41L5高発現の上流因子が, 乳癌や膵癌, 腎淡明細胞癌といっ

た腺癌とは異なる可能性を見出した.  

 頭頸部領域は生命維持に直結する機能を数多く有する部位であり, またそう

いった機能を持つ器官は, 複雑かつ繊細な協調運動を必要とすることが多く, 

必然的に治療難度が高くなってしまう. だからこそ, より有効性と特異性の高

い治療法が必要とされており, 本研究のように予後因子や治療標的となりうる

タンパク質を同定, 報告することは有意義だといえるだろう. 一方で, 図 1-4-1

に示した通り, EPB41L5 高発現が治療抵抗性に寄与する割合は限定的であり, 

さらなる因子の同定が必要となる. 同時に, 頭頸部扁平上皮癌では初期治療は

著効するものの再発も問題となっていることから, 腫瘍細胞の中に高い治療抵

抗性を示すポピュレーションが一部存在することも考えられ, SCC-9 がそうい

う細胞株であった可能性も考えられる. いずれにしても, 今回は in vitroの実験

系として SCC-9 細胞を主に使用したが, 同様の現象を他の細胞株もしくは患者

由来の初代培養系などで追試することで頭頸部扁平上皮癌の悪性度進展の実態

をより深く理解することが出来るだろう.  

 頭頸部扁平上皮癌はその発生母地や発生の契機となる因子 (喫煙歴・飲酒歴・

ウイルス感染など) が多様であり, 実験におけるばらつきが大きくなることも

研究を難しくしている要因の一つと考えられる. また, このような多様性が同

一患者の腫瘍細胞間でも存在しているとも考えられ, このことが強い治療抵抗

性獲得に寄与している可能性がある.  

 Arf6 経路の活性化は, 細胞に高い運動能・浸潤能・薬剤抵抗性を付与するが, 

その上流が組織系によって異なるという知見は興味深い. 裏を返せば, どの細

胞種においても Arf6 経路が活性化するという「結果」が悪性度進展において必

須要件の一つになっているということである. つまり, あらゆる癌種に対する

実臨床においても, Arf6 経路が活性化した細胞を探し出すことと, Arf6 経路を

遮断する治療を併用することが有効になる可能性がある. 我々はこれまで, 乳

癌 細 胞 に お い て 高 脂 血 症 治 療 薬 と し て 有 名 な HMG-CoA 

(hydroxymethylglutaryl-CoA) 還元酵素競合阻害剤スタチンが, Arf6 経路の遮

断に有効であることを報告している 25. このスタチンの効果を頭頸部扁平上皮

癌においても検討することが, 喫緊の課題として挙げられる.  
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第二章 

MMTV-PyMTマウスの悪性度進展における Arf6経路の利用 

【諸言】 

乳癌の臨床的特徴 

・疫学 

乳癌は世界で毎年新たに約 170 万人が罹患する悪性疾患であり, 本邦をはじ

め先進国の女性における主要な死亡原因の一つである 2. 現在, 乳癌に対しては, 

そのステージやホルモンレセプターの発現状況による組織系分類に応じて手術

療法, 放射線療法, ホルモン療法, 分子標的薬や抗癌剤を利用した薬物療法など

が行われており, また, 多くの研究がなされているが, 高い再発率が目下の問題

となっている 3. さらに罹患時期が他のがんに比べて若年であり, 手術療法によ

り完治したとしても整容面におけるQOLが低下することも問題となっている 3.  

 

・診断, 分類, 治療 

 乳癌の診断は, 臨床症状, マンモグラフィー, 細胞診, 組織診によって行われ

る. 特徴的な臨床所見としては胸のしこり, 皮膚のひきつれ, 疼痛, 乳頭からの

分泌物などが挙げられる 3. 乳癌の分類については病期分類と免疫組織化学によ

るサブタイプ分類を詳述する. 病期分類は TNM 分類に準拠する 53,56. T は腫瘍

の大きさを示すファクター, Nはリンパ節転移を示すファクター, Mは遠隔転移

を示すファクターであり, これら3つの要素を総合的に判断し病期を決定, それ

により手術療法, 放射線療法, 薬物療法などの治療方針を決定する. 免疫組織化

学によるサブタイプ分類は, 核内ホルモンレセプターの ER (estrogen receptor) 

と PgR (progesterone receptor), そして膜貫通型タンパク質である Her2 

(human epidermal growth factor receptor 2), 増殖性の度合いを示す Ki-67の

発現状況により行われ, 主に Luminal-A, Luminal-B, Her2, Triple Negative に

分けられる. 最近では遺伝子発現解析により, これに Luminal-C, Claudin Low, 

Normal breast like という分類を加えることも検討されている 66,67. ERや PgR

高発現の Luminalタイプにはホルモン治療が有効であり, Her2タイプでは世界

初のヒト化モノクローナル抗体薬であるトラスツズマブ(商品名: ハーセプチ

ン)が著効する可能性がある. Triple Negative は特に悪性度が高いと考えられて

いる組織系であり, 治療標的を定めにくく, シクロホスファミド, メトトレキサ

ート, 5-フルオロウラシルを併用する CMF 療法など, 抗癌剤を使用するのが一

般的である 3. いずれの場合も乳癌は罹患年齢が比較的若いことや, 治療後の再

発率の高さなどから, 多くの基礎研究が重ねられており, 序章でも述べた通り
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悪性度進展とEMTとの関連や, 発癌初期播種の概念が臨床的にも証拠立てられ

てきている 5,7.  

 

本研究の意義 

・乳癌と Arf6経路 

 序章において述べたように, 私の所属する分子生物学分野ではこれまで, ヒ

トもしくはマウス乳癌細胞において EGFR 活性化の下流で Arf6 経路が形成さ

れ, 細胞の運動能, 浸潤能, 薬剤抵抗性の獲得に寄与することを明らかにしてき

た. しかしながらその研究は悪性度の高い細胞株と低い細胞株において Arf6 経

路の発現状況を比較したものであり, 同一のモデルにおける経時的な観察には

自然発癌モデルマウスの同定が必要であった.  

 

・乳癌モデルマウスについて 

乳癌モデルマウスは 20 系統程度存在し, そのうち癌の初期播種が起こる系統

が幾つか報告されている. 多くの系統では, 思春期の乳腺特異的に遺伝子ノッ

クダウンやノックインを可能にするためエストロゲン反応性の MMTV (mouse 

mammary tumor virus) プロモーターが利用されている. 今回解析に利用した

MMTV-PyMTマウスやMMTV-Neuマウスではそれぞれ polyomavirus middle 

T antigen とラットの Neu/Her2 遺伝子を発現するよう設計されたトランスジ

ェニックマウスである. これらのマウスはともに発癌初期播種を引き起こす系

統であり 5, マイクロアレイの解析から遺伝子発現状況がよく似ていることが明

らかになっている 68,69. 免疫組織化学によるサブタイプ分類はともに, 発癌初期

にはヒトにおける luminal B typeであり, 末期には Basal typeを示すことが報

告されている 68,69. 一方で, 腫瘍の悪性度進展のタイムコースには大きな違いが

あり, MMTV-PyMT マウスでは生後 10 週で乳癌原発巣を形成し、12 週で肺転

移を起こすが, MMTV-Neu マウスでは生後 24 週で乳癌原発巣を形成し、36 週

で肺転移を起こすことが報告されている 5,70.  

 

・本章における研究内容 

本研究においては, Arf6 経路を悪性度進展に利用する乳癌自然発癌モデルマ

ウスの同定を第一義として解析を行った. 現在までにこのようなモデルマウス

は報告されておらず, Arf6 経路が活性化した細胞とそうでない細胞の比較は可

能であっても, Arf6 経路が一つの系の中で悪性度進展とともに形成されていく

様子を解析することは不可能であった. 特に乳癌の高い再発率に関与すると考

えられている発癌極初期段階での播種にArf6が関わる可能性を検討したいと考

え, また将来的には発癌前の食事中の脂質・アミノ酸・糖質の含有量を調節し, 
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Arf6 経路依存的な悪性度進展がどのような変化を起こすかを解析したいと考え, 

研究を開始した. まず, MMTV-PyMT マウスと MMTV-Neu マウス由来の原発

腫瘍の Arf6経路構成タンパク質の発現量を比較した. 興味深いことに, MMTV-

PyMT マウスでは Arf6 経路構成タンパク質がいずれも高発現しているのに対

し, 遺伝的に近い系統である MMTV-Neu マウスでは AMAP1 の発現量が低く, 

悪性度進展において Arf6 経路に依存していない可能性が示唆された. 次に初代

培養の系を立ち上げ, MMTV-PyMT マウス由来腫瘍細胞について in vitro の実

験系で Arf6 経路活性化が浸潤活性上昇を引き起こしていることを裏付けた. さ

らにはArf6経路活性化に必須とされるメバロン酸経路の競合阻害剤であるスタ

チンがMMTV-PyMTマウスの肺転移巣形成能を抑制しうるかを検討した. 最後

に, 発癌初期播種細胞の検出に際しての知見と問題点を述べる. 本研究の結果

から MMTV-PyMT マウスと MMTV-Neu マウスの悪性度進展のタイムコース

の違いの一端が Arf6 経路活性化にある可能性が示唆された.  
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【材料と方法】 

実験動物 

MMTV-PyMT (FVB/N-Tg(MMTV-PyVT)634Mul/J, stock no. 002374) マウ

スとMMTV-Neu (FVB/N-Tg(MMTVneu)202Mul/J, stock no. 002376) マウス

を Jackson Laboratory から購入し, 北海道大学大学院医学研究院附属動物実験

施設にて自由給餌・自由給水・12 時間明暗周期の条件下で飼育した. 全ての動

物実験は北海道大学動物実験委員会の承認を受けたプロトコールによって行っ

た (承認番号: 14-0056) . マウスの健康と行動に異常がないことを毎日の観察で

確認し, 実験の施行時には可能な限り苦痛を伴わないよう配慮した. マウスを

安楽死させたのち, 実験目的に応じて腫瘍原発巣, 肺, 骨髄, 血液を摘出した. 

骨髄は両肢大腿骨を摘出し, 両骨端を切断したのち 23 G の注射針と 10 mL シ

リンジを用いて PBS中にフラッシュすることにより得た.  

 

初代細胞培養 

 マウスから摘出した腫瘍を PBS で 2 回洗浄したのち, 抗生物質 (100 U/mL 

ペニシリン, 明治製菓; 50 μg/mL ストレプトマイシン, 明治製菓; 50 μg/mL ゲ

ンタマイシン , Sigma-Aldrich) を添加した HBSS (Hanks’ balanced salt 

solution, Sigma-Aldrich) に浸した . φ 6 cm dish 中に 0.01% collagenase 

(Sigma-Aldrich) を添加したHBSSを 10mL 入れ, その中で腫瘍を 2 mm 片に

なるまでミンスした. 腫瘍片を含む溶液を半分ずつ 100 mL フラスコに移し 

(0.01% collagenase/HBSS 計 50 mL にてディッシュに腫瘍片が残らないよう

回収) , 37°C 95 /minで振盪した. 100 μmのセルストレイナー (Falcon) を通過

させた後, 80 g 5 min での遠心分離を計 3 回繰り返し, 血球を除去した. 10% 

FCS/DMEM にて 37°C, 5% CO2の条件下で維持した.  

 

抗体 

 本章の実験において使用した抗体を以下に列挙する.  

抗 Arf6抗体 (マウス, モノクローナル, Santa Cruz Biotechnology) 

抗 vimentin抗体(マウス, モノクローナル, Cell Signaling) 

抗 β-actin抗体(マウス, モノクローナル, EMD Millipore) 

抗 γ-tublin抗体(マウス, モノクローナル, Sigma-Aldrich) 

抗 Cytokeratin 8 (CK8)抗体(ウサギ, ポリクローナル, Abcam)  

抗 AMAP1抗体(ウサギ, ポリクローナル, 樹立 24,39)  

抗 GEP100 抗体(ウサギ, ポリクローナル, 樹立 24,39) 

抗 EPB41L5抗体(ウサギ, ポリクローナル, 樹立 47) 
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Peroxidase 標識抗マウス IgG 抗体 (ロバ , Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) 

Peroxidase 標識抗ウサギ IgG 抗体 (ロバ , Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) 

組織染色用抗 Arf6抗体 (ウサギ, ポリクローナル, Aviva)  

正常マウス IgG (Santa Cruz) 

Cy3標識抗マウス IgG抗体(ロバ, Jackson ImmunoResearch Laboratories) 

Cy3標識抗ウサギ IgG抗体(ロバ, Jackson ImmunoResearch Laboratories) 

Alexa488 標 識 抗マ ウ ス IgG 抗 体 ( ヤ ギ , Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) 

Alexa488 標 識 抗ウ サ ギ IgG 抗 体 ( ヤ ギ , Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) 

 

試薬 

Atorvastatin は LKT Laboratories から購入した. In vitro アッセイ前に 10 

μM の Atorvastatin を 24 h 作用させた. 購入元を明記していない試薬は全て

Sigma-Aldrichもしくは和光純薬より購入した.  

 

SDS-PAGEおよびWB 

 第一章において述べた方法により SDS-PAGE と WB を行った. 定量 WB に

ついては転写をセミドライ方式で行い, 検出はインフラレッドイメージングシ

ステム (アロカ, Odyssey) を使用して行った. EPB41L5については検出をECL

にて行い, 発色強度を画像処理ソフト Image J を用いて定量化した.  

 

免疫組織染色 

 第一章において述べた方法を用いて Morpho Technology 社への外注にて, 免

疫組織染色を行った. 相違点としては, 抗 Arf6 抗体 (1:100), 抗 AMAP1 抗体 

(1:200), 抗 EPB41L5 抗体 (1:1,000), マウス正常 IgG (1:100) と 30 min 反応

させた.  

 

RT (reverse transcription) - PCR (polymerase chain reaction) 

 TRIzol® reagent (Thermo Fisher Scientific) により細胞を溶解し, Direct-

zol™ RNA Miniprepkit (ZYMO research) を用いて mRNA を抽出した . 

SuperScript™ II Reverse Transcriptase kit (Thermo Fisher Scientific) を用い

て cDNAを作成した. GoTaq® Green (ProMega) システムにより PCRを行い, 

1% agarose gel (TAEバッファーにて作成) を使用して TAEバッファー中で電
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気泳動を行った後, ゲルを EtBr (ethidium bromide) 染色し, 波長 260 nm の

紫外線にて検出した. 使用したプライマー配列を下に列挙する . Amap1 は

Sawadyに, Gapdhは北海道システムサイエンスに合成を依頼した.  

Amap1 forward 5’-ATGAGATCTTCAGCCTCCCGGCTCTCCAGTTTT-3’ 

Amap1 reverse 5’-AGAAAACTTGACAAAAGCGGTGCCAAGGTCAGG-3’ 

Gapdh forward 5’-TTCCGTGTTCCTACCCCCAATGTG-3’ 

Gapdh reverse 5’-ATGCCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’ 

使用したバッファーを以下に記す.  

TAEバッファー:  

40mM Tris, 40mM 無水酢酸, 1 mM EDTA 

 

RNA干渉 

 shRNA (short hairpin RNA) を発現する構築をレンチウイルスにより細胞に

導入しRNA干渉による遺伝子発現抑制を行った. ウイルスパッケージング用細

胞 293FT (Invitrogen, 完全培地 : DMEM, 10% FCS, 6mM L-Glutamine, 

0.1mM MEMNEAA, 1mM Pyruvate) に pLKO.1-puro vector をバックボーン

とした各種 shRNA 発現用 plasmid, エンベロープ発現用 plasmid の pMD2.G 

(Addgene #12259), ウイルスパッケージング plasmid の psPAX2 (Addgene 

#12260) を Lipofectamine LTX (Invitrogen) によりトランスフェクションし, 

ウイルスを作成した. トランスフェクションは 6-well dish scale で行い, 500 uL 

の opti-MEM (opti- minimum essential media, Invitrogen) に 3 μg の DNA 

(pLKO:pMD2.G:psPAX2 = 8:1:3), 6 μL Lipofectamine LTXを混合し, 室温で

25 min 静置した後 1.5 mL DMEMと共に細胞に加え, 24 h インキュベートし

た. この操作を 40% コンフルエントの状態から 2 回行った. ウイルス感染は φ 

6 cm dish scaleで行い, ウイルスを発現している 293FT細胞の培養上清を回収, 

3000 g で 5 min 遠心したのち, 感染させたい細胞に polybrane (終濃度: 8 

μg/mL) と共に 24 h作用させた. ウイルス感染から 48 h 後, puromycin (終濃

度: 1 μg/mL) にて selection を行い, 各アッセイに細胞を使用した. 用いた

shRNAのターゲット配列は下に列挙する.  

Arf6 5’-CCGGAAGGAGAGAAATCCAAA-3’ 

Amap1 #1 5’-GACCTGCTGCAGAACCTTATA-3’ 

Amap1 #2 5’-AGATGTGTGAATATCTCATTA-3’ 

Amap1 #3 5’-CCAGGGACTTACTTGCATTAA-3’ 

 

蛍光組織染色 



51 

 

 摘出した腫瘍を OCT (Optimal Cutting Temperature) コンパウンドに包埋

後液体窒素にて凍結し, 厚さ 10 μmで切片化し, 4% PFAを用いて室温 20 min

の間固定した. 抗 AMAP1 抗体 (1:200), 抗 EPB41L5 抗体 (1:1,000), 抗 CK8

抗体 (1:100), 抗 vimentin 抗体 (1:50), と 4 °C, オーバーナイトで反応させた. 

PBS で洗浄したのち, Cy3 もしくは Alexa488 で標識された二次抗体と室温で

1h反応させたのち, DAPI  (4’,6-diamidino-2-phenylindole) 溶液を用いて核を

染色した. 試料は 50% glycerol/PBSにてマウントし, 蛍光顕微鏡観察を行った. 

AMAP1, EPB41L5, CK8, vimentin 陽性細胞の数を計測しグラフ化した. 10か

所以上, 100個以上の細胞について検討を行った.  

 

転移巣形成アッセイ 

MMTV-PyMT マウスを 5匹ずつの二群に分け, 6週令もしくは 8週令から 14

週令の間毎日 10 μg/g体重の Atorvastatinと, コントロールとして 10% DMSO 

(dimethyl sulfoxide) /PBS を腹腔投与した. 通常多くのマウスが 1-6 つの腫瘍

を形成するが, ある腫瘍の最大径が 20 mmに達した時点でマウスを安楽死させ

た. 摘出した肺は 4% PFA で固定し, モルフォテクノロジー社に外注にて HE 

(hematoxylin eosin) 染色を行った. 顕微鏡下で肺転移巣の数を計測した. 二群

間の比較には Welch t-test を用いた. 人道的エンドポイントとして上述の最大

腫瘍径 20 mm時点を設定したが, これは給餌・給水・移動などマウスの活動状

況を著しく阻害しない程度のものであった.  

 

マトリゲル インベージョンアッセイ 

 第一章において述べた方法によりインベージョンアッセイを行った. 24 h 間

の血清飢餓状態に細胞を置いたあと, 上部チャンバーに 1 × 105個の細胞懸濁液

を入れ, 下部チャンバーには 10% FCS 添加培地を入れた. 24 h 後に PFA によ

り固定し, クリスタルバイオレット染色ののち細胞数を計測した.  

 

細胞生存性アッセイ 

 第一章と同様の方法を用いて細胞生存性アッセイを行った.  

 

GST (glutathione S-transferase) - GGA プルダウンアッセイ 

Arf6の活性を測定する為, GST-GGAプルダウンアッセイを行った. 実験原理

としては, 活性化型Arf結合タンパク質のGGA1由来ペプチドとGSTとの融合

タンパク質を精製し, 細胞溶解液と反応させたのち, グルタチオン-セファロー

スビーズにてプルダウンし, SDS-PAGE, WB にて抗 Arf6 抗体で検出すること

により, Arf6 の活性化状態を評価するというものである. 具体的には, 細胞を
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GGAバッファーで溶解し, 遠心分離 (15,000 g, 10 min, 4 °C) により夾雑物を

除く. タンパク質量 600 µg分の細胞溶解液を 30 µgの GST-GGAペプチドを結

合させたグルタチオン-セファロースビーズ (GE Healthcare) に 4 °C , 30 min

作用させた. ビーズを 1 mLの GGAバッファーで 3回洗浄し, 30 µLの SDSサ

ンプルバッファーで結合タンパク質を溶出した. プルダウンのサンプルとイン

プットのサンプルの Arf6量を SDS-PAGE, WBで検出することにより, 各処理

における Arf6の活性化率を検討した.  

 

定量的リアルタイム PCR 

RT-PCR の項で記した方法で cDNA を作成し, Premix Ex Taq™ (TaKaRa) 

により定量的リアルタイム PCR を施行した. 検量線描出の為, TOPO PCR 

cloning (Thermo Fisher Scientific) システムを用いて, PyMT の対象配列を含

む遺伝子領域を TOPO vector に cloning した. リアルタイム PCR データの検

出は 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems) を用いて行い, 絶対

定量を行った. 使用したプライマーを下に列挙する. リアルタイム PCR 用のプ

ライマーは TaKaRaの, cloning用のプライマーは Sigma-Aldrichの合成サービ

スを利用した.  

Pymt forward 5’-TGCCTTAATGCAGGAATTGAACAG-3’ 

Pymt reverse 5’-CCACCCATCCGCATGTAGC-3’ 

Pymt probe 5’-AATGAATCTAGGAGGAACCGGCTTCCAGGT-3’ 

Pymt forward (cloning用) 5’-CTGCTACTGCACCCAGACAA-3’ 

Pymt reverse (cloning 用) 5’-GCAGGTAAGAGGCATTCTGC-3’ 

 

2D運動能アッセイ 

 細胞の運動能を評価する為 2D 運動能アッセイと顕微鏡下による細胞形態の

観察を行った . φ 35 mm のガラスボトムディッシュに 50 μg/mL 

fibronectin/PBSを用いてコートした (37 °C , 2 h). ガラス領域を中心に 1-4 × 

104個の細胞を播き込み, 最短 10 h後より, 培地に 1/1000量のHoechst® 33342 

solution (同仁化学研究所) を添加して核染色を 30 min行った. その後共焦点顕

微鏡 (Nikon, A1R) により 5 min 間隔で 6 h の間画像取得を行った. 得られた

データは画像解析ソフト NIS-elements Advanced Research (Nikon) により解

析した.  

 

ゼラチン ザイモグラフィー 

MMP (マトリックスメタロプロテアーゼ, matrix metalloproteinase) の活性

を測定する為, ゼラチンザイモグラフィーを施行した. 細胞生存性アッセイ用
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に用意した 96-well スケールの培養細胞の培養上清 100 μL を非還元 SDSサン

プルバッファー100 μL と混合し室温, 10 min 静置した. 1 mg/mL Gelatin 

(Sigma-Aldrich) を添加した 10%アクリルアミドゲル (pH 8.8) を作成し, 20 

μLのサンプルとMMPマーカー (コスモバイオ) を濃縮ゲル (5%アクリルアミ

ド, pH 8.8) にアプライし, SDS-PAGEと同様の組成の Runnningバッファーに

て等電流電気泳動 (125 V, 25 mA, 1 h 30 min) を行った. 泳動後 100 mL の

0.25% Triton X-100 水溶液にて室温 , 30 min 振盪した . 次に 100 mL の

Zymogram Developing バッファー (テフコ) にて室温, 30 min 振盪した. さら

に Zymogram Developing バッファーを交換後, 37°C, オーバーナイトで振盪し

た. 反応後, ゲルを CBB (coomassie brilliant blue) 染色液 (0.25% CBB, 45.4% 

メタノール, 9.2% 酢酸) にて 10 min 染色し, 脱色液 (25% エタノール, 8% 酢

酸) により適切なコントラストとなるよう調整した. 使用したバッファーを下

に記す.  

 

非還元 SDSサンプルバッファー: 

53 mM Tris-HCl (pH6.8), 10% Glycerol, 2% SDS, 0.0025% BPB  

 

統計解析 

全て の統 計解 析 は excel (Microsoft), R software, Graphpad Prism 

(GraphPad Software) を用いて行い, P < 0.05 を有意とした. 群間の比較には

Student t-test, Welch t-test, Dunnett testを必要に応じて施行した.   
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【実験結果】 

2-1 PyMTおよびNeuマウスにおける Arf6 経路関連タンパク質の発現量比較 

 MMTV-PyMTマウスとMMTV-Neuマウスの原発巣を摘出, ホモジェナイズ, 

可溶化し, WBによってArf6経路関連タンパク質であるArf6, GEP100, AMAP1, 

EPB41L5の発現量を比較した. 図 2-1-1にブロットを示す. WBによりAMAP1

の発現量に差がある傾向を見出したことから, 定量的WBを行った. 図 2-1-2に

示す通り, MMTV-PyMT における AMAP1 のタンパク質発現量が MMTV-Neu

と比較して有意に高いことが明らかとなった.  

 

 

図 2-1-1 PyMTとNeuマウスにおける Arf6経路関連タンパク質の発現量比較 

 ウエスタンブロッティングにより MMTV-PyMT マウスと MMTV-Neu マウ

スにおける Arf6 経路関連タンパク質の発現量を比較した. #1-#3 はそれぞれ別

の腫瘍を示す. ポジティブコントロールとして, Arf6 経路関連タンパク質を高

発現していると報告されているヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231 細胞を用い, 最

左端にブロットした. 右端は明示した分子量のマーカー位置を示す.  
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図 2-1-2 定量ウエスタンブロッティングによる Arf6経路発現量の比較 

 定量ウエスタンブロッティング法によりMMTV-PyMTマウスとMMTV-Neu

マウスにおける Arf6 経路関連タンパク質の発現量を比較した. 図中の一点が各

腫瘍のタンパク質発現量を示す. タンパク質発現量は β-actin もしくは γ-tublin

の発現量により標準化した. ***は P < 0.0001 を示す.  

 

  



56 

 

2-2 Arf6経路関連タンパク質の組織内発現部位 

 AMAP1 の発現が正常間質細胞によるものである可能性を排除するため, 免

疫組織化学により組織中の発現部位を検討した. 図 2-2-1 に示す通り, 原発巣に

おいては Arf6 経路関連タンパク質を間質の正常細胞ではなく, 腫瘍細胞が主と

して発現していることがわかった. また, MMTV-Neu マウスにおいても肺転移

巣においては AMAP1 タンパク質の発現が上昇してくる可能性を見出した.  

 

 

図 2-2-1 PyMTおよびNeuマウスにおける免疫組織染色 

 MMTV-PyMTマウスとMMTV-Neuマウスの乳癌原発巣および肺転移巣を摘

出し, 免疫組織化学法により染色を行った. コントロールとしてWT (wild type, 

ワイルドタイプ) マウスの乳腺組織についても同様の解析を行った. 抗 Arf6 抗

体, 抗 AMAP1抗体, normal-IgGを用いた. スケールバーは 50 μmを表す.  
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2-3 PyMTマウスとNeuマウスにおける AMAP1 mRNAの発現量比較 

 私の所属する分子生物学分野ではこれまで, AMAP1のタンパク質発現は転写

後調節が主であり, タンパク質発現量とmRNA発現量には相関がみられないこ

とを述べてきた. MMTV-PyMTマウスとMMTV-Neuマウスの比較においても, 

同様であるかを検討した. 図2-1-1のブロットに用いたマウスと同個体の別腫瘍

の mRNA を抽出し, RT-PCR により AMAP1 発現量を比較した. 図 2-3-1 に示

す通り, MMTV-PyMT マウスにおいて MMTV-Neu マウスよりも AMAP1 

mRNA 発現量が高いことを見出した. 次に, この傾向が一般的に見られるかを

検討する為, すでに論文として公開されているマイクロアレイのデータを解析

した. NCBI (national center for biotechnology information) の GEO71 (gene 

expression omnibus) に登録されている, 乳癌モデルマウスの遺伝子発現プロ

ファイルを比較したマイクロアレイデータ 68 (登録番号 : GSE3165, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE3165) を解析した . 

図 2-1-2 に示す通り, MMTV-PyMT マウスにおいて MMTV-Neu マウスよりも

Amap1 mRNA発現量が高かった. これらの結果からMMTV-PyMTマウスにお

いては Amap1 mRNAの発現上昇により AMAP1タンパク質高発現が引き起こ

されている可能性が示唆された.  

 

 
図 2-3-1 PyMTおよびNeuマウスにおける Amap1 mRNA発現量比較 

 RT-PCRによりMMTV-PyMTマウスとMMTV-NeuマウスのAmap1 mRNA

の発現量を比較した. 図は同一のゲルのプロットである.  
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図 2-3-2 マイクロアレイデータ解析による AMAP1 mRNA発現量比較 

 GEO 71 に 登 録 さ れ て い る マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ 68 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE3165) を独自に解

析し, MMTV-PyMT マウスとMMTV-Neuマウスにおける Amap1 mRNA発現

量を比較した. 縦軸はシグナル値の log2 値を示す.  
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2-4 AMAP1高発現と EMTマーカー 

 AMAP1 を高発現する細胞が EMT を経ているか否かについて検討を行った. 

まず, 上皮性マーカーの CK8 と間葉系マーカーである vimentin について共染

色を行ったところ, 図2-4-1に示す通り, これら二種を共発現する細胞は少なく, 

互いに排他的に染色されているといえる. 図 2-4-2 では Arf6 経路関連タンパク

質であり , 間葉系の形質を獲得した細胞で発現することが知られている

EPB41L5 の発現と EMT ステータスを確認した. EPB41L5 発現陽性細胞では

原発巣, 転移巣ともに約 70%が vimentin 陽性, CK8 陰性であった. 図 2-4-3 に

示す通り, AMAP1 は原発巣においては間葉系マーカーである vimentin と共発

現する細胞が 53%であり, 転移巣においては 66%とこの傾向は増強されていた. 

CK8 陰性細胞は原発巣で 80%, 転移巣で 72%といずれも高値を示した. 以上よ

り, Arf6 経路を強く駆動している細胞では EMT を経ている可能性が示唆され

た.  

 

図 2-4-1 PyMTマウスにおける vimentin/CK8 の蛍光共染色 

組織蛍光染色により間葉系マーカーである vimentin と上皮性マーカーであ

る CK8 を発現する細胞の数を計測し, 発現状況ごとの割合を求めた. 10 視野

100個以上の細胞を数えている. スケールバーは 50 μmを表す.  
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図 2-4-2 PyMTマウスにおける vimentinもしくは CK8と EPB41L5の共染色 

MMTV-PyMT マウスの原発腫瘍と肺転移巣において, 組織蛍光染色により

vimentin と間葉系タンパク質であり Arf6 経路の構成タンパク質の一つである

EPB41L5, あるいは CK8と EPB41L5を発現する細胞の数を計測し, 発現状況

ごとの割合を求めた. 10視野 100個以上の細胞を数えている. 図 2-4-1と同縮尺

である.  

 

 

図 2-4-3 PyMTマウスにおける vimentinもしくは CK8と AMAP1 の共染色 

MMTV-PyMT マウスの原発腫瘍と肺転移巣において, 組織蛍光染色により

vimentin と Arf6 経路の構成タンパク質の一つである AMAP1, あるいは CK8
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と AMAP1 を発現する細胞の数を計測し, 発現状況ごとの割合を求めた. 10 視

野 100個以上の細胞を数えている. 図 2-4-1と同縮尺である. 
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2-5 Arf6と AMAP1 のノックダウンが細胞浸潤性に与える影響 

 Arf6 と AMAP1 の遺伝子発現抑制により細胞の浸潤能が変化するか検討を行

った. MMTV-PyMT マウス由来の初代培養細胞にウイルベクターを用いて

shRNAを導入し, Arf6と AMAP1の遺伝子発現抑制を行うことで, 細胞の浸潤

能が変化するかをマトリゲルインベージョンアッセイにて確認した. 図2-5-1に

その結果, 図 2-5-2 にその際の細胞生存性, 図 2-5-3 に遺伝子発現抑制の効率を

示す. MMTV-PyMT マウス由来の初代培養細胞において Arf6 と AMAP1 の遺

伝子発現抑制により有意に浸潤能が低下した.  

 

 

図 2-5-1 PyMTおよびNeuマウス由来初代培養細胞の浸潤活性 

MMTV-PyMT および MMTV-Neu マウス由来の初代培養細胞を用いて , 

shRNA の強制発現により Arf6 および AMAP1 の遺伝子発現抑制を行った際の

浸潤活性を測定した. マトリゲルインベージョンアッセイにより下部チャンバ

ーに移動した細胞の数を計測し, その個数を図示した. *は P < 0.05 を示す. 
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図 2-5-2 Arf6と AMAP1 の遺伝子発現抑制による細胞生存性への影響 

細胞生存性アッセイによりインベージョンアッセイに用いた細胞の viability

を求めた. 群間比較にはWelch t-testを施行した. 各群間に有意差は認めなかっ

た.  

 

 

図 2-5-3 PyMTおよびNeuマウス由来初代培養細胞における遺伝子抑制効率 

インベージョンアッセイに用いた細胞群についてArf6およびAMAP1の発現

量と遺伝子抑制効率をウエスタンブロッティング法により調べた.  
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2-6 Arf6と AMAP1 のノックダウンが細胞運動性に与える影響 

 前節で述べた, Arf6 と AMAP1 のノックダウンによる細胞の浸潤活性抑制に

関して, 詳細な機序を検討した. 細胞が浸潤活性を示すには, 運動能と基底膜を

突き破るための MMP 活性の上昇が必要である. まず, 細胞の運動能に Arf6 と

AMAP1のノックダウンが寄与するかを 2D運動能アッセイにより検討した. 共

焦点顕微鏡 (Nikon, A1R) により 5 分間隔で 6 時間画像を取得し, その観察期

間における細胞の移動距離を算出した. 各処理あたり 10細胞分のデータを図 2-

6-1に示す. Arf6または AMAP1の遺伝子発現抑制により, 細胞の運動能が減少

することを見出した. また, この時の細胞の微分干渉像を図 2-6-2 に示す. 形態

的にコントロール細胞においては移動方向にフィロポディアを形成しているの

に対し, Arf6 もしくは AMAP1 をノックダウンした細胞においては, 細胞の辺

縁がギザギザしたような形態を示し, フィロポディアをうまく形成できていな

い可能性が示唆された.  

 

 

図 2-6-1 Arf6と AMAP1 のノックダウンによる細胞運動能への影響 

 2D運動能アッセイにより, 6時間の観察期間で細胞が移動した積算距離 (μm) 

を図示した. 5 分間隔で 6 時間画像を取得し, 画像処理ソフト NIS-elemnt によ

り積算距離を算出した. 各処理群あたり 10 の細胞の軌跡をトラックした. 群間

比較にはWelch t-test を施行した. ***は P < 0.001を示す.  
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図 2-6-2 Arf6と AMAP1 のノックダウンによる細胞形態の変化 

 2D 運動能アッセイに用いた細胞の形態観察を行った. 共焦点顕微鏡による微

分干渉像と Hoechst® 33342 による核染色像を重ねた画像を示す. スケールバ

ーは 10 μmを表す.  
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2-7 Arf6と AMAP1 のノックダウンがMMP 活性に与える影響 

 次に MMP の活性を測定するためゼラチンザイモグラフィーを行った. 図 2-

7-1 に示す通り, 培養上清中の MMP 活性は Arf6 と AMAP1 のノックダウンに

よって影響を受けなかった.  

 

 

図 2-7-1 PyMTマウス由来細胞培養血清中のMMP活性 

 ゼラチンザイモグラフィーによりArf6またはAMAP1を遺伝子発現抑制した

際の細胞培養上清中のMMP活性を測定した. MMP活性について明確な差異は

認められなかった.  
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2-8 スタチンによりMMTV-PyMTマウスの転移巣形成を抑制できる 

 以前われわれは, Arf6 経路の活性化にはコレステロール生合成系であるメバ

ロン酸経路の活性化が必須であることを見出しており, メバロン酸経路の律速

酵素の競合阻害薬であり高脂血症治療薬のスタチンが, 乳癌の悪性度進展を抑

えることを報告した 25. これに関連して, MMTV-PyMT マウスの転移巣形成能

をスタチンが抑制するか検討を行った. まずは in vitro の系を用いて検討を行

った. GGA-pull down assay により活性化型 (GTP結合型) Arf6の量を調べた

ところ, スタチンの処理により僅かながら減少傾向が見られた. 結果を図 2-8-1

に示すが, この実験は操作中の温度変化やタンパク質濃度などによる結果のブ

レが大きく, 確実な再現性を担保できていないことが課題である. また, これら

の処理を行った細胞を用いて浸潤能を調べたところ, スタチン処理により浸潤

能が低下した. この時の結果を図 2-8-2 に, 細胞の生存性を図 2-8-3 に示す. 次

に in vivo での転移抑制実験を行った. 6-8 週令の PyMT マウスに 12 週令まで

Atorvastatinを毎日投与し, 腫瘍が最大径 20 mmを超えるまでの期間と, その

際の肺転移の数を記録した. 全生存率と体重増減を評価しなかった理由は, 腫

瘍が発生する数, タイミング, 腫瘍増大のスピードが個体によって異なり, 評価

したい事柄があいまいになることと実験動物に必要以上の苦痛を与える可能性

を考慮したためである. ここでは, Atorvastatinが転移巣形成に抑制的であるか

どうかを評価点とした. 図 2-8-4 に示す通り, 腫瘍が最大径 20 mm を超えるま

での期間はスタチン投与群とコントロール群において差はなかったが, 肺転移

巣の数は有意にスタチンにより減少していた. この時の病理像を図 2-8-5 に示

す. なお, 一匹のマウスが形成する腫瘍の数と大きさと発生時期に大きなばら

つきがあることから, 体重の増減ではなく最大腫瘍径が 20 mmに達する時点の

日数に差がないという観測事実を基に Atorvastatin による重大な副作用が発生

していないことと腫瘍形成能自体を阻害する効果はないと考えた.  

 

 

図 2-8-1 Atorvastatin処理による活性型 Arf6の存在比の変化 

GST-GGA プルダウンアッセイにより各処理群における活性化型 Arf6 の存在

比を検討した. 上段の GST-GGA プルダウンのサンプルが活性化型 Arf6 量を, 

下段の Total サンプルが全 Arf6 の量を表す . 活性化型 Arf6 の存在比は
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Atorvastatin 処理によって僅かながら減少傾向がみられた. この実験は操作が

非常に難しく, 実験手技の向上が課題である.  

 

 
図 2-8-2 Atorvastatinの PyMTマウス由来初代培養細胞の浸潤活性抑制作用 

MMTV-PyMT マウス由来の初代培養細胞を用いて, Atorvastatin 処理による

浸潤活性変化を測定した. マトリゲルインベージョンアッセイにより下部チャ

ンバーに移動した細胞の数を計測し, その個数を図示した. *は P < 0.05を示す. 

 

 

図 2-8-3 PyMTマウス由来細胞のスタチン処理による細胞生存性への影響 

細胞生存性アッセイによりインベージョンアッセイに用いた細胞の viability

を求めた. 群間比較にはWelch t-testを施行した. 各群間に有意差は認めなかっ

た. 
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図 2-8-4 Atorvastatinの転移巣形成能抑制効果 

 MMTV-PyMT マウスにおいて 6 週令 (▲) または 8 週令 (●) から 14 週令ま

で毎日 , 腹腔内投与によりコントロール溶液  (DMSO/PBS) もしくは

Atorvastatinを投与し, 最大腫瘍径が 20 mmに達した時の肺転移巣の数を顕微

鏡下に計測した. 左のグラフは最大腫瘍径が 20 mmに達した時の各マウスの週

齢を示す. 両群間に有意差は認められなかった. 右のグラフは各群マウスの肺

転移巣の数を示す. 左右両肺を正中で縦断し切片化, HE 染色のあと顕微鏡下に

肺転移巣の数を計測した. グラフの値は左右肺の合計値. Welch t-test により有

意差を認めた.  
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図 2-8-5 PyMTマウスにおける肺転移巣の病理像 

 DMSO投与群と Atorvastatin投与群のMMTV-PyMTマウスについて摘出し

た肺を PFA固定したのち切片化, HE染色を行い, 肺転移巣の数を数えた. その

際の病理像を示す. 矢印が転移巣である. スケールバーは 50 μmを示す.  
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2-9 発癌初期播種細胞の検出について 

 PyMT タンパク質は膜表面に発現するタンパク質ではないため, 血中もしく

は骨髄中からごく少量存在するであろう発現細胞, つまり乳癌初期播種細胞を

検出することが難しい. 今回は最も可能性のある方法として, 骨髄中の細胞に

おける PyMT 発現量について定量 PCR を用いて比較検討した. その結果を図

2-9-1 に示す. WT マウスではシグナルが検出限界以下であった. MMTV-PyMT

マウスにおいては, 骨髄転移が始まるとされる 6週令から 8週令 5,70の間にシグ

ナル値の変動が起こる事を予想したが, 肺に複数の転移巣が確認された 24 週令

の個体が飛びぬけて高い数値を示した他は, 6週齢以降ほぼ同じ値のシグナルが

検出された. 興味深いことに, オスの MMTV-PyMT マウスについても高いシグ

ナル値を検出した. これは腫瘍細胞以外にもマウス骨髄中に PyMT を発現する

細胞が紛れ込んでいる可能性を示唆している. 実際, MMTV が唾液腺や性腺等

で一部活性化することも報告されており 72, 少なくとも現段階では腫瘍細胞の

みを検出することは困難であると判断した. 発癌のどこかの段階で蛍光を示す

ようなマウスとの掛け合わせにより, この問題は解決される可能性がある.  

 

 

図 2-9-1 マウス骨髄中の PyMT mRNA発現量 

 定量的リアルタイム PCRを用いてマウス骨髄中の PyMT mRNA発現状況を

調べた. 縦軸は蛍光強度を示す. 1カラムごとに別のマウス個体を示している.  
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2-10 AMAP1高発現が遺伝子発現状況を大きく変化させる可能性について 

 最後に, これまで述べてきた AMAP1 タンパク質の高発現が, 細胞の遺伝子

発現状況を大幅に変化させる可能性について検討した. まず北海道大学大学院

医学院分子生物学分野所属の小野寺康仁講師が以前行った酵母ツーハイブリッ

ド法により得られたデータ 39,73から, AMAP1と直接的に相互作用する可能性の

ある TFを探索したところ, RREB1 (ras responsive element binding protein 1) 

とUBP1 (upstream binding protein 1) が挙げられた. これらの TFが制御する

代表的な遺伝子を NCBIの OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) な

どのデータベース 29,74を用いて検索し, RREB1はB2m (β-2 microglobulin), Agt 

(angiotensinogen), Calca (calcitonine)を, UBP1はCyp11a1 (cytochrome P450, 

family 11, subfamily a, polypeptide 1) を挙げた. これらの遺伝子の発現量を 2-

3 節で用いたマイクロアレイデータ 68,71 を利用して AMAP1 高発現の MMTV-

PyMT マウスと低発現の MMTV-Neu マウスで比較検討した. 図 2-10-1 に示す

通り, B2mで大きな変動が見られた以外は有意な差を認めることは無かった.  

また, これまでの観察から AMAP1 ノックアウトマウスが胎生致死でないこ

とも確認しており, AMAP1高発現が遺伝子発現プロファイルを大幅に変更する

可能性は低いと判断した. このことから, AMAP1 の高発現は悪性度進展の「原

因」であると同時に, 細胞内あるいは細胞周囲の状況変化の「結果」であり, 今

後はArf6経路の活性化がマウス体内で起こってくる過程を明らかにすることが

大きなテーマになると思われる.  

 

 

図 2-10-1 AMAP1 と相互作用する可能性のある TFと制御遺伝子の発現量比較 

 AMAP1と相互作用する可能性のあるTFとその制御遺伝子を抽出し, MMTV-

PyMT と MMTV-Neu のマイクロアレイデータから発現量を比較した. logFC 

(fold change の log2 値) が正の場合, MMTV-PyMT における発現量が MMTV-

Neuに比べて高い. いずれにしてもB2m以外の遺伝子については発現量に有意

な差はなかった.  
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【考察】 

 本研究において, Arf6 経路を悪性度進展に利用する自然発癌モデルマウスと

して MMTV-PyMT マウスを同定した. 同時に, 遺伝子発現プロファイルが近し

い系統でありながら悪性度進展が緩徐である MMTV-Neu マウスとの対比によ

り, Arf6 経路構成タンパク質である AMAP1 のタンパク質発現量が乳癌モデル

マウスの悪性度進展に大きく寄与しうることを示した. MMTV-PyMT マウスで

はMMTV-Neuマウスに比べてAMAP1のmRNAとタンパク質の発現量が高く

なっており, MMTV-PyMTマウス由来初代培養細胞のArf6もしくはAMAP1の

遺伝子発現を抑制することにより, 細胞の運動能が阻害され, 引き続いて細胞

の浸潤能が抑制されることを見出した. この効果はスタチンによっても見出さ

れ, MMTV-PyMT マウスにおける in vivo 転移実験からもその臨床的効果が示

唆された.  

 AMAP1のmRNAは複雑かつ長い 5’ UTR (untranslated region) を持ってい

る . その中には TOP (terminal oligopyrimidine) 配列と IRES (internal 

ribosomal entry site) が含まれ, 複雑な転写後調節が行われていることが示唆

される. 実際, ヒト乳癌においては AMAP1 の mRNA 発現量とタンパク質発現

量が相関しないことを見出している. 本研究においては, MMTV-PyMT マウス

と MMTV-Neu マウスにおいて, mRNA レベルで AMAP1 の発現変動が見られ

た. このことは新たな Arf6 経路の活性化機構の可能性を示唆するとともに, 今

後の解析の課題である. MMTV-Neu マウスの腫瘍においても, 肺転移巣形成時

には AMAP1 の発現量が上昇しているように見えることから, 最終的には Arf6

経路を利用する可能性がある. いずれにしても, AMAP1 発現上昇の起こるタイ

ミングと内部環境変化がこれらマウスの悪性度進展の速度の違いを生み出して

いる可能性は高いと思われる.  

 スタチンによる転移巣形成能阻害効果を検討する実験については, n数を増や

す必要がある. また使用したスタチン濃度がヒトの使用濃度に比べ非常に高値

である (高脂血症治療薬としての使用量の約 1000 倍) ことも考慮しなければな

らない. ヒトとマウスではスタチンの効能に大きく差が出るという報告もあり
75-78, 有害事象の検討と共により詳細な検証が必要とされる.  

 AMAP1 ノックアウトマウスは non-phenotype であることを当研究室にて確

認しているが, 今後はMMTV-PyMTマウスとの掛け合わせによってどのような

影響が出るかを確認することも必要となると考えている. これにより, MMTV-

PyMTマウス由来乳癌の悪性度進展におけるArf6経路の果たす役割をより詳細

に検討できるとともに, Arf6 経路以外のシグナル経路との関与も検討すること

が出来るだろう. また, 今回の実験は AMAP1 の発現抑制系についてのみ検討

を行っているが, MMTV-Neu マウスを利用して, 早期に AMAP1 を過剰発現す
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ることにより腫瘍細胞の浸潤能にどのような影響が出るのかを検討する必要が

ある.  

 はじめこの章の研究をデザインした段階では, 発癌初期播種に Arf6 経路が関

与するかを検討することを最終的な目標としていた. しかしながら, PyMTが膜

タンパク質でないことから, 骨髄中や末梢血中に遊出した腫瘍細胞を特定する

ことが非常に難しく, 中断した状態である. 最も可能性があるかと思われた骨

髄中の PyMT mRNA 量の定量的リアルタイム PCR による比較も, オスの

MMTV-PyMT マウスでの検出によって慎重な検討を余儀なくされた. このこと

は乳腺以外の組織でもMMTVが活性化する可能性により説明可能であるが, 初

期播種した腫瘍細胞の検出には蛍光タンパク質発現マウスとの掛け合わせ等を

前提とした新たな実験デザインが必要になると思われる. とはいえ, MMTV-

PyMTマウスはこれまで抗PD-1療法の検討を始め, 乳癌の自然発癌モデルマウ

スとして様々な局面で広く利用されてきた系統であり 79, そのモデルマウスの

癌悪性度進展の主要な経路を明らかにしたという点で, 有用意義な研究であっ

たと考えている.   
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第三章 

上皮間充織転換におけるミトコンドリアダイナミクス 

【諸言】 

はじめに 

細胞の機能変化, 形態変化, 遺伝子発現変化, および代謝状態の変化がどのよ

うな時系列で制御されているかは, 昨今の分子生物学における大きなテーマの

一つである. 例えば Privesらのグループは「ゲノムの守護神」ともいわれる p53

タンパク質がコレステロール生合成経路であるメバロン酸経路の活性調節に関

与することを示した 80. また Pearceらのグループは T cellの機能分化において

ミトコンドリアの形態変化が酸化的リン酸化の活性を調節し , そのことが

memory T cellと effector T cellへの分化過程に先立つことを示した 81. 本研究

においては第二章まで, EMT という細胞の形態変化と機能変化の中で, Arf6 経

路を構成する遺伝子の発現変化がどのように関連するかについて解析を行って

きた. それでは, EMTや Arf6経路活性化と細胞内代謝状態の変化はどのように

関連するのだろうか. 本章では, この EMT 過程において, 細胞内代謝の中心的

オルガネラであるミトコンドリアの形態に大きな変化が起こることについて報

告する.  

 

ミトコンドリアの機能と形態 

 ミトコンドリアは好気呼吸を司る細胞小器官である 82-84. 脂質二重膜ででき

たミトコンドリア内膜と外膜をもち, 内膜に存在する呼吸鎖複合体と呼ばれる

巨大なタンパク質複合体が協調的にはたらくことにより膜間のH+濃度勾配を形

成し, そのエネルギー差によって ATP を生成している 82-84. これら一連の化学

反応を OXPHOS (酸化的リン酸化, oxidative phosphorylation) とよぶ. ミトコ

ンドリアはまた, Ca2+の貯蔵やアポトーシス経路の引き金となるチトクロム c 

(cytochrome c) の放出といった役割も担っている 82-84. ミトコンドリアの起源

としては細胞内共生説が有力視されており, リケッチアに近い原核生物が, 真

核細胞に取り込まれてできたものと考えられている 85. ミトコンドリアに脂質

二重膜が二枚存在することもこの説をサポートしている. 真核細胞が, 非常に

効率の良いエネルギー産生システムと同時に, 自死の機構 (共生を起こす前は

もちろん他者を攻撃するためのものだったと考えられる) を外生物から取り入

れたとすれば, まさしく生命としての神秘である. ミトコンドリアの OXPHOS

活性は, クリステと呼ばれる内膜陥入部の構造やミトコンドリア自体の形態と

相関することが報告されている 82-84. OXPHOS 活性が高いミトコンドリアでは
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クリステが密かつ管状のミトコンドリア形態を示し, OXPHOS 活性が低いミト

コンドリアでは, クリステが疎かつ顆粒状のミトコンドリア形態を示す 82-84. ミ

トコンドリアダイナミクスとも言われるこのトピックは, 超解像顕微鏡など観

察技術の飛躍的な向上に伴って研究が発展し, T cellをはじめ様々な細胞機能に

おいて重要であると考えられてきており, 最近大きな注目を浴び始めている 81.  

 

ミトコンドリアの形態制御 

 ミトコンドリアの形態制御にはまだまだ未解明な部分も多いが, 細胞膜の陥

入とよく似た制御が行われていることが知られている. Drp1 (dynamin related 

protein 1, ダイナミン関連タンパク質 1) はGタンパク質の一種であり, ミトコ

ンドリア膜の fissionを引き起こす 86,87. Drp1はリン酸化などの翻訳後修飾によ

る制御も強く受け, 非常にスピーディーな反応を引き起こす 86-89. Fission 因子

としてミトコンドリア外膜上にあり Drp1 をリクルートする因子 Fis1 (Fission 

1) も報告されており, 他に 3 種類の似たはたらきを持つ因子が同定されている
86,87. ミトコンドリアの fusion を制御するタンパク質としては Opa1 (Optic 

Atrophy 1) やMfn1/2 (Mitofusin 1/2) などが存在する. これらは互いにホモ二

量体を形成でき, 別のミトコンドリア膜同士を近接させ融合させる 86,87. また, 

ミトコンドリア膜に特徴的に存在するリン脂質であるカルジオリピンがミトコ

ンドリア膜の曲率維持や fusion-fissionに重要であるという報告もあり 90, 多角

的な制御を受けていることが知られている. なおDrp1の全身性遺伝子ノックア

ウトマウスは胎生致死であることが報告されている 91. このことからミトコン

ドリアダイナミクスは生体の主要な機能に深くかかわっているものと推測され

る.  
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図 3-A ミトコンドリアダイナミクスの制御機構 

 ミトコンドリアの構造と, これまで報告されている形態制御因子を模式図に

示した 86,87. 

 

ミトコンドリアダイナミクスの生物学的意義 

 ミトコンドリアダイナミクスと細胞機能との関係は多くの例が報告されてい

るがその解釈は複雑であり一定のコンセンサスはまだ得られていない. 例えば, 

細胞周期によってミトコンドリアの形態が大きく変動し, G1/S期では fusionし

て管状に, M 期では fission して顆粒状になるという報告もある 88,89. この解釈

としては翻訳が行われるG1/S期にはエネルギーが大量に必要であることや, 母

細胞が二つの娘細胞に分裂するM期にスムーズにミトコンドリア分配が行われ

る必要があることが指摘できるが, 代謝状態の変化が先か, ミトコンドリア形

態変化が先か, という問題には答えられていない. 上述した Pearce らの論文に

おいては, effector T cellではミトコンドリアが顆粒状, memory T cellにおいて

は管状であり, 強制的に effector T cell のミトコンドリアを fusion させると細

胞の OXPHOS 活性が上昇し, 細胞自体も memory T cell 様の形質を示すよう

になることが明らかにされている 81. このことから, ミトコンドリアダイナミク

スは代謝状況の制御下ではなくむしろ主要代謝経路の選択や細胞の機能変化を

引き起こす可能性があることが示唆されている.  

 

EMT過程におけるミトコンドリアダイナミクスと本研究の内容 
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EMT を経た細胞は高度な運動能を獲得する. 細胞が運動するためには細胞骨

格のリモデリングや細胞接着因子のリサイクリング, 膜やタンパク質の輸送な

どにおいて多大なエネルギーを必要とする. そのエネルギーとは, ATP である. 

腫瘍細胞はワールブルグ効果としても知られるように解糖系が亢進していると

はいえ (異化代謝ではなくアミノ酸や核酸を生成するための同化代謝も担う) , 

エネルギー効率の高いミトコンドリア OXPHOS にもその ATP 産生を依存して

いることが知られている 92. ATPは高エネルギー物質であるため, 必要となる場

所に拡散によって運ばれるよりも, 必要となる場所で産生するという「地産地消

モデル」の方が効率の良いモデルであると考えられる. このことから, 運動中の

細胞においてはミトコンドリアが fissionしているほうが有利であることが考え

られる. 実際, ヒト乳癌細胞株のうち浸潤能の高いMDA-MB-231ではミトコン

ドリアが fission しており, 浸潤能の低い MCF7 ではミトコンドリアが fusion

していることが報告されている 93. しかしながら前述のとおり, ミトコンドリア

fission させると OXPHOS 活性が低下する可能性がある. 今回我々は EMT と

いう現象に着目しながら, ミトコンドリア形態と機能と細胞機能との間にどの

ような関係性があるのかに興味を持ち解析を行った. 本章で述べる内容は取り

組み始めたばかりのテーマであり, データとして不十分な部分もあるが, これ

まで明らかになったことと今後の課題を交えて報告したい.  
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【材料と方法】 

細胞培養 

 正常マウス乳腺上皮細胞株NMuMGおよびヒト肺腺癌細胞株 A549を ATCC

より入手し, in vitro 条件下での実験用細胞株として用いた. NMuMG は 10% 

FBS および 10 ug/mL インスリンを添加した DMEM, A549 は 10% FBS 添加

DMEMにて 37°C, 5% CO2 条件下で維持した. NMuMGの継代に際し, 培地除

去には 1% EDTA/PBS を使用し , 細胞剥離時には 0.25% トリプシン /1% 

EDTA/PBSを用いた. A549の継代に際し, 培地除去には PBSを使用し, 細胞剥

離時には 0.025% トリプシン/1% EDTA/PBS を使用した. いずれの細胞株にお

いても, トリプシン活性の停止処理には FBS添加培地を用いた.  

 

抗体および試薬 

Recombinant human TGF-β1は PeproTechより, Mdivi 1はケイマンケミカ

ルより購入した. 使用濃度はそれぞれ 5 ng/mL と 10 μM とした. Gemcitabine

は Sigma-Aldrich より購入した. 購入元を明記していない試薬は全て Sigma-

Aldrichもしくは和光純薬より購入した. 本章において使用した抗体を以下に列

挙する. 

抗 E-cadherin抗体 (マウス, モノクローナル, BD bioscience) 

抗 β-actin抗体 (マウス, モノクローナル, EMD Millipore) 

Peroxidase 標識抗マウス IgG 抗体 (ロバ , Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) 

Peroxidase 標識抗ウサギ IgG 抗体 (ロバ , Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) 

抗 β-tublin抗体 (マウス, モノクローナル, Sigma-Aldrich) 

Alexa488 標識抗 Tomm-20抗体 (ウサギ, モノクローナル, abcam) 

抗 ATP5A抗体 (ウサギ, ポリクローナル, abcam) 

Cy3標識抗マウス IgG抗体(ロバ, Jackson ImmunoResearch Laboratories) 

Alexa488 標 識 抗ウ サ ギ IgG 抗 体 ( ヤ ギ , Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) 

 

SDS-PAGEおよびWB 

 第一章と同様の方法を用いて SDS-PAGEおよびWBを行った.  

 

蛍光顕微鏡観察 

 24-wellディッシュに φ12 mmのカバーガラスを敷き, 10 μg/mL のコラーゲ

ンでコートした (37°C, 2 h). 2 × 104 個の細胞を播き込み, 48 h の TGF-β と
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Mdivi 1処理を行い, 2% formaldehyde/完全培地で 37°C, 10 min反応させたの

ち, メタノールを-20°C, 5 min作用させて固定した. 0.1% Triton X-100/PBSで

室温, 5 min透過処理をし, 1% BSA/PBSで室温, 30 minブロッキング後, 一次

抗体液と反応させた (1% BSA/PBS, 1/500 β-tublin, 1/1000 Tomm-20もしくは

1/200 ATP5A, 室温, 1 h). ブロッキング液で洗浄したのち, 蛍光色素標識の二

次抗体液に作用させ(いずれも 1/1000, 室温, 30 min, 遮光), TO-PRO-3 液 

(Thermo Fisher Scientific) で核染色を行った後 , マウント液  (ProLong® 

Diamond, Thermo Fisher Scientific) にて封入, 超解像顕微鏡 (Nikon, N-SIM) 

もしくは共焦点顕微鏡 (Nikon, A1R) により観察を行った. 北海道大学大学院

医学研究科細胞生理学教室との共同研究として, 画像解析ソフト metamorph 

(molecular devices) によりミトコンドリア一つあたりの体積 (単位 voxel) を

算出しバイオリンプロットによりグラフ化した.  

 

トランスウェル運動能アッセイ 

トランスウェルマイグレーションチャンバー (Polycarbonate membrane, 8 

μm pore, Corning) を用いて接着誘因性運動能アッセイを行った. アッセイに

先立ち, 上部チャンバーの底面にコラーゲンコートを施した (10 μg/mL, 37°C, 

2 h). 上部チャンバーに 1 × 104個の細胞を 100 μLの完全培地に懸濁しアプラ

イした. 下部チャンバーには 600 μLの完全培地をアプライした. 37°C, 3 hのイ

ンキュベーションののち, 4% PFA/PBSにより固定, クリスタルバイオレット液

により染色し遊走した細胞数を計測した. また, 一部サンプルを同様に固定後, 

蛍光顕微鏡観察の項と同様の方法を用いて共焦点顕微鏡にて 3D 画像を取得し

た.  

 

2D運動能観察 

 平面上での細胞の運動と核, ミトコンドリアの位置関係を観察する為, 共焦

点顕微鏡 (Nikon, A1R) によるライブイメージングを行った. コラーゲンコー

トしたφ 35 mmのガラスボトムディッシュに1 × 105個の細胞を播き込み, TGF-

βとMdivi 1の処理を 48 h行い, 500 nM MitoTracker® Red (Thermo Fisher 

Scientific) と 1/1000 量の Hoechst® 33342 solution (同仁化学研究所) を加え

て画像を取得した.  

 

OXPHOS測定 

北海道大学大学院医学院循環病態内科学教室との共同研究として , 

OROBOROS 社のOxygraph-2kを用い, 細胞のOXPHOS活性を計測した. φ 6 

cmディッシュに 2 × 105個の細胞を播き込み, 48 hの間 TGF-βとMdivi 1処理
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を行った. それらの細胞をトリプシン処理によりディッシュから剥がし, 500 μL

の MiR05 バッファーに懸濁し, 細胞数を計測した. 上記細胞懸濁液と 2.5 mL 

MiR05バッファーを Oxygraph-2kのチャンバーにアプライし, Digitonin (終濃

度 25 μg/mL, Fluka) を添加し細胞膜を透過処理した. OXPHOS の基質として

malate (2 mM, Sigma-Aldrich), L-glutamate (10 mM, Sigma-Aldrich), 

pyruvate (10 mM, Sigma-Aldrich), ADP (5 mM, Calbiochem), MgCl2 (3 mM, 

Scharlau), succinate (10 mM, Sigma-Aldrich) を順次添加し, 呼吸鎖複合体 I + 

IIによる OXPHOS量を単位時間・細胞あたりの酸素消費量として測定した. 測

定中 cytochrome c (10 μM, Sigma-Aldrich)を添加し, ミトコンドリア膜傷害の

有無を評価し, 酸素消費量が 10%以上上昇したサンプルは破棄した. 使用した

バッファーの組成を以下に記す.  

MiR05バッファー:  

0.5 mM EGTA (Sigma-Aldrich), 3 mM MgCl2 (Sigma-Aldrich), 60 mM 

Lactobionic acid (Sigma-Aldrich), 20 mM Taurine (Sigma-Aldrich), 10 mM 

KH2PO4 (Merck), 20mM HEPES (Sigma-Aldrich), 110 mM Sucrose (Roth), 

BSA (Sigma-Aldrich) 1 g/L 

 

薬剤感受性アッセイ 

 φ 6 cmディッシュに 2 × 105個の細胞を播き込み, 48 hの間 TGF-βとMdivi 

1 処理を行った. それらの細胞を 96-well plate に 1.5 × 103 個ずつ播き込み, 

gemcitabineを 0.001-10 μMの範囲で段階希釈し, 72 h作用させた. その後細胞

生存性アッセイと同様の方法を用いて細胞生存性を計測し, グラフ化した.  

 

マトリゲル インベージョンアッセイ 

 第一章と同様の方法で解析を行った. A549 細胞の浸潤活性測定に際して上部

チャンバーには 1 × 105 個の細胞を 500 μL の完全培地に懸濁しアプライした. 

使用する細胞は 11 hの間血清飢餓処理を行った.  

 

統計解析 

 全ての統計解析は表計算ソフトの Excel (Microsoft) と統計ソフト R により

行った. P < 0.05 を有意差として考慮した. 群間の比較にはWelch t-testを施行

した.  
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【実験結果】 

3-1 EMT誘導によるミトコンドリア体積の変化 

 ヒト肺腺癌細胞株 A549 とマウス乳腺上皮細胞株 NMuMG を用いて, TGF-β

にて EMTを誘導した際のミトコンドリア動態を超解像顕微鏡 (Nikon, N-SIM) 

にて観察した. これらの細胞を実験に使用したのはどちらも比較的短時間 (48 

h) で TGF-β により EMT が誘導される細胞として報告されているからである
94,95. 実際の超解像顕微鏡像を図 3-1-1 と図 3-1-2 に , 画像解析ソフト

metamorph によりミトコンドリア一つあたりの体積 (単位 voxel) を算出しプ

ロットしたグラフを図 3-1-3に示す. A549, NMuMGの両細胞において EMTに

伴いミトコンドリア一つあたりの体積が有意に減少していた. このデータは本

章の研究において基盤となるデータなので, 今後の課題として解析法自体の評

価や他の染色法を用いた場合との比較など, 多角的な検討を行っていく必要が

ある.  

 

 

図 3-1-1 A549細胞のミトコンドリア超解像像 

 A549 細胞において TGF-β 刺激 (48 h) によるミトコンドリア形態変化を超

解像顕微鏡 (Nikon, N-SIM) によって観察した. 緑がミトコンドリア外膜に局

在する Tomm20, 赤が微小管の構成タンパク質 β-tubulin, 紫が核を染める TO-

PRO-3である.  
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図 3-1-2 NMuMG細胞のミトコンドリア超解像像 

 NMuMG細胞において TGF-β刺激 (48 h) によるミトコンドリア形態変化を

超解像顕微鏡 (Nikon, N-SIM) によって観察した. 緑がミトコンドリア内膜に

局在するATP5A, 赤が微小管の構成タンパク質 β-tubulin, 紫が核を染めるTO-

PRO-3である.  

 

 

図 3-1-3 A549細胞とNMuMG細胞における EMTとミトコンドリア体積変化 

 共焦点顕微鏡により 3D 撮影した画像を画像解析ソフト Metamorph により

解析し, ミトコンドリア一つあたりの体積を算出した. それぞれ 30 細胞以上を

計測し, 体積の値をバイオリンプロットにより描出した. いずれの細胞株にお

いても TGF-β 刺激によって有意に (P < 0.05) ミトコンドリア体積が減少して

いた.  
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3-2 A549細胞における EMTの時間変化と OXPHOS変化 

 次に, A549細胞の EMT過程における OXPHOS変化を測定した. 図 3-2-1に

細胞形態の経時的変化を, 図 3-2-2 に各タイムコースにおける E-cadherin 発現

量変化を, 図 3-2-3 に呼吸鎖 complex I+II の OXPHOS 能を示す. A549 細胞に

おいては, E-cadherin の発現量低下と細胞形態変化を伴う EMT 過程において

OXPHOS能に変化は見られなかった.  

 

 
図 3-2-1 TGF-βによる A549細胞の形態変化の経時的観察 

 TGF-β処理に伴うNMuMG細胞の細胞形態変化を顕微鏡下に観察した. 処理

後 12 hから 24 hころに敷石状から紡錘形に変化している様子が観察された.  

 

 

図 3-2-2 TGF-βによる A549細胞における E-cadherin発現量の経時的変化 

TGF-β処理に伴うA549細胞におけるE-cadherin発現量を各段階のサンプル

を用いたWBにより経時的に捉えた. 
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図 3-2-3 TGF-βによる 549細胞における OXPHOSの経時的変化 

 Oxygraph-2k (OROBOROS) によって A549 細胞における呼吸鎖複合体 I と

II の総 OXPHOS 量を計測した. TGF-β 処理後 36 h で有意な上昇を確認した. 

群間比較にはWelch t-testを施行した. *は P < 0.05を, **は P < 0.01を表す.  
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3-3 NMuMG細胞における EMTの時間変化と OXPHOS変化 

 前節と同様にして NMuMG 細胞における OXPHOS 変化を測定した. 図 3-3-

1 に細胞形態の経時的変化を, 図 3-3-2 に各タイムコースにおける E-cadherin

発現量変化を, 図 3-3-3に呼吸鎖 complex I+II の OXPHOS能を示す. NMuMG

細胞においては EMT 過程において, TGF 刺激後 36 時間ほどで OXPHOS の上

昇を示すことを見出した. なお, 細胞形態の EMT 様変化が OXPHOS 変化に先

立つことも見出した.  

 

 
図 3-2-1 TGF-βによる NMuMG細胞の形態変化の経時的観察 

 TGF-β処理に伴うNMuMG細胞の細胞形態変化を顕微鏡下に観察した. 処理

後 12 hから 24 hころに敷石状から紡錘形に変化している様子が観察された.  

 

 
図 3-2-2 TGF-βによる NMuMG細胞における E-cadherin発現量の経時的変化 

 TGF-β処理に伴う NMuMG細胞における E-cadherin発現量を各段階のサン

プルを用いたWBにより経時的に捉えた.  
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図 3-2-3 TGF-βによる NMuMG細胞における OXPHOSの経時的変化 

 Oxygraph-2k (OROBOROS) によって NMuMG 細胞における呼吸鎖複合体

Iと IIの総 OXPHOS 量を計測した. TGF-β処理後 36 hで有意な上昇を確認し

た. 群間比較にはWelch t-testを施行した. *は P < 0.05 を, **は P < 0.01 を表

す.  
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3-4 Mdivi 1による細胞運動への影響 

 ミトコンドリアの fission 因子である Drp1 の選択的阻害剤 Mdivi 196を用い

て, 細胞運動能への影響を調べた. 図 3-4-1 に示すように A549 細胞においても

NMuMG 細胞においても運動能が抑制される傾向を見出した. なお, NMuMG

細胞においては有意差を認めたが, A549 細胞においては実験間のばらつきが大

きくなってしまったためか, 傾向はみられるものの有意差は認められなかった. 

この時の生存性を図 3-4-2に示す.  

 

 

図 3-4-1 各細胞における TGF-βとMdivi 1処理による運動能への影響 

A549細胞を用いて, TGF-β刺激とMdivi 1処理によりミトコンドリア fission

を阻害した際の運動能を測定した. トランスウェル運動能アッセイにより下部

チャンバーに移動した細胞の数を計測し, その個数を図示した. 群間比較には

Welch t-testを施行した. *は P < 0.05を示す. 
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図 3-4-2 各細胞における TGF-βとMdivi 1処理による細胞生存性への影響 

細胞生存性アッセイによりインベージョンアッセイに用いた細胞の viability

を求めた. 群間比較にはWelch t-testを施行した. 各群間に有意差は認めなかっ

た. 

 

 

 

  



90 

 

3-5 Mdivi 1による浸潤活性への影響 

前節に関連し, A549細胞においてMdivi 1を用いた場合の浸潤活性への影響

を調べた. 図 3-5-1 に示すように A549 細胞において, 細胞の浸潤能が有意に抑

制されていた. なおこの時の OXHOS活性を図 3-5-2に示す. Mdivi 1処理群で

は TGF-β 処理時に OXPHOS が有意に低下しており, このことが浸潤活性に影

響を与えている可能性がある.  

 

 

図 3-5-1 A549細胞における TGF-βとMdivi 1処理による浸潤活性への影響 

A549細胞を用いて, TGF-β刺激とMdivi 1処理によりミトコンドリア fission

を阻害した際の浸潤活性を測定した. マトリゲルインベージョンアッセイによ

り下部チャンバーに移動した細胞の数を計測し, その個数を図示した. 群間比

較にはWelch t-testを施行した. *は P < 0.05 を示す. 

 



91 

 

 

図 3-5-2 A549細胞における TGF-βとMdivi 1処理による OXPHOSの変化 

Oxygraph-2kによって TGF-βとMdivi 1で処理した際の A549細胞における

呼吸鎖複合体 I と II の総 OXPHOS 量を計測した. 群間比較には Welch t-test

を施行した. *は P < 0.05 を表す. 
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3-6 A549細胞では EMTとMdivi 1処理で Gemcitabine感受性は変化しない 

 細胞の悪性度進展においては運動・浸潤能に並んで, 薬剤耐性の獲得も大きな

特徴の一つである. EMTによりミトコンドリアが fissionすることにより獲得す

る性質の一つとして, 薬剤耐性を考えた. ここでは特に, 現在臨床においても広

く利用されている gemcitabine への耐性が変化するか否かを検討した. 96-well 

plate に TGF-β 刺激と Mdivi 1 処理を行った細胞を播き込み, 段階希釈した

gemcitabine をさらに 72 h 作用させ, 細胞の生存性を計測した. 図 3-6-1 に示

す通り, 各 gemcitabine 濃度において大きな差は認められず, Mdivi 1 処理の

gemcitabine耐性への寄与を見出すことができなかった.  

 

 

図 3-6-1 A549細胞における TGF-βとMdivi 1処理による薬剤耐性への影響 

 A549 細胞を用いて, TGF-β 刺激と Mdivi 1 処理によりミトコンドリア

fissionを阻害した際の gemcitabine耐性への影響を評価した. 48 hの TGF-β刺

激と Mdivi 1 処理を行った細胞を 96-well plate に播き込み, さらに 72h 間

gemcitabineを作用させたのち, 細胞生存性を計測した.  
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3-7 狭路通過時のミトコンドリア局在の変化 

 Mdivi 1処理によって細胞の運動能と浸潤能に影響が見られたことから, トラ

ンスウェルチャンバーを通過する際のミトコンドリア形態を蛍光観察した. 共

焦点顕微鏡により, Z 軸スライス像を取得し, 再構成した. その時の画像を模式

図と共に図 3-7-1 に示す. TGF-β 単独処理ではチャンバーの pore を通過する際

に一部のミトコンドリアが移動先端に局在し, その後ろに核, そして大部分の

ミトコンドリアという配置になっていた. 一方 Mdivi 1 処理を加えた細胞では, 

全てのミトコンドリアが一端に集中している像が得られた. このことを説明す

る一つのモデルとして, 細胞が狭路を通過する際に「アイドリング」状態になる

必要があるのではないかと考えた. 狭路を通過するというのは細胞の生存とい

う観点からすれば大きなリスクを伴うものである. 細胞が狭路を通過するか否

かの判断を行うこと際には移動先端に一部のミトコンドリアを配置し, 後端に

残りのミトコンドリアを分布させることによって様々な細胞周囲環境に即座に

対応できるような仕組みを有しているのではないかと推察される. TGF-β 刺激

により高い運動性を獲得した細胞の多くがこのような「アイドリング」状態とな

り, 何らかの誘因刺激に応じて通過の判断を下すと考えられる. 一方でMdivi 1

処理によりミトコンドリアを分散配置しにくい状態に持ち込むと, もちろんな

がら狭路を通過してくる細胞も一定数は確認されるが, そこまでの刺激の閾値

が非常に高くなってしまい, ほとんどの細胞が狭路通過を「否」としている状況

が考えられる. このモデルはさらなる実験を加えて今後検証していきたい.  
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図 3-7-1 狭路通過時のミトコンドリア局在 

 トランスウェル運動能アッセイにおいて細胞が poreを通過している様子を蛍

光観察した. 緑がミトコンドリア外膜に局在する Tomm20, 赤が微小管の構成

タンパク質 β-tubulin, 青が核を染める DAPI である. 実験の模式図のような状

態で, 白矢印の左上に沿うように一つの細胞が存在している. Mdivi 1 処理をし

ない細胞では核が通り抜ける前の段階で細胞質と共にミトコンドリアが poreに

入り込んでいる. Mdivi 1 処理をした細胞ではミトコンドリアの大部分がチャン

バー上面に残り, 微小管を含む細胞質のみが poreを通過しようとしている.  
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3-8 平面移動時のミトコンドリア局在 

 3-7で述べたモデルの裏付けとして, 狭路以外の平面移動時のミトコンドリア

局在が Mdivi 1 処理により変化するかを検討するため, 共焦点顕微鏡によるラ

イブイメージングを行った . ミトコンドリアを MitoTracker® Red, 核を

Hoechst® 33342 にて染色し, 画像取得を行った. クロップした画像を図 3-8-1

に示す. Mdivi 1 処理によってミトコンドリア fission が阻害されているかの確

認も兼ねた (条件検討時に目視で確認したデータを残していなかったため今後

は 3-1 節で述べた方法を用いて詳細かつ厳密に検討していく必要がある). 画像

が荒いが, Mdivi 1により EMTを起こした際のミトコンドリア fissionが軽度抑

制されている. 核や細胞質との位置関係については, 3-7 で述べたような差異は

確認できなかった.  

 

 

図 3-8-1ミトコンドリア染色と核染色による A549細胞の蛍光顕微鏡観察 

 ガラスボトムディッシュに標記の通り TGF-β と Mdivi 1 にて処理した A549

細胞を播き込み, ミトコンドリアを MitoTracker® Red, 核を Hoechst® 33342

にて染色し共焦点顕微鏡により画像取得を行った. タイムラプス撮影を行い, 

運動中の一細胞をクロップした. スケールバーは 10 μmを示す.  
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【考察】 

本研究によって, TGF-β 誘導性に起こる EMT において, ミトコンドリアが

fission することを見出した. また, まだまだ検討段階ではあるが, このミトコ

ンドリア fission は OXPHOS 活性変化を必ずしも伴わないこと, このミトコン

ドリア fissionの細胞生物学的意義は細胞が狭路を通過する際に現れる可能性を

見出した. 今後は 3-7節で述べた「アイドリング」状態説の検討を中心に実験を

進めていく予定である. 具体的には狭路通過時のミトコンドリア動態に関して, 

トランスウェルマイグレーションチャンバーによる観察のみならず, 理化学研

究所 QBiC (quantitative biology center, 生命システム研究センター) チームリ

ーダー兼東京大学大学院理学系研究科物理学専攻教授の岡田康志先生の御協力

のもと, PDMS (Polydimethylsiloxane) デバイスを用いた実験を計画中である. 

まとまったミトコンドリアが狭路通過時に高い圧力を伴って核周囲に局在する

ことが ROS 産生や, ひいては DNA 障害に寄与するかどうかも興味深いポイン

トとなる.  

今回の実験では Mdivi によって A549 細胞の浸潤能と, 同時に OXPHOS 能

が低下していることを見出した. まずは, 例えば Rotenone などの OXPHOS 阻

害剤によって細胞浸潤能が阻害されるかを検討し, これらの上下関係を確定さ

せていきたい. また, 3-2, 3-3 節に関連して, ミトコンドリア形態変化のタイム

コースもさらに詳細に検討する必要がある. 細胞の機能, 細胞の形態, ミトコン

ドリアの機能, ミトコンドリアの形態がどのようなタイムコースで, どのよう

な連関をもって EMT を経るうちに起こってくるのかを詳細に確定することが

出来れば, 新規性の高い研究となる.  

Mdivi 1 はミトコンドリア fission 因子である Drp1 選択的阻害剤として広く

研究に使用されている薬剤であるが, もちろん副作用的な効果が否定できない

ので, Drp1をノックダウンした A549細胞とNMuMG細胞を樹立したいと考え

ている. ミトコンドリア動態は細胞の生存に直結する現象なので, 必要な時に, 

しかしながら高効率でノックダウンができるよう , Doxycycline 誘導性に

miRNA を発現する系を構築しようとしていたが, Doxycycline 処理によりミト

コンドリアの形態や OXPHOS に影響が出てしまい, より良い系を模索してい

る段階である.  

  EMT を引き起こす過程についても検討の余地がある. TGF-β 誘導性でない, 

たとえば遺伝子導入等による EMT においても同様の知見が得られるかを検討

する必要がある.  

 また, この TGF-β 刺激によるミトコンドリア fission に Arf6 経路が関与する

かを検討することが喫緊の重要課題である.  
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第四章 

希少かつ再現困難な事象に対する新規解析理論の必要性について 

【諸言】 

本章は, 大学院在学中に, 医学に携わる者として前提となるであろう, 科学全

般および哲学や宗教に関する書籍を読み, 自分自身で思考したことについてま

とめたものである. 本章で議論する内容について具体的な実験は試行していな

いが, 今後の自分の研究, ひいては新たな医学研究を推し進めるうえで重要な

視点の一つを指摘できるものと信じ, 学位論文として纏めることとした. 本章

を考えるうえで重要なコンセプトは「がんにおける劇的寛解例」の存在である. 

あらゆる治療において, 統計学的な治療効果をはるかに凌ぐ病状改善が起こる

事例が報告されている. このような例は希少かつ再現困難であり, 現代の生命

科学による取り扱いが非常に難しいものであることは想像に難くない. という

のも, 現代の生命科学というのは古典統計学を, その客観性のよりどころとし

ており, 希少かつ再現困難な劇的寛解例はいわゆる「ノイズ=外れ値」として扱

われることになるからである. しかしながら, 往々にして科学の大きな発見と

いうのは, これまでの科学的手法では捉えることの出来なかった領域にこそ隠

れているものである.  

  

【考察】 

4-1 臨床医学研究における希少かつ再現困難な事象 

 臨床医学, 特に癌治療においては, 予想される治療効果をはるかに超える病

状改善を示す, いわゆる劇的寛解例が存在する. こうした例は, 「○○が奏功した

例」というようにケースレポートとして報告されるのが普通であるが, 大規模な

臨床研究においてはノイズとしてとらえられることも多く, 統計的解析が非常

に困難であるといえる. 同様のことはマウス等のモデル生物を用いた動物実験

などでも当然みられるもので, 本学位申請論文の第二章で解析した MMTV-

PyMT マウスの例 (図 2-8-4) においても, 例え遺伝的なバックグラウンドにほ

とんど違いのない同系列マウスであっても, 個体によって肺転移の数に大きな

差が出てくることが読み取れる. こうした「個体差」を科学的に排除するために, 

これまでの生命科学においては症例数や実験数を増やして統計処理を行うわけ

であるが, 「オーダーメイド治療」を志向するこれからの癌治療においては,この

ような微細な部分にこそ着目して解析を進めていく必要があるだろう. もちろ

ん癌以外の疾患を対象とする医療においても, 同様の求めを受ける時代がすぐ

にやってくるはずである.  
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一方, このようなヒトやマウスの「一個体レベル」の解析においては, 大きな

問題が存在する. これまでの生命科学では, 培養細胞であれば継代数や実験条

件を整えること, マウスであれば系を統一すること, ヒトにおいては年齢や性

別, 疾患の性質などを揃えることによって, その解析を行う群を均一とみなし

て解析を行ってきた. しかしながら上のような一個体レベルの解析, 特に微細

な差異を検討しようとする場合においては, これら標本同士を「均一」とみなす

ことは, 明確に無理のある仮定である. ここに科学的思考の根幹をなす「再現可

能性」の検証が不可能であるという大きな壁が現れるだろうと考える.  

 

4-2 生命科学研究における希少かつ再現困難な事象 

 近年の基礎研究において, 次世代シークエンサーを用いたゲノム解析をはじ

め, いわゆるオーム解析といわれる分野の技術発展が目覚ましい. ヒストンや

DNA の化学修飾状況を全ゲノム的に行うエピゲノム解析や, 細胞が発現してい

る全タンパク質の種類と発現量を解析するプロテオーム解析, 細胞の代謝状態

経路の中間生成物等を全解析し代謝状態を明らかにするメタボローム解析など

である. これらの解析技術は今後, 解析の速さと簡便さ, 解析価格の低さ, 使用

する試料の少なさといった方向に改良が行われることであろう. 将来的には一

つの細胞のゲノム・プロテオーム・メタボロームといった全生体情報が簡単に解

析できる時代が来るかもしれない. そうした場合に立ち現われて来るのが, 4-1

節で述べた「一個体レベル」の解析とまったく同様の問題である. いずれの場合

においても, 希少かつ再現困難な事象を客観的に議論できる論理体系の確立が

喫緊の課題であると考える.  

 

4-3 生命科学以外の自然科学の場合 

生命科学以外の自然科学においては, 希少かつ再現困難な事象はどのように

捉えられ, どのように議論されるのだろうか. ここでは地学と物理学について

見ていきたい. 地学の研究分野は地球規模の事物を対象としており, 時間経過

も数万年単位と, 事実上再現困難な場合がほとんどである. さらに. 研究対象と

するのは宇宙や地球が誕生してから数回しか起こっていないような稀な現象で

あることが多い. 同様のことは物理学の世界でも言え, 例えば重力波の観測な

どのようにたった一度の極微量な変化の観測であっても意味のあるものとして

捉えられることがある. 生命科学や医学とは違い, こういった分野においては

何度も in vitro の実験を繰り返す, ということは不可能である. では, どのよう

に客観性が担保されるのか. 物理学においては, これまでに観測された事実を

数式化し, 数学的に正しい理論を導き, その理論に当てはまる観測可能な事象

を観測することによって議論を進めていく. こうすることで人為的に再現不可
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能な事象に対しても議論を拡張することが出来る. また地学においてはある客

観的事実に基づいた推論を行い, その状況証拠や近似的事実との比較によって

議論を展開する. こちらの場合も再現困難な事象を取り扱いやすい学問形態で

あるといえる. しかしこれらの学問体系に則った議論が真理に近い「正しさ」を

有するかは検証不可能のままである.  

 

4-4 数学の場合 

 次に数学の場合を考える. 数学は日本ではいわゆる理系として自然科学の一

分野として捉えられがちだが, 実際には論理学と一体となった学問体系であり, 

伝統的には哲学の一分野である. 物理学の視点から考えれば, 数学は自然現象

を記述するための言語となる. また, さらに複雑な自然科学分野全般が物理現

象として集約されると考えれば, 数学は自然科学に含まれるというよりもむし

ろ自然科学が数学的記述によって成り立っているのである. 数学的な正しさは, 

ある定義の中で語られることが特徴的である. 絶対的に正しい (と定義した) 

少数の事柄を起点にして, 言い換え (等式) を用いてその世界を拡張する. する

とその世界の中で語ることの出来た部分は, (少なくともその定義の中では) 絶

対的に正しいのである. しかしながら, 最初の定義が正しいかどうかについて

は数学的な正しさの範疇では議論できない. 結局その数学的に構築された論理

が真理に近い「正しさ」を持つかどうかは数学以外の分野に任されてしまう.  

 

4-5 人文科学や社会科学の場合 

 人文科学や社会科学の場合は文献的な調査により意見の正しさを判断するこ

とが多い. 検証の難しい問題に対しても推論を導くことが多いこの分野では, 

主張の論理的な整合性が重視される. また, 一つの意見であっても多くの人が

納得すればそれが有力な「仮説」として信用される可能性もある. もちろん経済

学や心理学などでは数学的な証明や実験を施行することもあり, 多岐にわたる. 

人文科学や社会科学における「正しさ」の認識はまだ個人的に勉強不足で理解し

きれていないことも多いが, 客観的な意見に対し多くの人々か主観的に正しい

と思えるかに集約されるのではないかと考えている.  

 

4-6 科学的な正しさとは何か 

 これまで見てきたように, その対象の性質によって検証の仕方や学問的な「正

しさ」という概念は大きく変わってくる. 科学的な正しさとは何を意味するのか. 

「客観的に正しい」という言葉をよく耳にするが, 結局正しいかどうかを判断す

るのは各人の主観である. 科学の営みはその手助けをしているに過ぎない. と

はいえ, 有史以来の人類の創造物がもつ説得力は大きく, 少なくとも現代にお
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いては科学的に正しいと検証されたものは多くの人が正しいと受け入れられ, 

その結果として客観的な正しさを有することとなる. 我々研究者はこのことを

真摯に受け止め, これまで科学体系を築き上げてきた先人たちへの敬意と, 現

段階の科学では立ち向かえないものへの興味を持ち続ける必要がある.  

 

4-7 これからの研究方針 

 ここまで現在の生命科学における検証方法とその限界, そして様々な分野に

おける「正しさ」について振り返ってきた. 方法論としては比較的新しい物理学

や生命科学の検証方法においてもまだ扱うことの出来ない問題があることは間

違いない. いずれにしても, 物事の正しさを判断はつまるところ主観に頼らざ

るを得ないという事実は指摘しておかなければならない. ここに大きなヒント

が隠されているように思う. また, この観点からすると宗教における真理探究

というのも科学と同じような性質を持つものと考えられる. 古来, 不思議なも

の, 経験的に説明不能なものは宗教的な観点から説明が試みられていた. 超自

然的な存在というものが多くの人を納得させることに大きな影響力を与えてき

た. また例えば仏教においては厳しい修行の間に, 時間という概念について思

索を深めるなど, 答えの出ない問いを考え続けるということも行ってきた. 宗

教の手法として強力なのは主観的な体験をそのまま主観として他人に伝えるこ

とが出来る点にある. 現代においては, 科学と宗教は対立概念として捉えられ

ることも多いが, 今後はこれらを融合するような研究が新たな局面を切り拓く

のではないかと考えている. 黎明期の科学は, 全く未知の現象を, 数少ない客観

的観測事実によって説明づける試みであった. 例えば, 当時魔力と思われてい

た万有引力や電磁気力などの遠隔力の存在を説明するなどどれほどの困難があ

ったかは想像すら難しい. 現代においては, 西洋科学的な, 分析的思考によりほ

とんどの現象に説明がつけられるようになってきたが, その反面全く未知の現

象に科学が立ち向かうことも無くなってきたように思う. 各学問領域が, それ

ぞれの知識体系の内側だけを向いているように思う. 今こそ, 科学の方向性を

捉えなおす時期に来ているのではないか. そのため, 生命科学に携わる者とし

て, 本章の題に挙げた問題提起をしたい. 希少かつ再現困難な事象に対する解

析理論を構築することによって, 上に述べたような事例のみならず, 科学と宗

教の間, また西洋思想と東洋思想の間にまたがるような問題に取り組むことが

出来るのではないかと直感している. とはいえ具体的なアイデアはまだほとん

どないので, 時間をかけて広い視野を持って取り組んでいきたい.  
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総括および結論 

本研究において以下の知見が得られた.  

 

・頭頸部扁平上皮癌において EPB41L5 の高発現は予後不良と有意に相関する 

・EPB41L5は頭頸部扁平上皮癌細胞の浸潤能に寄与する 

・EPB41L5は頭頸部扁平上皮癌細胞の治療抵抗性に部分的に寄与する 

・EPB41L5高発現を引き起こす条件は組織系により異なる可能性がある 

・MMTV-PyMT マウスの腫瘍はその悪性度進展に Arf6経路を利用する 

・MMTV-PyMTマウスの腫瘍における AMAP1高発現は転写レベルから起こる 

・AMAP1はMMTV-PyMTマウス由来腫瘍細胞の浸潤能に寄与する 

・AMAP1はMMTV-PyMTマウス由来腫瘍細胞の運動能に寄与する 

・AMAP1はMMTV-PyMTマウス由来腫瘍細胞のMMP活性に寄与しない 

・スタチンはMMTV-PyMTマウス由来腫瘍細胞の浸潤能を抑制する 

・スタチンはMMTV-PyMTマウスの腫瘍の転移巣形成能を抑制する 

・EMT過程においてミトコンドリアが fissionする 

・EMTにおけるミトコンドリア fissionを阻害すると細胞浸潤能が抑制される 

・EMTにおけるミトコンドリア fissionを阻害すると細胞運動能が抑制される 

・ミトコンドリア fissionは狭路通過に有利な形質を細胞に与える可能性がある 

・今後の医学研究には希少かつ再現困難な事象に対する新規解析理論の構築が

必要である 

 

 本研究において, これまで乳癌をはじめとする腺癌で明らかとなっていた癌

悪性度進展におけるArf6経路の役割を組織系の異なる頭頸部扁平上皮癌や動物

種の異なるマウスへ拡張して検討することができた. また Arf6 経路が活性化す

る EMT 過程において細胞内代謝を司るミトコンドリアの形態に大きな変化が

起こることも見出した. これらの結果を基盤として, 新たな分子生物学的な研

究課題を設定していくことが重要となる.  

  

最後に総括として, 自分自身の成長という観点から本研究の意義を捉え返し

てみたいと思う. 本研究の章立ては時系列順に取り組んだ課題を並べている. 

第一章については先任の大学院生が見出した臨床データに分子生物学的な実験

データを添えることにより, メカニズムの一端を説明した. 道筋の見えた実験

を行うことによって実験手技の向上と文章として纏める技術の習得に努めた. 

第二章においては解くべきテーマを与えられ, その中でどのような実験を進め, 

どのように解決し理論立てていくのかという実践的な研究の進め方を習得した. 
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多くの部分で先生方からのアドバイスを頂いた. 第三章においては最初のきっ

かけから取るべき実験手法の詳細, 進めていくスピードまですべて自分で主体

的に決定し取り組んだ. 研究者として最も求められる能力の一つ「何に興味をも

つか」という点, すなわち問題提起の部分を主に考えるきっかけとなった. 第四

章はそういった基礎研究を進めていく中で, 現在の方法論ではどうしても扱え

ないような問題をどのように解決していくべきか考え続けた結果であり, これ

からの自分が最も取り組んでいきたい課題である. 博士課程を通して, このよ

うな具体的かつ生涯をかけて取り組みたいテーマを得られたのは素晴らしいこ

とであると実感している.  
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