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研究成果の概要（和文）：PLAGL2(Pleimorphic adenoma gene like-2)は卵巣癌で発現が見られる転写因子である。今
回卵巣癌におけるPLAGL2の機能解析を行った。卵巣癌細胞においてPLAGL2を抑制させると細胞骨格および細胞遊走能に
変化を認めることが分かった。この変化はアクチン骨格の構成に必要なRhoA、Rac1などのRho GTPaseの活性が関与して
いることが示唆され、特に細胞骨格にはRhoA、細胞遊走にはRac1が強く関与していた。また、Rac1の変化にはRacに特
異的なGTPae結合タンパクであるCHN1（chimerin1）も関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pleomorphic adenoma gene like-2 (PLAGL2), a member of the PLAG gene family, is a 
C2H2 zinc finger transcriptional factor that is involved in cellular transformation and apoptosis. We 
found that PLAGL2 depletion induced organization of stress fibers. In addition, formation of focal 
adhesions was promoted by PLAGL2 knockdown. Rac1 was inactivated in the absence of PLAGL2, whereas 
activity of RhoA was increased. Conversely, exogenous expression of PLAGL2 induced disruption of stress 
fiber formation and production of lamellipodia. Consistently, RhoA was suppressed and Rac1 was activated 
by PLAGL2 overexpression. PLAGL2 expression induced lamellipodia formation and disruption of stress fiber 
formation. Finally, we show that chimerin1(CHN1) expression is essential for Rac1 inactivation in 
PLAGL2-depleted cells.

研究分野： 婦人科腫瘍学

キーワード： PLAGL2　卵巣癌　RhoA　Rac1
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 癌細胞は様々な遺伝子変異の蓄積で無規
律的な増殖能を獲得した細胞であり、浸潤、
転移により他の臓器へ広がり、やがて個体を
死に至らしめる。多くの癌細胞は上皮細胞に
由来する。上皮細胞は周囲の細胞と密接に結
合し影響を及ぼしあうことにより、個々の細
胞が無規律的に増殖、移動することを妨げて
いる。上皮細胞の細胞間接着には E-cadherin
が重要な働きを担っている。このタンパク質
の発現低下は細胞間接着の低下を促し、そし
て細胞内における増殖シグナルを活性化し、
細胞の癌化を引き起こす一因となる。 
上皮間葉転換（ Epithelial to Mesenchymal 
Transition: EMT）は、上皮細胞における細胞
間接着が E-cadherinの発現抑制により低下し、
細胞が線維芽細胞様の形態となる現象であ
り、癌化への重要な段階のひとつである。
EMT の分子機構に関しては精力的な研究が
過去 10 年にわたりおこなわれており、多く
の知見が得られている。癌遺伝子である KRas
の活性化、また TGF-β や TNF-α など癌の増
殖に関与するサイトカインの刺激により
EMTは引き起こされる。それらの刺激は様々
なシグナル伝達経路を活性化し、Snail、Twist、
Zeb1などの転写因子を活性化する。これらの
転写因子は E-cadherinの発現を抑制し、EMT
を誘導する。様々な癌においてこれらの転写
因子の発現が亢進し、それに伴い E-cadherin
の発現が減少していることが報告されてい
る。 
 
２．研究の目的 
	 卵巣癌において EMT は、癌の浸潤、転
移、また抗癌剤の耐性獲得に関与している
と考えられている。EMT関連タンパク質は、
卵巣癌の分子標的治療のターゲットとして
有望であり、これらの働きを阻害する薬剤
は将来卵巣癌の治療薬として用いられる可
能性がある。卵巣癌において EMT を制御
する因子はいくつか報告されている。しか
しながら、いまだ EMT の制御機構の詳細
は不明であり、他にも多くの制御因子が存
在すると推測されている。そこで我々は、
siRNA を用いたスクリーニングにより、
EMT を制御する可能性のある卵巣癌に発
現がいみられる特有な新たな転写因子の同
定を試みた結果同定された Pleomorphic 
adenoma gene like-2(PLAGL2)の機能解析を
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）EMTは主に転写因子により制御される。
卵巣癌では EMT を促進する遺伝子の発現が
亢進していると推測される。そこでスクリー
ニングを行った。まず最初に Oncomine 
database（DNA アレイのデータベース）を用
いて卵巣癌で発現が亢進している転写因子
を 48 個選択した。そしてそれらの遺伝子に
対する siRNA を購入し、48 穴に培養した卵

巣癌細胞株 ES-2 細胞に導入した。ES-2 細胞
は卵巣明細胞腺癌の細胞株であり、線維芽細
胞用の形態を示している。EMTを促進する遺
伝子が siRNA によりその発言が抑制されれ
ば、ES-2細胞の形態は上皮細胞様に変化する
と推測された。そしてスクリーニングの結果、
PLAGL2に対する 2つの siRNAの導入により
ES-2 細胞が上皮細胞様の形態に変化するこ
とが観察された。そこで、siRNAを用いたス
クリーニングにて同定された転写因子
PLAGL2 をターゲットとし、卵巣癌細胞株
ES-2および Heyを用いて機能解析を行った。
機能解析には Rho GTPase の活性を確認する
ために GST beadsを用いた Pull down assayを
用い検討を行った。また、細胞遊走能の変化
を確認するために Boyden Chamber を使用し
遊走能の変化を確認した。次に過剰発現系と
して乳癌細胞株 MDA-MB-231を使用し、GFP
融合タンパク質として PLAGL2 を発現させ
た。同様に GST  beads を用いた Pull down 
assay、遊走能の変化を確認した。また、
PLAGL2の Deletion mutantをいくつか作成し、
MDA-MB-231細胞での局在、形態変化につい
て検討を行った。	 
（2）PLAGL2 の発現抑制に対するマイクロ
アレイ解析にて CHN1(chimerin1)の発現が上
昇することが判明した。そこで CHN1 の
siRNAを導入し Rho GTPaseの活性変化を検
討した。また、CHN1の shRNAを作成し、同
時に PLAGL2も抑制することにより PLAGL2
と CHN1の関連性を多面的に解析した。解析
には Rho GTPase の活性変化、遊走能の変化
を検討した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)PLAGL2抑制による Rho GTPaseファミリ
ーである RhoA、Rac1、Cdc42 の活性変化を
GSTビーズを用いた pull down assayにて検討
した。すでに以前の研究で PLAGL2抑制によ
り ES-2 細胞の形態変化において、アクチン
ストレスファイバーの増加が見られていた。
RhoA はアクチンストレスファイバーの形成
に関与し、Rac１は lamellipodiaの形成に関与
していることが知られている。その変化と一
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致するように PLAGL2抑制により RhoAの活
性が上昇していた。（図 1）また、興味深いこ
とに Rac1の活性は減少しており、Cdc42の活
性に関しては明らかな変化は認めなかった。
（図１）	 
このストレスファイバー形成の変化が RhoA
による変化であることを確かめるために
Rho/ROCK シグナルのインヒビターである
Y27632 および dominant negative RhoA(T19N)
を ES-2 細胞に導入し、PLAGL2 抑制による
形態変化が抑制されるかを検討した。siRNA
により PLAGL2 を抑制した ES-2 細胞に
Y27632を添加し形態変化を観察したところ、
PLAGL2抑制により出現したアクチストレス
ファイバーは消失していた。また、T19N を
遺伝子導入した ES-2 細胞に siRNA にて
PLAGL2 を抑制させたところ control siRNA
ではアクチンストレスファイバーの形成を
認めたもののT19Nを導入させたES-2細胞で
はアクチンストレスファイバーは認めなか
った。以上のことから PLAGL2抑制によるア
クチンストレスファイバーの増強は RhoA 活
性の変化によるものであることが示唆され
た。 
次に PLAGL2 抑制による細胞遊走能の変化
を確認するため migration assay を行った。
siRNA にて PLAGL2 を抑制し、 Boyden 
chamberを使用し 2時間後、4 時間後、6 時間
後の 3 段階に分けて確認した。その結果、ど
の時間帯においても Controlに比べ PLAGL2 抑
制により細胞遊走能が優位に低下していた。
続いてこの遊走能の変化にも Rho GTPase の
変化が関与しているかを確認するため、
Y27632 を使用し同様に実験を行った。その
結果では PLAGL2 抑制により低下した細胞
遊走能は Y27632 添加により開腹を認めた。
このことから PLAGL2 抑制による細胞遊走
能の変化もRho GTPse活性の変化が関与して
いることが示唆された。	 
PLAGL2 抑制系により Rho GTPase との関連
性が示唆されたことから、次に PLAGL2 の
GFP誘導タンパク質を作成し、ES-2及び Hey
に導入を試みた。ところが GFP-PLAGL2発現
細胞はすぐに消失してしまった。以前の報告
では PLAGL2 は細胞死のメカニズムに関与
しているとの報告もありその関与が示唆さ
れた。そこで、乳癌細胞株 MDA-MB-231 を
使用し PLAGL2を遺伝子導入した。PLAGL2
を強制発現させると、MDA-MB-231細胞で見
られていたアクチンファイバーは消失し、
lamellipodia の形成を認めた。Lamellipodia は
Rho GTPaseである Rac1が形成に関与してい
ることが知られており、次に Rho GTPase の
活性の変化を検討した。抑制系と同様に GST
ビーズを用いた Pull down assayを行った。す
ると、lamellipodia の形成に同調するように
Rac1の活性が上昇していた。対して RhoAの
活性は低下を認めた。（図 2）Cdc42は抑制系
と同様に明らかな変化は認めなかった。細胞
遊走能に関しては PLAGL2 過剰発現にて上

昇を認めた。	 

PLAGL2 は C2H2 ドメインを持ち、C 末端に
は activation ドメイン、その間に repressor ド
メインを保つ構造をしている。そこで、次に
この形態変化に PLAGL2 の転写活性が必要
であるかを検討するため GFPで tag付けされ
た mutant PLAGL2を作成し MDA-MB-231に
遺伝子導入し形態変化を確認した。Full length
も含め図 3 に示すように 6 種類の mutant 
PLAGL2 を作成し MDA-MB-231 細胞に導入
し形態変化を確認した。FL、ΔN、ΔRepでは
PLAGL2は核内にとどまっていたものの、Δ
234、ΔC2H2 では核内及び細胞質にも認めら
れた。ΔActは Activationドメインが無いもの
の核小体内にとどまっていた。そして ΔN、
ΔRepでは FLと同様にアクチンストレスファ
イバーの消失を認め、lamellipodiaの形成を認
めた。また一方で ΔAct、Δ234、ΔC2H2 では
アクチンストレスファイバー、lamellipodiaの
変化は認めなかった。（図 3） For Peer Review
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この結果から、PLAGL2が仲介すると考えら
れる MDA-MB-231 細胞におけるアクチンス
トレスファイバーの消失及び lamellipodia の
形成はこの転写活性が必要であることが示
された。 
	 
(2) PLAGL2の発現抑制に対するマイクロア
レイ解析にて CHN1(chimerin1)の発現が上昇
することが判明した。CHN1 は GTPase 活性
タンパクで RAC GTP-bindingタンパクに特異
的に結合し作用することが知られている。ま
た、Rac1に対して抑制的に働くことも知られ
ている。この CHN1 が PLAGL2 抑制による
Rac1活性の低下、細胞遊走の低下に関与して
いるかを検討した。まず GFP融合タンパクと
して CHN1を ES-２細胞に遺伝子導入したと
ころ、Rac1の活性は低下を認めた。その一方
で RhoA、Cdc42 の活性には変化は見られな
かった。この結果は、CHN1が Rac1に抑制的
に働くという報告と矛盾しない結果であっ
た。次に CHN1の shRNAを作成し ES-2細胞
に導入した後に PLAGL2 を siRNA にて抑制
し機能解析を行った。まず形態変化において
は、PLAGL2、CHN1 ともに抑制された状態
でもアクチンストレスファイバーを認め、
CHN1 単独で抑制した場合はアクチンストレ
スファイバーを認めなかった。このことから
CHN1 はアクチンストレスファイバーの構築
には関与していないことが示唆される。次に
Rho GTPase の活性変化について検討した。
RhoAは PLAGL2抑制により活性が上昇して
いたが、CHN1 との共抑制でも活性は上昇し
たままであった。以上のことから CHN1 は
PLAGL2による RhoAの活性変化には関与し
ておらず、RhoA の作用による変化と思われ
るアクチンストレスファイバーの構築にも
関与していないことが示唆された。一方で
Rac1 の活性は PLAGL2 抑制により抑制され
ていたが、CHN1 との共抑制では抑制されず
変化は認めなかった。（図 4）つまり、PLAGL2
による Rac1 活性の変化は RAC GTP-binding
タンパクであるCHN1を介して行われている
ことが示唆される。 

Rac1 は PLAGL2 による細胞遊走能の変化に
も影響していることが考えられたため、

CHN1 抑制による細胞遊走能の変化について
も検討した。まずコントロール shRNA にて
PLAGL2を抑制したところ以前のデータと同
様に細胞遊走能は優位に低下した。次に
CHN1を共抑制させたところ PLAGL2抑制に
より低下していた細胞遊走能は低下を認め
ずコントロールと差は認めなかった。このこ
とより PLAGL2 による細胞遊走能の変化に
は Rac1 の活性が重要な役割を担っており、
それにはCHN1が関与していることが示唆さ
れた。	 
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