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研究成果の概要（和文）：研究代表者はPhospholipase A2 group IV c (Pla2g4c)遺伝子が欠失したラットでは乳がん
の発生率が低下し、腫瘍のサイズも小さいことを最近見出した。しかしながら、Pla2g4cの機能や、乳がんの抑制機構
については不明であるため、分子生物学的な解明を試みた。Pla2g4cをノックダウンするとlipocalin2の発現が大幅に
亢進するとともにラット乳腺腫瘍細胞で細胞死が誘導された。種々の実験結果より、Pla2g4cはNF-ｋBのシグナル経路
を制御することでlipocalin2の発現を抑制していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：I recently found that the tumor size is small and the incidence of breast cancer i
s reduced in phospholipase A2 group IVc (Pla2g4c) gene-deleted rats. However, since the function of Pla2g4
c is unknown, the mechanism of regulation of breast cancer was analyzed using molecular biology techniques
. 
Lipocalin2 (Lcn2) expression was induced in Pla2g4c-knocked down rat mammary tumor cells, and Lcn2 was sug
gested to induce cell death. The results of various experiments showed that Pla2g4c suppressed Lcn2 via th
e NF-kappaB pathway.
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１．研究開始当初の背景 
Phospholipase A2（Pla2）はアラキドン酸カ
スケードの初発を担う酵素であり、Pla2 によ
っ て 遊 離 さ れ た 、 ア ラ キ ド ン 酸 は
Cyclooxygenase（COX）2の作用により、プロ
スタグランジンの産生を誘導する。プロスタ
グランジンは血管新生、細胞の遊走、細胞の
浸潤、細胞の増殖を盛んにすること、そして、
アポトーシスによる細胞死を抑制すること
が知られている。また、ヒトでは、COX-2 の
阻害剤を服用することで、大腸腺腫の発生が
抑制されることが証明されている。 
申請者は最近、Hirosaki Hairless Rat (HHR)
が Phospholipase A2 group IV c (Pla2g4c)
が部分欠失していることを見出した。HHR は
SD ラットから生じた乏毛と乳腺発達不良を
呈する動物である。 Array Comparative 
Genomic Hybridization 法で、HHR のゲノム
異常を網羅的に検索したところ、Pla2g4c の
欠失断端を同定している。Pla2 についてはサ
ブタイプが約 20 種類知られている。Pla2g4c
のサブタイプである Pla2g4a に関しては、大
腸がんや乳がんなどの増殖に関与している
ことが知られているが、Pla2g4c に関しては
機能が未知である。 
 
２．研究の目的 
HHR では乳腺が授乳期早期に退縮するため、
乳腺上皮細胞の増殖が活発でないこと、さら
に、乳がんは発生しにくいと考えられる。そ
こ で 、 研 究 代 表 者 は HHR に
7,12-dimethylbenz(a)anthracene を経口投
与し、乳がんを発生させると予想通り HHR で
は乳がんの発生率や増殖が低下しているこ
とを見出した。Pla2g4c はラットでは乳腺組
織で強発現していることから、申請者は
Pla2g4c の部分欠失が乳がんの発生率の低下
に関係しているのではないかと考えた。そこ
で、本研究では乳がん細胞に siRNA を導入し
て Pla2g4c をノックダウンさせ、乳がん細胞
が死滅するのかそして本酵素が生体内でど
のような機能を担っているのか解析し、実際
に乳がんを発生したラットにPla2g4c阻害剤
や siRNA を導入し、Pla2g4c の作用を抑える
ことにより乳がんが抑制されるのかそして
この阻害剤が乳がんの新たな治療法として
確立できるのか検討した。 
 
３．研究の方法 
Pla2g4c 遺伝子が欠損するとなぜ乳がんの発
生率が低下するのか、なぜ腫瘍のサイズが小
さくなるのかを、①Pla2g4c のタンパクレベ
ルでの局在を検討した。Pla2g4c の生物学的
な機能を乳がん上皮細胞中のPla2g4cの発現
を siRNA で人工的に抑制することにより、②
細胞周期の変化をフローサイトメーターで
解析し、③細胞内での遺伝子発現の変化をマ
イクロアレイ解析で遺伝子網羅的に検討し
た。 
 

４．研究成果 
(1) Pla2g4c の局在 
基底膜細胞のマーカーとして抗サイトケラ
チン（KRT）5抗体を、乳腺上皮細胞のマーカ
ーとして抗 KRT8 抗体を用いた。Pla2g4c は、
KRT5 と KRT8 が発現する箇所に重複して発現
しており、すなわち Pla2g4c は乳腺の基底膜
細胞および上皮細胞に発現していることが
明らかになった。 
 
(2) Pla2g4c の遺伝子発現抑制によるラット
乳腺腫瘍細胞 RMT-1 の細胞増殖低下 
Pla2g4c を Pla2g4c siRNA でノックダウンし
たところ、生存細胞数が約 4 割に減少した。 
さらに、FACS によって sub G1 期、G0/G1 期、
S 期、G2/M 期の割合を求めところ、Pla2g4c
ノックダウン細胞では、コントロールに比べ
てsub G1期の割合が約2倍に増加していた。
また、G2/M 期の割合が減少していた。これら
の結果より、Pla2g4c の発現を抑制すると、
RMT-1 細胞は細胞死が誘導され、細胞分裂は
低下していることが示唆された。 
 
(3)Pla2g4c のノックダウンによる遺伝子発
現の変化 
Pla2g4c をノックダウンした RMT-1 から RNA
を抽出し、マイクロアレイで遺伝子発現を網
羅的に解析したところ、コントロールと比較
し て Tumor necrosis factor (TNF) 、
Lymphotoxinβ、NF-κB、Lipocalin2 (Lcn2) 
の発現が亢進していた。特に Lcn2 の発現は
46 倍にも亢進していた。カスパーゼの発現量
にはほとんど変化はみられなかった。 
 
(4)Lcn2 と Pla2g4c との関連 
NF-κB 阻害剤(BAY)を使用しリアルタイム
PCR で Pla2g4c をノックダウンした。Pla2g4c
をノックダウンしていないものを１とした
場合、Pla2g4c をノックダウンすると Lcn2 の
発現が 31 倍に亢進した。また、NF-κB 阻害
剤 5μM では siPla2g4c のみを入れたものよ
り 9割減少した。また、NF-κB阻害剤 10 μ
Mでは更に減少し、ほとんど Lcn2 が発現しな
かった。また、COX 阻害剤を添加しても Lcn2
の発現は亢進しなかった。 
以上の結果より、Pla2g4c はアラキドン酸カ
スケードにより制御を受けていないことが
示唆された。 
また、Pla2g4c をノックダウンすると Lcn2 の
発現が亢進するが、NF-κBを阻害するとその
Lcn2 の発現亢進が低下することから、
Pla2g4c は NF-κB を制御することで Lcn2 の
発現とアポトーシスを抑制していることが
示唆された。すなわち、Pla2g4c を抑制する
ような薬品が乳がんの治療に効果があるこ
とが in vitro のレベルで明らかになった。 
 
なお、in vivo での効果を調べるために乳が
んを発症したラットにPla2g4cの阻害剤ある
いは siRNA を導入し、乳がんが治癒するのか



あるいはPla2g4cの抑制は予防として効果が
あるのかについては現在検討中である。 
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