
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

若手研究(B)

2016～2015

新規分子が制御する癌細胞転移、増殖機構の解明研究

Studied on the mechanisms of cancer metastasis and proliferation regulated by a 
new molecule

３０５７０５３５研究者番号：

浅野　智志（Asano, Satoshi）

広島大学・医歯薬保健学研究院（歯）・助教

研究期間：

１５Ｋ２０３７２

平成 年 月 日現在２９   ６   ５

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：ある種の癌細胞では、PI(3,4,5)P3関連経路(PI3K-Akt経路)が活性化しており、癌細
胞増殖や転移能亢進の要因となっている。本研究では、PI3K-Akt経路の制御が破綻し増悪化した乳癌細胞BT-549
の転移がPRIPの発現によって抑制できるか検討した。BT-549にPRIP1を導入し、ヌードマウスの側腹部乳房近傍
の皮下脂肪内に移植し、in vivo リアルタイムイメージングを行った。移植後5週間すると、コントロール群は
リンパ節への転移が顕著に観察されたのに対して、PRIP1を導入した細胞群はリンパ節への転移が抑制された。
この結果は、PRIPが癌転移抑制に効果があることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Lamellipodia are formed at the leading edge of migrating cells, and the 
formation is regulated by the metabolism of PI(4,5)P2, an inositol phospholipid, into PI(3,4,5)P3. 
Phospholipase C (PLC)-related but catalytically inactive protein (PRIP) has high homology to PLC-δ1
 and binds to PI(4,5)P2 at the pleckstrin homology (PH) domain. However, the functions of PRIP in 
the regulation of phosphoinositide signaling have not been determined. 
In this study, we examined the potential role and mechanisms of PRIP in controlling phosphoinositide
 metabolism and migration activity of cancer cells. PRIP overexpression in MCF-7 and BT-549 human 
breast cancer cells inhibited cell migration in vitro and metastasis development in vivo. PI(3,4,5)
P3 production was decreased in Prip-overexpressing MCF-7 and BT-549 cells. Collectively, the 
suppressor activity of PRIP in PI(4,5)P2 metabolism regulates the tumour migration, suggesting PRIP 
as a promising target for protection against metastatic progression.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々は、inositol 1,4,5-trisphosphate 結合性タ
ンパク質である  PLC-related catalytically 
inactive protein (PRIP) を 同 定 し た 
(Kanematsu et al., 1992)。引き続く解析で、
PRIPは PI(4,5)P2 など、いくつかのイノシト
ールリン脂質と結合することが示された。近
年、申請者は、PRIPがキネシンモータータン
パク質依存的な細胞内小胞輸送に関与する
ことを明らかにした (Asano et al., 2014)。 

PRIP ノックアウトマウス胎児性線維芽細
胞 (PRIP KO MEF)を用いた random migration 
assay によって、PRIP が細胞移動を負に調節
する分子であることを示した。PRIP全長、あ
るいは PRIPの PHドメイン(PRIP PH)、PHド
メインの欠失ミュータント (PRIP ΔPH)や
PI(4,5)P2と結合できない PRIP ミュータント
(PRIP R134Q)を PRIP KO MEFに発現させ、
その移動能を評価したところ、PRIP全長ある
いは PRIP PH を発現させた細胞は PRIP KO 
MEFの細胞移動が抑制され、一方、PRIP ΔPH
や PRIP R134Qを発現させた細胞ではその移
動性が抑制されることはなかった。この結果
はPRIPが細胞移動を抑制するにはPHドメイ
ンを介したPI(4,5)P2との結合を必要とするこ
とを示唆している。 

PI(4,5)P2 は細胞膜の成分である。EGFP で
標識した PRIP全長と各 PRIPミュータントを
PRIP KO MEFに発現させ、これらの局在を確
認したところ、細胞移動を抑制することがで
きた PRIP全長と PRIP PHは細胞膜に局在し、
一方、PRIP ΔPHや PRIP R134Qはほとんど細
胞膜に局在していなかった。この結果は、
PRIP が細胞膜近傍で細胞移動調節に働いて
いる可能性を示唆している。 
細胞が移動する時、移動端では細胞膜ラッ
フリングが起こる。PRIP KO MEFでは、野生
型と比較して PDGF刺激誘導性のラッフル膜
形成が亢進していることが分かった。このラ
ッフル膜形成の亢進は、PRIP KO MEFにPRIP
を戻し発現させることによって野生型で観
察された表現型へと回復した。 
葉状仮足/ラッフル膜の形成には、細胞膜の

PI(3,4,5)P3 [PI(4,5)P2 がリン酸化された分子]
が必要である。PRIP KO MEFのイノシトール
リン脂質代謝の変調を検討するために、細胞
膜の PI(4,5)P2と PI(3,4,5)P3量を調べた。野生
型に比べて PRIP KO MEFでは PDGF刺激に
よって、細胞膜 PI(4,5)P2量はより顕著に減少
し、一方、PI(3,4,5)P3 は顕著に増加すること
が明らかとなった。これらの結果は、PRIP
が細胞膜における PI(4,5)P2 のリン酸化
[PI(3,4,5)P3合成]に抑制的に働き、その結果ラ
ッフル膜の形成が阻害されることを示唆し
ている。 

PI3K の触媒サブユニットである p110α は
PI(4,5)P2 に結合し、これをリン酸化する。In 
vitro PI(4,5)P2 リポソーム沈降法を用いて
p110αとPI(4,5)P2の結合をPRIPが阻害するの

かどうかを検討した。リコンビナント p110α
と調節サブユニット p85α を PI(4,5)P2リポソ
ームと混ぜ合わせ、遠心によって沈降させた
ところ、PI3K と PI(4,5)P2は共沈降した。し
かし、リコンビナント PRIP PH存在下では、
PI3K と PI(4,5)P2の結合は抑制されることが
わかった。リコンビナント PI3K による
PI(4,5)P2のリン酸化活性も PRIP PHによって
阻害されることがわかった。総括すると、
PRIPは細胞膜におけるPI3K とPI(4,5)P2の結
合をコントロールする分子であり、PI(3,4,5)P3

合成を調節し、ラッフル膜形成、細胞移動を
制御していることが示唆された。 
口腔癌の 80% 以上は口腔粘膜から発生す
る扁平上皮癌である。ある種の舌扁平上皮癌
細胞では、PI3K の恒常的な活性化が認めら
れ、増悪化の要因となっている。近年、
PI3K-Akt 経路をターゲットとした様々な阻
害剤が開発され、臨床応用に向けた研究が進
められている。しかし、薬物の副作用、迂回
機構やフィードバック効果による阻害剤の
効果制限などがあり、良好な結果が得られな
いとの報告がある。そこで、本研究を通して、
PRIP が制御する細胞膜 PI(3,4,5)P3 の調節機
構を明らかにし、PI3K-Akt 経路が亢進してい
る癌細胞に応用出来れば、癌の増殖や転移を
抑制する新しい治療法の開発に繋がると考
える。 

 
 
２．研究の目的 
 
 PRIP が PI(3,4,5)P3 合成を制御することで
PI3K シグナルを下方調節する分子であり、
また、PRIP isoformはユビキタスに細胞に発
現していることから (Kanematsu et al., 2005)、
様々な細胞で PRIP による PI(3,4,5)P3の量的
調節系が稼働している可能性が考えられた。
癌細胞の増悪化には、PI3K、Phosphatase and 
tensin homolog deleted on chromosome 10 
(PTEN, PI(3,4,5)P3 の脱リン酸化酵素)、Akt 
(PI(3,4,5)P3 下流のエフェクター分子の一つ)
の突然変異による PI(3,4,5)P3-Akt 経路の活
性化が一因であると考えられており、PRIP 
による PI(3,4,5)P3 の産生抑制系を増強すれ
ば癌細胞の増悪化を押え込めると考え、本研
究ではこの仮説を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
細胞は PI(3,4,5)P3-Akt 経路の活性化してい
る乳癌細胞MCF-7 (PI3Kが恒常的に活性化し
ており、そのため PI(3,4,5)P3産生が亢進して
いる細胞)と BT-549(PI(3,4,5)P3 の脱リン酸化
酵素である PTEN の欠失によって PI(3,4,5)P3

量が恒常的に増加している細胞)を用いた。細
胞の移動能は Random migration assay、wound 
healing assayによって解析した。PRIPや PRIP
のミュータントを発現させるためのプラス
ミドベクターはリポフェクション法もしく



はエレクトロポレーションによって乳癌細
胞(MEF-7 細胞, BT-549 細胞)に導入した。ま
た、これらの細胞に選択薬剤 G418 を用い、
PRIP を安定発現する単一細胞株を樹立した。
乳癌細胞の転移能は DsRed2 を安定発現する
BT-549 細胞をヌードマウスの乳房皮下脂肪
組織に接種し、in vivoライブイメージングを
行 う こ と で 調 べ た 。 細 胞 内
PI(4,5)P2-PI(3,4,5)P3 代 謝 は BODIPY 
FL-PI(4,5)P2を細胞に取り込ませ 37℃で 1 時
間反応させた後、脂質を抽出し、薄層クロマ
トグラフィーによって展開し、BODIPY 
FL-PI(4,5)P2 の代謝産物を検出することで調
べた。 
 
４．研究成果 
 
以前の研究によって、PRIPが新規の細胞膜 

PI(3,4,5)P3 の調節タンパク質であり、
PI(3,4,5)P3 依存的な細胞移動や Akt 経路の
シグナリングを制御していることを見出し
た。ある種の癌細胞では、このような 
PI(3,4,5)P3 関連経路 (PI3K-Akt 経路) が活性
化しており、癌細胞増殖や転移能亢進の要因
となっている。 
本研究では、PI3K-Akt経路の制御が破綻し
増悪化した癌細胞の細胞移動と転移が PRIP
の発現によって抑制できるか検討した。まず
PI3K 機能亢進が確認されている乳腺癌細胞
MCF-7に PRIPを導入し、PRIPを安定的に発
現する MCF-7細胞株を樹立した。MTTアッ
セイによって細胞増殖を調べたところ外来
性の PRIP を発現させた細胞は 2%、5%FBS
存在下でコントロール細胞群と比較して細
胞増殖が低下することがわかった。PI3K-Akt
シグナル経路タンパク質の活性（リン酸化）
をウエスタンブロッティングによって調べ
たところ外来性 PRIPを発現させたMCF-7細
胞ではこの経路が抑制されていることが明
らかとなった。 

Random migration assay、wound healing assay
によって細胞の移動能を評価したところ外
来性 PRIP を発現させると MCF-7 細胞、
BT-549 細胞の細胞移動が抑制されることが
わかった。さらに、Wound healing assay時の
MCF-7 細胞集団の先頭細胞の細胞膜の伸張
の様子を観察したところ、外来性 PRIP を発
現させた細胞では細胞膜の伸張が抑制され
た。これらの結果は、PRIP が癌細胞の PI3K
依存的な細胞増殖と細胞移動を抑制する分
子であることを示唆している。 

MCF-7 細胞と BT-549 細胞の細胞内
PI(4,5)P2-PI(3,4,5)P3 代謝を調べたところ外来
性 PRIP を発現させた MCF-7 細胞と BT-549
細胞の PI(3,4,5)P3合成が抑制されることがわ
かった。これは PRIPが乳癌細胞の PI3K活性
を制御することを示唆している。 

BT-549 に DsRed2-PRIP1 を導入し、PRIP1
を恒常的に発現し、かつ蛍光を発することで
マウス生体内においてその局在をトレース

することのできる細胞株を樹立した。この細
胞をヌードマウスの側腹部乳房近傍の皮下
脂肪内に移植し、in vivo リアルタイムイメー
ジングを行い、転移の様子を調べた。移植後
1週間では、DsRed2空ベクターを導入した細
胞（コントロール）と DsRed2-PRIP1 を導入
した細胞はともに移植部位近傍で観察され、
その蛍光強度（細胞数に依存）は同程度であ
った。移植後 5週間すると、コントロール群
はリンパ節への転移が顕著に観察されたの
に対して、DsRed2-PRIP1を導入した細胞群は
リンパ節への転移が抑制された。これらの結
果は、PRIPによる PI(3,4,5)P3合成制御が癌転
移抑制に効果があることを示唆している。 
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