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論文内容の要旨

緒言

近年、癌治療の臨床の場において癌細胞の遠隔転移をいかに制御するかが最大の焦点となっているが、遠隔転移の

過程は極めて複雑で未だ癌の浸潤転移機構の詳細は明らかにされていな L 、。低分子 GTP 結合蛋白質 Rho ファミリー

(Rho、 Rac、および Cdc42) がアクチン細胞骨格の再構成を制御し、細胞接着、細胞運動、細胞分裂などの細胞機

能に関与していることが報告されている。しかしながら、癌の基底膜基質分解過程での Rho ファミリーの役割につ

いては不明である。

本研究は、細胞による基底膜基質分解を定量的に測定し得るフィプロネクチン分解・浸潤モデルを用いて以下の点

を解析した。

1.低分子量 GTP 結合タンパク質 Rho ファミリーが癌細胞による基底膜浸潤開始の過程でいかなる役割を果たし

ているのか。

2. 低分子量 GTP 結合タンパク質 Rho ファミリーは接着分子 CD44の局在をいかに制御しているのか。

実験方法と結果

1.フィブロネクチン分解・浸潤モデル

スライドグラス上にゼラチンをコートし、 FITC ラベルしたフィプロネクチンを結合させ、その基質上で細胞を培

養した。基質分解能を持った癌細胞は浸潤突起Cinvadopodia) を形成し、基質方向へ浸潤性を示した。癌細胞によっ

て分解されたフィブロネクチンの面積を NIH image にて定量的に測定することにより基質分解能を評価した。細胞

はヒトメラノーマ細胞 RPMI7951 (RPMI 細胞)を用いた。

2. 低分子量 GTP 結合タンパク質 Rho ファミリーの基質分解への影響

Rho、 Rac、 Cdc42各々を特異的に刺激する薬剤であるリゾフォスファチジン (LPA) 、 PDGF、 Bradykinin を

RPMI 細胞に添加し、細胞形態の変化を観察した。さらに Rho、 Rac、 Cdc42各々の dominant active 遺伝子 Va114

RhoA、 V12Racl、 V12Cdc42を RPMI 細胞にトランスフェクトし、細胞形態の変化および基質分解能を測定した。

LPA を添加または Rho を導入した細胞はアクチン線維の重合を促進したが、基質分解能に影響を与えなかった。

PDGF を添加または Rac を導入した細胞では葉状突起(lamellipodia) の形成を認め、基質分解能においては分解

面積の増加を認めた。 Bradykinin を添加または Ccd42を導入した細胞では糸状突起 (filopodia) の形成を認め、ス
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ポットタイプの基質分解能の充進を認めた。

3. ホスファチジルイノシトール 3 キナーゼ (PI3K) 活性が浸潤に与える影響

細胞膜構成因子であるイノシトール脂質をリン酸化する酵素の一つである PI3K の dorninant negative 遺伝子

BDll0X を導入し、その基質分解能を測定した。また PI3K の阻害剤 wortrnannin または LY294002を添加した。

BDll0X を導入した細胞の基質分解能は抑制された。 wortrnannin および LY294002は Rac および Cdc42による

基質分解促進効果を阻害した。

4. 低分子量 GTP 結合タンパク質 Rac、 Cdc42による接着分子 CD44の浸潤突起への集積

分解面積およびスポットタイプの分解を促進する Rac および Cdc42について癌細胞の浸潤に大きく関与している

接着分子 CD44に影響を与えるのかを検討した。各 dorninant active 遺伝子を導入し、 CD44の局在を免疫染色で観

察した。

Rac 、 Cdc42 は、接着分子 CD44 を larnellipodia または filopodia という細胞突起、すなわち浸潤性細胞の

invadopodia へ集積させていることが解った。

5. 膜貫通型プロテアーゼ MT1-MMP と接着分子 CD44の局在に関する検討

CD44 と MT1-MMP の co-localization について、フィプロネクチンフィルム上で RPMI 細胞を培養し MT1-

MMP と CD44を免疫蛍光染色することにより検討した。

免疫染色およびそれらの共焦点顕微鏡での観察の結果、 MT1-MMP 及び CD44は invadopodia で同一部位に局在

していることが確認された。

【結論】

1.癌細胞の基質分解能の充進には、低分子量 GTP 結合タンパク質 Rho ファミリーのなかで Rac および Cdc42を

介した invadopodia 形成が関与しており、アクチン細胞骨格の制御に関連している PI3K、 Rac、 Cdc42を介したシ

グナル伝達分子のカスケードによって制御されていることが明らかとなった。

2. Rac および Cdc42によって癌細胞の基質分解を誘導し形成された invadopodia には、 CD44が集積していた。

in vadopodia へ誘導された CD44 と MT1-MMP の会合が基底膜浸潤開始の重要な現象であることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、癌細胞の基底膜浸潤を定量的に測定し得るフィプロネクチン分解・浸潤モデルを用いて、低分子量

GTP 結合タンパク質 Rho ファミリ -Rho、 Rac、および Cdc42が癌細胞による基底膜浸澗開始の過程でいかなる役

割を果たしているのかおよび、低分子量 GTP 結合タンパク質 Rho ファミリーは接着分子 CD44とタンパク分解酵素

MT1-MMP の局在をいかに制御しているのかについて検討したものであるo その結果、癌細胞の浸潤能の充進には、

低分子量 GTP 結合タンパク質 Rho ファミリーのなかで Rac および Cdc42を介した invadopodia 形成が関与してお

り、アクチン細胞骨格の制御に関連している PI3K、 Rac、 Cdc42を介したシグナル伝達分子のカスケードによって

制御されていることが明らかとなった。そして Rac および Cdc42 によって癌細胞の浸潤を誘導し形成された

invadopodia には、 CD44が集積しており、 invadopodia へ誘導された CD44 と MT1-MMP の会合が基底膜浸潤開始

の重要な現象であることが示唆された。以上の結果は、癌細胞の基底膜分解開始機構を究明する上で、重要な知見を

与えるものである o よって、本研究者は博士(歯学)の学位を授与するに値する。
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