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研究成果の概要（和文）：アクチン細胞骨格は、がん細胞の浸潤能・転移能を決める重要なカギとなる。近年、
がん抑制遺伝子p53は、アクチン細胞骨格を制御することでがん悪性化を抑制することが明らかとなった。p53は
転写因子NF-κBの活性を抑制することから、p53が機能欠損すると、NF-κBはアクチン細胞骨格構造を変化させ
て、がん悪性化を促進しているのではないかと考えた。そして本研究で我々は、NF-κBがミトコンドリアの恒常
性を維持することで、がん遺伝子RASにより誘導されるアクチン分子の切断を抑制していることを示した。

研究成果の概要（英文）：Actin cytoskeleton plays an important role in invasion, and metastasis of 
cancer cells. Accumulated evidence revealed that the tumor suppressor p53 prevents aggressiveness of
 cancer cells via remodeling of the actin cytoskeleton although the molecular mechanism has not been
 well studied. Since p53 is known to suppress NF-kB activity, we thought that NF-kB is involved in 
remodeling of the actin cytoskeleton modulated by dysfunction of p53. In this study, we showed that 
NF-kB prevented RAS-induced cleavage of b-actin through maintain mitochondria integrity, which might
 lead to invasion of cancer cells.

研究分野：分子生物学
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１． 研究開始当初の背景 
p53はがん抑制因子としてよく知られる

が、遺伝子変異による不活性化が観察され

るのはヒトのがんの約 50％である。p53の

遺伝子変異とがんの進行度には相関性があ

ることから、何らかの理由で p53の典型的

ながん抑制作用が欠如したときに、がん化

は誘導されるが、それでも p53は悪性化を

抑制する機能を持っていることになる。こ

のことはがん遺伝子 Rasを発現させること

によりがん化を誘発させたマウスモデルで

も明らかにされている（引用文献①）。しか

しながら、そのメカニズムはほとんど解明

されにされていない。 
 
２． 研究の目的 
細胞のがん化に伴い、アクチン細胞骨格

の構造が大きく変化する。そして、どのよ

うにアクチン細胞骨格が再構成されるかが、

がん細胞の性質を決める重要なカギとなる。

我々はこれまでに、p53 はアクチン細胞骨

格の構造を変化させ、がん細胞の浸潤能を

抑制すること（引用文献②）、また p53は転

写因子 NF-κB の活性を抑制することを明

らかにしてきた（引用文献③、④，⑤）。

NF-κB は、がんの悪性化を促進する分子

であることから、がん遺伝子 Ras依存的な

アクチン細胞骨格の構造の変化に NF-κB

が関与しているのではないかと考えて、解

析を行った。 
 

 
３． 研究の方法 

(1) MEFの調整 
p53 ノックアウト (p53―/－)マウス胎児由

来繊維芽細胞 (MEF）は、胎生 12.5日目の

胎仔から調製した。細胞は、10 %ウシ胎児

血清 (FBS) を加えた Dulbecco’ s Modified 

Eagle Medium (DMEM) 中で 37 ℃、5 % 

CO2存在下で培養した。 

 

(2) レトロウイルスの感染 

293T 細胞に、psi-2 helper と p65 の

shRNA を発現するレトロウイルスベクタ

ーを遺伝子導入し、48時間後に培地を回収

し、8.0 µg/ml polybrane を加え、p53―/－

MEFに感染させた。 

 

(3)ミトコンドリア膜電位 (ΔΨm）の計測 

細胞をミトコンドリア膜電位差測定プロー

ブ JC1の存在下で 30分間培養し、PBS中

で共焦点顕微鏡により観察を行った。

ImageJにより得られた画像を解析した。 
 
４．研究成果 

(1) p53を発現している不死化したマウス線

維芽細胞は、がん遺伝子RASを導入すると、

アクチンの切断が誘導される（引用文献②）。

一方で、p53―/―MEFや p53変異体を発現さ

せた細胞では、がん遺伝子 RAS を導入して

もアクチンの切断は見られない。p53 が機

能欠損した細胞では、NF-Bの活性が高いこ

とから（引用文献③、④，⑤）、NF-Bが RAS

により誘導されるアクチンの切断を抑制し

ているのではないかと考えた。NF-Bの構成

分子 p65 の shRNA およびがん遺伝子 RAS

はレトロウイルスを用いて p53―/－MEFに安

定的に発現させ、アクチンの切断を確認し

た。がん遺伝子 RAS を発現していない細胞

では、p65 をノックダウンしても、アクチ

ンの切断は確認されなかったが、がん遺伝子

RASを発現した細胞では、p65のノックダウ

ンで有意にアクチンの切断が誘導された。

アクチンの切断が誘導されると、ラメリポデ

ィアの形成が阻害される（引用文献②）。こ

の結果と一致して、p65をノックダウンした

RASを発現した細胞では、ラメリポディアの

形成が抑制されていた。 

 

(2) NF-Bは主に細胞質に局在しているがミ

トコンドリアにも局在していることが知ら

れている（引用文献⑥）。そこで、ミトコン

ドリアに局在しているNF-Bがアクチンの



切断を抑制しているのかを調べるために、が

ん遺伝子 RAS を発現した細胞にミトコンド

リア局在シグナルを付加したp65を発現させ

た。その結果、RAS で誘導されたアクチン

の切断は、ミトコンドリアに局在する p65を

過剰発現させることで減少した。したがって、

ミトコンドリアに局在している NF-Bが、

アクチンの切断を抑制していることが推察

された。 

 

(3) アクチンの切断が起こるためには、細胞

質に局在している p38MAPK がミトコンド

リアに移行し、アクチンのプロテアーゼとし

て機能する HtrA2/Omi を活性化することが

重要である（引用文献②）。そこで、ミトコ

ンドリアと細胞質のタンパク質を分画し、

p38MAPK のミトコンドリア移行を調べた。

その結果、RAS を発現させた細胞において、

p65のノックダウンをするとp38MAPKのミ

トコンドリア移行が亢進することが確認さ

れた。 

 

(4)ミトコンドリア膜電位（Δψ）が低下する

と p38MAPK のミトコンドリア移行が誘導

される。そこで、JC1を用いてΔψの計測

を行ったところ、がん遺伝子 RAS を発現し

た細胞において p65 をノックダウンすると

Δψ が低下していた。以上のことから、

NF-Bは、ミトコンドリアの恒常性を維持し、

p38MAPKのミトコンドリア移行を阻害する

ことで HtrA2/Omi の活性化を抑制している

ものと考えられた。アクチンの切断が誘導

されないことでラメリポディアの形成は促

進され、細胞の浸潤能は亢進しているものと

考えられた。 
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