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研究成果の概要（和文）：我々はNedd4Lの免疫沈降と質量分析によってEGF依存的なリン酸化部位を同定し、リ
ン酸化がNedd4Lの活性化に与える影響を明らかにした。さらに浸潤性の高いがん細胞株において特定のNedd4L 
variantが発現することを見出し、Nedd4L variantの機能解析を行った。そしてがん細胞株においてNedd4Lの発
現低下が細胞の増殖と運動を亢進することを明らかにした。また、インテグリンα5、またはβ1の阻害抗体によ
って細胞運動が抑制されたことから、Nedd4Lノックダウンによってインテグリンα5β1の機能が亢進され細胞運
動が促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified EGFR-dependent phosphorylation site in Nedd4L by 
immunoprecipitation and Mass spectrometry and revealed the role of phosphorylation on molecular 
function. Next, we found that one of Nedd4L splice variant express in metastatic cancer cell line 
and characterized the splice variant. We also revealed that depletion of Nedd4L in cancer cell lines
 caused increase of cell migration and cell proliferation. Inhibitory antibody against integrin α5 
and β1 blocked these phenotypes, indicating that Nedd4L suppress integrin α5β1 function.

研究分野： 生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん細胞では細胞接着分子インテグリンが活性化し、細胞の増殖と運動を高め、がん悪性化の原因となる。一方
で様々ながん種において、ユビキチン化酵素Nedd4Lの発現低下とがん悪性化の相関が指摘されているが、詳細は
不明であった。本研究ではNedd4Lの発現低下がインテグリンα5β1の機能亢進を導くという直接的な結果を得
た。さらにEGF受容体がNedd4Lの活性制御に関わることを明らかにした。ある種のがんではインテグリンとEGF受
容体が協調的に働くことが報告されている。本研究成果はこれまで不明であったがんにおけるインテグリンと
EGF受容体のクロストークを解明する手がかりになると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
がん細胞の異常な増殖、生存、運動能はがん悪性化の原因となる。これには細胞接着分子インテ
グリンの活性化が関与する。インテグリンは α鎖と β鎖の 2 量体から成る膜貫通タンパク質で、
細胞外領域を介して細胞外基質と結合する。同時にインテグリンの細胞外領域は不活性型から
活性型へと構造変化する。細胞内領域はインテグリン結合分子 Talin を介して細胞骨格アクチン
フィラメントと連結し、さらに細胞内シグナル伝達分子 FAK や Src が活性化する。現在、この
活性化機構を抑制すべく、インテグリンの細胞外領域を標的とした抗体や低分子による抗腫瘍
薬の開発が試みられているが成功には至っていない（Stupp et al. Lancet Oncol. 2014; Elez et al. Ann 
Oncol. 2015)。インテグリンは細胞外から活性化される（Outside-in）だけでなく細胞内からも活
性化される（Inside-out)、珍しい 2 方向性シグナル伝達受容体である。そのため、細胞内からの
制御機構を解明することで新しい癌研究が展開する可能性がある。ユビキチン化酵素 Nedd4L は
多くのがんで発現が低下し、がん転移、期間生存率の低下といった悪性化と関係することから、
癌抑制機能が示唆される（Guarnieri et al. Oncogene, 2018; Sakashita et al. Ann Surg Oncol, 2013）。
しかし、がん抑制に関わる Nedd4L の基質は明らかにされていない。申請者は、Nedd4L がユビ
キチン化を介して β1インテグリンを制御することを見出した。そこで本研究は、この分子レベ
ルの相互作用を手掛かりとして、がんの悪性化にみられる Nedd4L の発現低下と β1 インテグリ
ンの活性化の因果関係を問う 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、Nedd4L によるユビキチン化を介した β1 インテグリンの抑制機構を解明し、
その破綻がいかにしてがん細胞の異常な振る舞いを引き起こすかを明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) Nedd4L を制御するシグナル伝達機構の解析 
Nedd4L のがん抑制的な機能を解明するため、リン酸化修飾を中心としたシグナル伝達の上流探
索を行う。In vitro ubiquitination assay を用いて、活性制御の分子機構をアミノ酸レベルで解析す
る。 
 
(2) Nedd4L variant の解析 
Nedd4L は様々ながんにおいて遺伝子発現の低下が報告される。一方で、遺伝子発現に変化がな
くとも、本来とは異なる分子機能を発現することがある。例えば、RNA スプライシングは 1 つ
の遺伝子から機能の異なる複数の splice variant を産生する機構である。Nedd4L には複数の splice 
variant が存在する。ウェスタンブロッティングによってがん細胞株に発現する splice variant を確
認し、さらに In vitro ubiquitination assay を用いて variant の機能を評価する。 
 
(3) がん細胞における Nedd4L の機能解析 
細胞生物学的な手法によってがん細胞株における Nedd4L の役割を明らかにする。特にインテグ
リン機能への関与を解明する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Nedd4L を制御するシグナル伝達機構の解析 
Nedd4L のユビキチン化酵素活性は分子内相互作用によって自己抑制されている。Nedd4L の活
性化は上流のシグナル分子によって制御されると考えられるがその機構には不明な点が多い。
そこで我々は翻訳後タンパク質修飾の可能性を検討した。我々は細胞をインテグリン β1の基質
であるフィブロネクチンまたは上皮成長因子 EGF で刺激すると、Nedd4L がリン酸化されること
を Phos-tag SDS-PAGE で確認した。Nedd4L の免疫沈降と質量分析によって Nedd4L のフィブロ
ネクチン又は EGF 依存的なリン酸化領域を探索した。その結果、フィブロネクチン依存的なリ
ン酸化は同定できなかったが EGF 依存的なリン酸化部位を同定した。次に、Nedd4L のリン酸化
が分子機能に及ぼす影響を調べるため、Nedd4L の自己ユビキチン化を指標とした In vitro ユビ
キチン化アッセイを構築した。その結果、リン酸化領域のセリン残基をアスパラギン酸残基に置
換した変異体は試験管内での自己ユビキチン化活性に影響を与えることが明らかになった。以
上の結果から、Nedd4L は EGFR の下流で活性制御されることが示唆された。 



 
(2) Nedd4L variant の解析 
我々は Nedd4L のウェスタンブロッティング解析から、特に浸潤性の高いがん細胞株において
Nedd4L variant の発現を見出した。現在、Nedd4L variant の機能とインテグリン制御の関係を継続
して研究している。 
さらにデータベース解析によるとNedd4Lの Splice variantは複数存在するが、一部の Splice variant
では我々が同定した EGF 依存的なリン酸化部位を欠損している。このことから、Nedd4L にはリ
ン酸化によって活性化する variant とリン酸化制御を受けない variant が存在することになる。異
なる制御機構を持つ variant の発現ががん悪性化に関与する可能性がある。 
様々な Nedd4L variant がどのような機能の違いを持つかを解明するため、データベースに登録さ
れている複数の variant の組み換えタンパク質を作製し、Nedd4L の活性制御に必須であるリン脂
質感受性、Ca2+感受性を調べた。その結果。Nedd4L は variant 毎に異なるリン脂質感受性、Ca2+
感受性を持つことが判明した。 
 
(3) がん細胞における Nedd4L の機能解析 
公共データベースを用いた解析から、肺癌の中でも特に肺腺癌において、Nedd4L の発現低下が
5 年生存率の低下と相関する予後不良因子であること見出した。そこで実際に、肺腺癌細胞株
PC9 と NCHI358 において Nedd4L の発現低下と細胞の増殖と運動への影響を調べた。PC9 細胞
と NCIH358 細胞において Nedd4L の発現を siRNA によって抑制した。PC9 細胞は Nedd4L のノ
ックダウンによって細胞増殖と運動の亢進が見られた。しかし NCIH358 細胞は Nedd4L のノッ
クダウンによる影響は見られなかった。PC9 は上皮成長因子受容体（EGFR）変異株であり、EGFR-
チロシンキナーゼインヒビター（TKI）も著効する。一方で NCIH358 は KRas G12V の変異が見
られ EGFR-TKI は効果を示さないことが知られる。これまでの我々の研究と他グループの研究
[J. Transl. Med. 20, 1-11 (2022)]から、Nedd4L は EGFR の下流であると考えられ、Nedd4L は EGFR
変異株においても細胞運動と細胞増殖を抑制的に制御すると考えられた。一方で、EGFR の下流
である KRas は細胞運動と細胞増殖をより直接的に制御するため、KRas 変異を持つ細胞株にお
いて Nedd4L のノックダウンの影響は見られなかったと考察した。さらに HeLa 細胞を用い、細
胞運動におけるインテグリン α5β1 の影響を検討した。Nedd4L のノックダウンによって PC9 細
胞と同じく HeLa 細胞の細胞運動が亢進するが、インテグリン α5、または β1の阻害抗体によっ
て細胞運動が抑制された。以上のことから、Nedd4L ノックダウンによってインテグリン α5β1の
機能が亢進され細胞運動が促進したことが示唆された。 
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