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研究成果の概要（和文）：腫瘍形成には、腫瘍細胞の遺伝子変異に加え、周囲の微小環境も大きく関与する。低分子量
GTPaseのRasとRapのエフェクターであるホスホリパーゼCε（PLCε）は、腫瘍微小環境中での炎症促進を介して腫瘍形
成に役割を果たすが、その詳細な分子機構についてはよくわかっていない。本研究では、PLCεがIκBの持続的な不活
性化を介して炎症関連遺伝子の発現を上昇させることを示す。また、in vitroでの活性化型変異体H-Rasの過剰発現に
よる細胞生存が、培地からの亜鉛イオンとグルコースの供給に影響を受けることも示す。これらの因子は共にin vivo
において腫瘍微小環境中から供給されることが知られている。

研究成果の概要（英文）：Tumor development is driven not only by the alterations in the genome of cancer 
cells itself but also by the surrounding microenvironment that supplies factors crucial for their growth 
and survival. Although it is known that phospholipase Cε (PLCε), an effector of Ras and Rap small 
GTPases, plays an important role in tumor development through augmenting cancer-associated inflammation 
in the tumor microenvironment, the molecular mechanism by which PLCε-mediated tumor development is not 
fully understood. This research shows that PLCε mediates signals that upregulates proinflammatory gene 
transcription through prolongation of IκB inactivation. It shows that the survival of cells 
overexpressing the mutationally-activated H-Ras in vitro is affected by the supply of zinc ions and 
glucose, both of which are known to be supplied from the microenvironment in vivo.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 腫瘍の形成とその悪性化は、腫瘍細胞での
がん遺伝子・がん抑制遺伝子の変異のみで進
行するのではなく、その周囲の環境（微小環
境）の影響を大きく受ける。特に炎症やその
メディエーター（サイトカイン）は、重要な
役割を果たしていることが様々な研究によ
り示唆されていた。例えば、家族性大腸ポリ
ポーシス（FAP）の患者に対する抗炎症作用
を示すシクロオキシゲナーゼ 2（COX-2）阻
害剤の投与は、FAP の患者における腺腫の悪
性化を抑制する。また、がん遺伝子の活性型
変異等によりトランスフォームした細胞は
細胞死を起こしやすいが、その細胞死回避に
は炎症性サイトカインが関与するなど炎症
などの腫瘍形成、増殖、悪性化での重要性が
示唆されていた。 
 ホスホリパーゼ Cε（PLCε）は、ホスホイ
ノシチド特異的 PLC の一つで、ras がん遺伝
子産物である Ras タンパク質とその類縁の
Rap タンパク質の下流因子（エフェクター）
の一つとして機能する細胞内シグナル伝達
分子である。PLCε は上流刺激による活性化
に伴い、ホスファチジルイノシトール・ビス
リン酸を加水分解し、イノシトール３リン酸
とジアシルグリセロールとを産生する（図 1）。
PLCε との発がんとの関係は、研究代表者ら
による遺伝子ノックアウト（KO）マウスを
用いた一連の解析により、実験動物レベルで
明らかにされてきた。それらによれば、PLCε
は、上皮や間質などの非免疫細胞での炎症性
サイトカインの産生促進により炎症性の腫
瘍微小環境の形成を促し、腫瘍形成に関与す
ると考えられている。ヒトにおいては、近年
のゲノムワイド解析により PLCε をコードす
る遺伝子（PLCE1）の多型と胃腺がん、ある
いは食道扁平上皮がんとの関連が指摘され
るようになってきた。 
 しかし、腫瘍形成に関わる PLCε の関与の
機構、特に腫瘍形成に重要である PLCε によ
るサイトカインの産生制御の仕組みには不
明な点が多く残されていた。さらには、個体
レベルでは、がん遺伝子活性化後の腫瘍の形
成とその悪性進展に関わる炎症をはじめと
する微小環境の意義については、不明な点が
多く残されていた。 

 
２．研究の目的 
 このように、PLCε による腫瘍形成促進機
構として、炎症性サイトカイン産生促進によ
る腫瘍微小環境の形成を介したものである
と考えられた。しかし、腫瘍形成に関わる

PLCε によるサイトカイン産生機構について
は、不明な点が多く残されていた。さらに、
炎症をはじめとする微小環境因子による腫
瘍形成や悪性化の制御機構は不明な点が残
されていた。そこで、下記の２つの研究目的
により、本研究課題を進めた。 
（１）腫瘍形成・悪性化に関わるサイトカイ
ンとその産生機構：主に PLCεKO マウスを
用いた腫瘍形成モデルで解析し、間質や上皮
などの非免疫細胞での PLCε による炎症性サ
イトカイン産生の関与を明らかにし、さらに
分子機構も明らかにする。 
（２）がん遺伝子活性型変異が誘導する細胞
死と炎症をはじめとする微小環境因子との
関係：培養細胞を用いた in vitro 系での解析
を行い、活性型変異体がん遺伝子産物（H-ras
活性型変異体）発現による細胞死の特性を明
らかにする。さらに、腫瘍形成に関わる微小
環境因子として炎症性サイトカインなどに
よる細胞死制御のシグナル伝達を明らかに
する。腫瘍数決定に関わると予想されるがん
遺伝子活性化（イニシエーション）後の腫瘍
細胞に対する炎症など微小環境因子の役割
を、分子レベルで明らかにする。 
３．研究の方法 
（１）腫瘍形成・悪性化に関わるサイトカイ
ンとその産生機構： 
①マウス腫瘍モデルを用いた in vivo 解析：
Apc がん抑制遺伝子にナンセンス変異を持つ
ApcMin マウスでは、デキストラン硫酸ナト
リウム（DSS）を含む飲料水を飲水させると
大腸炎誘発性の大腸腺腫が形成される。
PLCεKO マウスとの交配により PLCε 野生
型（以下、PLCεWT）あるいは PLCεKO の
異なる PLCε 遺伝子型を持つ ApcMin マウス
を作出し、腺腫形成への PLCεKO の影響を
病理学的に解析した。形成した腫瘍の数とそ
の異型度をまとめ、PLCε 遺伝子型との相関
を検討した。また、Apc 遺伝子に変異のない
マウスを用いてDSS飲水による炎症とPLCε
遺伝子型との相関を検討した。さらに、
PLCεKO により mRNA レベルでの発現低下
が認められる炎症性サイトカインを定量的
逆転写 PCR（qRT-PCR）で同定した。PLCε
遺伝子型依存的に発現する炎症性サイトカ
インの産生細胞の同定を目的として、一部の
炎症性サイトカインについては、その産生細
胞を抗サイトカイン抗体による免疫染色で
検出した。 
②培養細胞を用いた PLCε 依存的サイトカイ
ン産生機構の解析：研究代表者らの先行研究
か ら 、 PLCε は 、 ヒ ト 株 化 角 化 細 胞
（PHK16-0b）やマウス初代培養細胞での腫
瘍壊死因子（TNF）-α 刺激によるケモカイン
CCL2（別名 MCP-1）などの発現制御に関わ
ることがわかっている。そこで、ヒト大腸由
来株化細胞（ともにヒト大腸がん由来の
DLD-1、Caco-2）でも同様に PLCε 依存的に
炎症性サイトカインが産生されるか検討し
た。これらの細胞に PLCε を標的とした



siRNA をエレクトロポレーション法により
トランスフェクトして PLCε をノックダウン
した。PLCε がノックダウンされたこれらの
細胞を TNF-α 刺激し、TNF-α 刺激による発
現誘導が PLCε ノックダウンで阻害されるサ
イトカイン等の mRNA を逆転写（RT）-PCR
または qRT-PCR により探索した。次いで、
PLCε 依存性発現が認められたサイトカイン
の発現制御に関わる細胞内シグナル伝達系
について、伝達因子の候補となるキナーゼに
対する阻害剤の効果を検討した。阻害剤の効
果が出たシグナル経路については、そのシグ
ナル伝達分子の活性型（リン酸化型）特異的
抗体を用いたウェスタンブロッティングに
て、PLCε ノックダウンの影響を検討した。 
（２）がん遺伝子活性型変異が誘導する細胞
死と炎症をはじめとする微小環境因子との
関 係 ： 構 成 的 活 性 型 変 異 体 H-Ras
（H-RasG12V 変異体）を薬剤（イソプロピ
ル-β-チオガラクトピラノシド；IPTG）添加
により発現誘導できる２種の株化細胞（iRas: 
3T3 および iRas:Rat-1）を解析に供した。
iRas:Rat-1 細 胞 は 、 無 血 清 下 で の
H-RasG12V 変異体発現により、細胞死を起
こす。その細胞死の際にカスパーゼ 3
（caspase3）が活性化されるか、活性型特異
的抗体によるウェスタンブロッティングで
検討した。また、in vivo におけるがん細胞の
環境を模倣する目的で、様々な培地条件によ
るシグナル伝達への影響を解析した。まず、
培地からの炭素源（グルコース、グルタミン）
の除去を行うことで、これらの枯渇を模倣し、
その細胞生存・細胞死への影響を検討した。
さらに、血清中に含まれる細胞死抑制物質の
探索を目的として、脂肪酸が除去されていな
いウシ血清アルブミンや亜鉛イオンなどを
血清の代わりに無血清の培地に添加し、その
効果を検討した。また、培地条件の違いによ
る細胞内シグナル伝達系への効果について
は、各種活性型（あるいはリン酸化型）特異
的抗体を用いたウェスタンブロッティング
により（１）-②と同様に検討した。 
 
４．研究成果 
（１）腫瘍形成・悪性化に関わるサイトカイ
ンとその産生機構： 
①マウス腫瘍モデルを用いた in vivo 解析： 
PLCεWT あるいは PLCεKO の遺伝子背景を
持つ ApcMin マウスを準備した。それらに
DSS を自由飲水させて、大腸炎誘発性大腸腺
腫形成実験を行った。その結果、PLCεKO 背
景を持つ ApcMin マウスでは、PLCεWT 背
景を持つ ApcMin マウスと比べたときに、形
成される腺腫の個数の減少、ならびにそれら
の悪性進展が有意に抑制された。PLCεKO 
背景での腫瘍数低下は、DSS 飲水時に誘導さ
れる炎症の低下に起因するものと考えられ
た（図 2）。PLCεがその発現細胞において種々
の炎症性サイトカインの産生に関与すると
考えられたので、PLCε 発現細胞の検討、な

らびに DSS 飲水による炎症誘発時のサイト
カイン産生への PLCεKO の影響の検討を免
疫組織化学的に行った。その結果、PLCε は
腸上皮にその発現が強く見られ、さらにそれ
らの細胞でサイトカインが産生されること
が分かった（図 3）。そのサイトカイン産生は、
PLCεKO により低下することが確認された

（図 4）。以
上のことか
ら、腸管上
皮細胞での
Cxcl2 等の
炎症性サイ
トカインの
産 生 に
PLCε が関

与すること、ならびに PLCε による炎症性サ
イトカイン産
生 亢 進 が
ApcMin マウ
スでの腸管腺
腫形成に促進
的に機能する
ことが示唆さ
れた。 
②培養細胞を
用いた PLCε
依存的サイト
カイン産生機
構の解析： TNF-α 刺激によるサイトカイン
産生機構について、ヒト大腸がん由来の
DLD-1 細胞および Caco-2 細胞を用いて解析

した。これらの細胞で siRNA のトランスフ
ェクションによる PLCε のノックダウンを試
みたところ、Caco-2 細胞でのノックダウンが



良好であったことから、以下の実験に Caco-2
細胞を用いることにした。Caco-2 細胞では、
PLCεノックダウンがTNF-α刺激によるサイ
トカイン遺伝子活性化に関わる持続的
NF-κB の核移行やそれに必須である IκB の
リン酸化と分解を抑制することが分かった。
しかし、TNF-α は直接には PLCε を活性化で
きなかった。その際に PLCε の活性化に関与
する液性因子の 1 つを、細胞膜受容体アンタ
ゴニストによる阻害実験で見出した（図 5）。
以上のことから、TNF-α刺激を受けたCaco-2
細胞では、TNF-α 受容体活性化の後に別の細
胞膜受容体が活性化され、その結果 PLCε 経
路が活性化されて IκB のリン酸化と分解が
持続的になると考えられた。また、その際 IκB
リン酸化は IKK とは異なるリン酸化酵素が
関与する可能性が示された。 
 
（２）がん遺伝子活性型変異が誘導する細胞
死と炎症をはじめとする微小環境因子との
関係：H-RasG12V 変異体を IPTG 依存的に
発現する 2 種類の細胞で、無血清下での
H-RasG12V 発現による細胞死誘導を検討し
た（図 6）。その結果、ラット胎児線維芽細胞
Rat-1 細 胞 由 来 の iRas:Rat-1 で は 、

H-RasG12V 発現に伴うカスパーゼ３活性化
がウェスタンブロットで、切断型カスパーゼ
3（CC-3）として確認された。一方、マウス
胎児線維芽細胞 3T3 細胞由来 iRas: 3T3 では、
H-RasG12V 発現に伴うカスパーゼ３の活性
化が逆に抑制された。血清（10％ウシ胎児血
清；FCS）存在下で同様の実験をしたところ、
iRas:Rat-1 と iRas: 3T3 の両者で共に、カス
パーゼ３の活性化が H-RasG12V の発現によ
り抑制された。これらのことから、iRas:Rat-1
細胞での H-RasG12V 発現による細胞死抑制
には FCS 中の細胞死抑制物質が要求される
ことが示唆された。また、iRas:Rat-1 細胞で
の H-RasG12V 発現によるカスパーゼ３活性
化は、ストレス応答性 MAP キナーゼ
（p38MAPK、および JNK）に対する阻害剤
の処置で抑制されたことから、この細胞死へ

のこれらストレス応答性 MAP キナーゼの関
与が示唆された（図 7）。 

 次に、培地中の炭素源の検討を行った。通
常のダルベッコ改変イーグル培地（4.5 g/l の
グルコースを含む）から、グルコースあるい
はグルタミンを除去したところ、特にグルコ
ースを除去により iRas:Rat-1 細胞での
H-RasG12V 発現によるカスパーゼ３活性化
が引き起こされなかった（図 8）。さらに、ス
トレス応答性 MAP キナーゼの活性化も低下
した（図 8）。これらのことから、H-RasG12V
発現によって引き起こされる細胞内シグナ
ル伝達系の活性化に、代謝系に依存したもの
があることが明らかとなった。 
 また、血清中に含まれる細胞死抑制物質の
探索を目的として、亜鉛イオンなどを血清の
代わりに無血清の培地に添加し、その効果を
検討無血清下での iRas:Rat-1 細胞での
H-RasG12V 発現によるカスパーゼ３活性化
への効果を調べた。その結果、10％ FCS に
相当する濃度の亜鉛イオンを培地へ添加す
ると、無血清下であっても H-RasG12V 発現
によりカスパーゼ 3 活性化が起こらず、血清
添加時と同様に阻害的になった（図 9）。 
 以上の観察事実は、H-RasG12V 発現によ
り糖代謝系において、亜鉛イオン要求性の制
御がかかる可能性を示唆している。そこで糖
代謝経路の酵素類を中心に、それらの活性に
関わる翻訳後修飾が培地中の亜鉛イオンと
H-RasG12V 発現の有無により変化するもの
を探索した。その結果、無血清下での活性型

H-Ras 発現よる翻訳後修飾が培地中の亜鉛
とグルコースの濃度により影響を受けてい
ると思われるタンパク質を見出した。 
 亜鉛イオンの取り込みの上昇が、がん遺伝
子でトランスフォームした細胞やがん細胞
の生存・増殖に重要であることが、他の研究
者による先行研究で示唆されている。このこ
とを踏まえると、本研究での成果は、がんの
生存・増殖における亜鉛イオンの役割を示す
ものであると言える。 
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