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研究成果の概要（和文）：　rasがん遺伝子産物Rasの標的蛋白質の一つであるホスホリパーゼCε (PLCε)は当
研究科が発見し、セカンドメッセンジャーの産生を通じてシグナル伝達に関与し、またNF-κBを介する炎症や発
がんに関与することを報告してきた。PLCεは炎症性疾患や炎症を介するがんの有望な分子標的として注目され
てきている。
　本研究では、PLCε遺伝子改変K-ras（LSL-K-rasG12V/PLCεΔx/Δx）マウスモデルを作成した。また、ルイス
肺がん由来細胞株（LLC）による皮下移植マウスモデルを作成し、PLCεのKOにより腫瘍増殖が抑制され、生存率
が良い傾向があることを示した。

研究成果の概要（英文）：We have reported that phospholipase Cε (PLCε), one of the target proteins 
of the ras oncogene has a crucial role in signal transduction through the production of second 
messengers and that PLCε has a role in inflammation and carcinogenesis through NF-κB. Then, PLCε 
is thought to be promising molecular target for inflammatory diseases and inflammation-mediated 
cancer.
   In this study, we generated a PLCε gene-modified K-ras (LSL-K-rasG12V/PLCεΔx/Δx) mouse model.
 We also created a mouse model subcutaneously transplanted with a Lewis lung cancer-derived cell 
line (LLC), and showed that knock out of PLCε suppressed tumor growth and tended to improve the 
survival rate.

研究分野：呼吸器内科

キーワード： 肺がん　PLCε　ras
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研究成果の学術的意義や社会的意義
  rasがん遺伝子産物Rasの標的蛋白質の一つであるPLCεは炎症や発がんに関与することを報告してきた。本研
究は、PLCεを介した呼吸器疾患の新たな発病機序を、K-ras遺伝子変異陽性非小細胞肺がん（NSCLC）の疾患モ
デルを用いて明らかにし、呼吸器疾患の新たな治療戦略を構築することを目的としている。ras誘導性のがんは
ヒトの悪性腫瘍の約20％と極めて高頻度に認められている。本研究成果はNSCLCの新規治療法の開発に寄与する
だけでなく、K-ras遺伝子変異が関与する複数のがん種に応用展開され、生命予後を改善しうるものとして期待
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。
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１．研究開始当初の背景 
１．PLCεの生化学的特徴と発現部位 

PLCεは低分子量 GTP 蛋白質 Ras/Rap の標的タンパク質（エフェクター）の一つとして、
当研究科において同定され、さらに炎症・発がんへの関与が明らかにされた分子である。 
PLCεはG 蛋白質共役受容体やチロシンキナーゼ型受容体等の細胞膜受容体の下流で活性化す
る。活性化した PLCεはその基質であるホスファチジルイノシトール 2 リン酸を加水分解して、
セカンドメッセンジャーのジアシルグリセロール（DAG）とイノシトール 3 リン酸（IP3）を産
生し、それぞれプロテインキナーゼ C（PKC） などの活性化と細胞内の貯蔵カルシウム動員に
機能している（Edamatsu H. et al, Methods Enzymol, 2006）。PLCは肺を含めて複数の臓器
に発現が認められる。細胞レベルでは上皮間葉系の細胞には発現が認められるが、免疫系の細胞
には発現が認められない。 
2. PLCεの炎症における役割とがんへの関与 
近年、申請者らは、PLCεが上皮細胞（がん細胞を含む）において、NF-κB経路の活性化を
介して、炎症性サイトカインの発現を誘導することを明らかにした（図 1、Nagano T. et al, PLoS 
One, 2014、Wakita M. et al, J Biol Chem, 2016）。また、PLCεのリパーゼ活性を欠損させた
ノックアウト（KO）マウス
を用いた発がんモデル
（ Bai Y. et al, Cancer 
Res, 2004、Li M. et al, 
Carcinogenesis, 2009）に
より PLCεががんに関与
していることを報告して
きた。 

 
3. 呼吸器疾患の Unmet 
Clinical Needs と PLCε
阻害剤の可能性 
 ras 誘導性のがんもヒト
の悪性腫瘍の約 20％と極
めて高頻度に認められて
いるが、いまだ有効な治療
法がない。そこで、申請者
のこれまでの研究実績を
踏まえ、PLCε選択的阻害
剤の治療標的の候補とな
りうる「K-ras遺伝子変異
陽性 NSCLCの発症機序において PLCεがどのように関与しているのか」を明らかにすること
を研究の主眼として本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、K-ras遺伝子変異陽性の NSCLCにおける PLCεの役割を明らかにし、PLC
εがこの治療標的になりうるかを明らかにすることである。 

 
３．研究の方法 
実験 1．PLCε遺伝子改変 K-ras 発がんモデルの作成 
 申請者の施設で飼育している PLCεの KO マウスと、三重大学の鈴木昇准教授より提供を受け
飼育を開始している LSL-K-ras（LoxP-STOP-LoxP-K-RasG12V）マウスを交配させ、PLCε遺伝子改
変 K-ras（LSL-K-rasG12V/PLCεΔx/Δx）マウスモデルを作成した後、Cre 発現アデノウイルスを経
気道的に感染させ、PLCε遺伝子改変 K-ras（K-rasG12V/PLCεΔx/Δx）発がんマウスモデルを作成す
る。遺伝子型はジェノタイピングにより確認する。 
 
実験 2．PLCεのがん細胞非自律的な機能の解析 
ルイス肺がん由来細胞株の皮下移植による担がんマウスモデルも作成して腫瘍増殖抑制試験
と生存率のカプランマイヤー曲線による解析を行う。 
 
実験 3．PLCεのがん細胞自律的機能の解析 
 3 種類の Kras 遺伝子変異陽性 NSCLC 細胞株（A-549、Calu-1、SW900）に、PLCεに対する 2種
類の siRNA をトランスフェクションさせ（Cui XB. et al, Oncotarget, 2016）、PLCεをノック
ダウン（KD）して以下の解析を行う。 



①増殖能の解析：親株と PLCεの KD 株をプレートに撒き、24、48、72、96 と 120 時間後 MTT 色
素で染色して 490 nm の吸光度を測定し、両者を比較する（MTT アッセイ）。 
②細胞浸潤能・転移能の解析：親株と siRNA 導入 48時間後の細胞株を 5×104個ずつバイオコー
トマトリゲル細胞浸潤チャンバー（細胞浸潤アッセイ）或いは、マトリゲルコートされていない
チャンバー（細胞遊走アッセイ）に撒き、4時間後にマトリゲル基底膜マトリックスを通過して
コンパニオンプレートに接着した細胞のコロニーの個数を計測する。 
③アポトーシスの解析：親株と siRNA 導入 48 時間後の細胞株を用いて、ウェスタン・ブロット
でアポトーシス関連タンパクの発現を親株と PLCεの KD 株とで比較を行う。発現に差が見られ
ない場合にはネクロスタチンを用いてネクロプトーシスの関与を解析する。 
 
４．研究成果 
実験 1．PLCε遺伝子改変 K-ras発がんモデルの作成 
 申請者の施設で飼育している PLCεの KOマウスと、三重大学の鈴木昇准教授より提供を受
け飼育を開始している LSL-K-ras（LoxP-STOP-LoxP-K-RasG12V）マウス 
を交配させ、LSL-KrasG12V/-/PLCεΔX/WT miceを作成した。 
上記マウス同士の交配を行い PLCε遺伝子改変 K-ras（LSL-K-rasG12V/PLCεΔx/Δx）マウスモ
デルを作成した。 
 
実験 2．PLCεのがん細胞非自律的な機能の解析 
ルイス肺がん由来細胞株（LLC）による皮下移植担がんマウスモデルの作成 
 LLC5.0×105個を PBC100μLに溶かして PLCε野生型Wtマウスとノックアウト KOマウ
スの臀部に皮下注し腫瘍の定着を確認、腫瘍径を測定した。長径≥20mmで安楽死させて腫瘍を
摘出した。 

 
・腫瘍 volume推移 
（腫瘍 volum≥100を確認した日を day1） 
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・生着したマウスの生存期間（安楽死は死亡に含めず）（PLCεWt12匹 KO8匹）p=0.112 

 
実験 4．PLCεのがん細胞自律的機能の解析 
 3 種類の Kras 遺伝子変異陽性 NSCLC 細胞株（A-549、Calu-1、SW900）に、PLCに対す
る 2種類の siRNAをトランスフェクションさせ（Cui XB. et al, Oncotarget, 2016）、PLCを
ノックダウン（KD）した。 
SiRNAでトランスフェクション後 real time PCR 
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各細胞が PLCεがノックダウンされていることを確認した。 

 

①増殖能の解析：親株と PLCの KD株をプレートに撒き、24、48、72、96と 120時間後MTT
色素で染色して 490 nmの吸光度を測定し、両者を比較する（MTTアッセイ）。 
A549  

 
再現性をもって＃1は増殖能が低下していた 
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