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研究成果の概要（和文）： Rho ファミリータンパク質の制御分子である RhoGDIβ(Rho 
GDP-dissociation inhibitor β)は癌の悪性進展に関わることが知られているが、その役割は依
然として不明である。本研究では、免疫蛍光染色法や GFP 標識 RhoGDIβを用いて RhoGDI
βの細胞内局在を明らかにするとともに、RNAi により RhoGDIβをノックダウンした時の影
響を詳細に観察し、RhoGDIβが centrosome の機能の制御や細胞極性の制御を通じて癌悪性
伸展に関与することを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：RhoGDIβ (Rho GDP-dissociation inhibitor β)is one of the regulators 
of Rho proteins that has been implicated in cancer progression; however, the specific role of 
RhoGDIβ in cells has been unclear. We examined its subcellular localization and the effects of 
RhoGDIβ knockdown by RNAi in cancer cells. Our results suggest that dysregulated expression of 
RhoGDIβ contributes to cancer progression through the regulation of centrosome function and cell 
polarity. 
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１．研究開始当初の背景 
がん転移はがん治療における最大の障壁で

あり、その機構の解明とそれに基づく転移抑制
法の開発はがん研究の重要課題である。我々
はヒト大腸癌細胞株から転移誘導遺伝子を分離
し、これがRhoGDIβのC末欠失変異型であるこ
とを同定し、Rac1 を細胞膜にリクルートすること
により Rac1 シグナル系を活性化し、がん細胞の

転移を促進していることを明らかにしてきた。
我々は、転移過程における RhoGDIβの機能の
解析をさらに進め、正常、がんにかかわらず、免
疫蛍光染色で調べた限り全ての上皮性細胞株
(11 種類)において、Ｍ期中期において RhoGDI
βが centrosome に局在することを見いだし、ま
た、いくつかの上皮性細胞株において、RNAi に
よる RhoGDIβのノックダウンにより細胞間接着
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や染色体分配が異常になることも予備実験で見
いだしていた。 
上皮性がん細胞では、細胞間接着の脆弱化

や細胞極性の乱れが悪性進展を促進する。また、
Ｍ期の制御の異常も悪性進展の原因であること
を既に我々は示してきた。細胞間接着およびＭ
期の分裂極性の制御には、Rho ファミリーの蛋
白質群が重要な役割を果たしている。RhoGDI
βは Rho ファミリーの蛋白質群の制御分子であ
り、我々が既に示してきたように、転移過程の制
御にも関与している。これらの事実を総合すると、
RhoGDIβは細胞間接着構造や centrosome が
関与する細胞極性の制御に関わっており、その
制御異常が癌を悪性進展させている可能性が
強く示唆された。そこで、本研究では RhoGDIβ
が centrosome が関与する細胞極性の制御に関
わっているか検証を行った。 
 
２．研究の目的 
 
（1）大腸癌細胞株を含む上皮性細胞株におい
て、RhoGDIβが centrosome および細胞間接着
部位に局在することを複数の手段で明確に示す。
細胞間接着部位に関しては、どの部分(Tight 
junction, Adherens junction, Gap junction など)
にRhoGDIβが局在するか明らかにし、関与する
細胞間接着構造を同定する。 
 
（2）Ｍ期進行に伴う RhoGDIβの細胞内局在の
継時変化を明らかにし、Ｍ期での機能を推定す
る。 
 
（3）RNAiによりRhoGDIβをノックダウンした細胞
において、細胞間接着に生じる異常およびＭ期
の進行における異常を詳細に観察し、RhoGDI
βの機能を推定する。 
 
（4）がん治療への応用を視野に入れ、RhoGDI
βノックダウンに癌細胞特異的な傷害性がある
か検証する。 
 
３．研究の方法 
 
（1）RhoGDIβの細胞内局在の解析  
①免疫蛍光染色：細胞を 4%パラホルムアルデ

ヒドで固定後、0.5% Triton X-100 で透過処理を
行い蛍光ラベルした抗 RhoGDIβ抗体で染色し
た。 
②GFP標識RhoGDIβの細胞内局在の観察：

GFP 標識 RhoGDIβを細胞に発現させ、生細胞
においてGFP標識RhoGDIβの局在を観察した。
さらに、①と同様の固定細胞においても抗 GFP
抗体による免疫蛍光染色を行った。 
 観察は通常の蛍光顕微鏡および共焦点顕微
鏡により行った。 
 
（2）Ｍ期進行に伴う RhoGDIβの細胞内局在の

継時変化の解析 
GFP 標識 RhoGDIβ発現ベクターを HeLa 細

胞に移入し、安定発現する細胞株を選択し、タ
イムラップス蛍光顕微鏡下で継時的にGFP標識
RhoGDIβの局在を観察した。 
 
（3）RNAi による RhoGDIβノックダウンの影響の
解析 
３種類のshRNAを用いてRhoGDIβをノックダ

ウンした細胞において、細胞形態や免疫蛍光染
色した細胞間接着部位、centrosomeの数と配置
を観察し、さらにフローサイトメトリーにより ploidy
の変化を観察した。 
 
４．研究成果 
 
（1）ヒト大腸癌細胞株およびHeLa細胞のＭ期に
おける RhoGDIβの centrosome 局在は免疫蛍
光染色により確認できた（図1）。このcentrosome
染色は抗原ペプチド前処理により消失した。ま
た、エピトープの異なる抗体によっても同様の染
色結果が得られた。 
 

 

図１ DLD-1 細胞において抗 RhoGDIβ抗体により

centrosome が染色される 

 
GFP 標識 RhoGDIβを発現する HeLa 細胞に

おいても、生細胞(図２)および固定細胞（図３）に
おいて GFP-RhoGDIβの centrosome 局在を確
認することができた。 
 

 
図２ GFP-RhoGDIβを安定発現する生きた HeLa 細胞

において GFP-RhoGDIβは centrosome に局在する

（共焦点顕微鏡像） 



 

図３ GFP-RhoGDIβを安定発現する HeLa 細胞の固定

細胞において抗 GFP 抗体により centrosome が染色され

る 

 
細胞間接着部位への局在に関しては、ヒト大

腸癌細胞株 DLD-1 において RhoGDIβは細胞
間接着部位の頂端側に観察され、tight junction
タンパク質である ZO-1 と共局在することが共焦
点顕微鏡観察により明らかとなった（図４）。この
ような細胞間接着部位への RhoGDIβの局在は、
調べた８種類の大腸癌細胞株のうち、DLD-1 と
HCT116の２種類でのみ観察された。HeLa 細胞
では観察されなかった。また、この細胞間接着
部位への局在はGFP標識RhoGDIβによっては
確認できなかった。 
 

 

図４ DLD-1 細胞において RhoGDIβと ZO-1 は細胞

間接着部位の頂端側で共局在する 

 

（2） Ｍ期進行に伴うRhoGDIβの局在の変化を、
GFP-RhoGDIβを安定発現するHeLa細胞用い
て生細胞で観察する試みは成功しなかった。こ
れは、RhoGDIβがもともと細胞質に多量に存在
するタンパク質であるために、生細胞ではバック
グラウンドが高くなり明瞭な局在の継時変化を観
察し難いことが原因であった。 
 
（3）HeLa 細胞では、RhoGDIβノックダウンにより
Ｍ期での centrosome の数および配置の異常な
細胞の頻度が増加した（図５）。 
 

 

図５ HeLa 細胞における RhoGDIβノックダウンによる

centrosome の異常 

 
また、８倍体、１６倍体が増加し ploidy の増加が
観察された（図６）。DLD-1 細胞においては、
HeLa 細胞ほど明瞭ではないが、同様の傾向が
認められた。 
 

 

図６ HeLa 細胞において RhoGDIβをノックダウンする

と 8c, 16c などの細胞が増加する 

 
細胞間接着や上皮型の細胞形態に関しては、

HeLa 細胞、DLD-1 細胞ともに RhoGDIβノック
ダウンによって変化しなかった。 
 
本研究のノックダウン実験進行の同時期に、

RhoGDI ノックダウンによりRhoA, Rac1, Cdc42な
どの主要な Rho ファミリーのタンパク質レベルが
低下することが報告され、RhoGDI ノックダウン実
験の結果の解釈に注意が喚起された。幸いにも、
本研究の実験系では、RhoGDIβノックダウンは
RhoA, Rac1, Cdc42 のタンパク質レベルに影響
を及ぼさないことを確認できた（図７）。 
 

 

図７ HeLa 細胞において RhoGDIβノックダウンは

RhoA, Rac1, Cdc42 のタンパク質レベルを変化させな

い 



 
（４）RhoGDIβノックダウンが癌細胞特異的な傷
害性をもつかどうかは、残念ながら検証できなか
った。 

 

本研究では、RhoDGIβが centrosome の機能
制御に関わっていることを示すことができた。近
年、種々の癌で RhoGDIβの発現の変化が癌の
悪性度と正あるいは負に相関することが報告さ
れており、抗がん標的分子の候補にも挙げられ
ている。癌悪性化における RhoGDIβの役割は
よくわかっていなかったが、本研究で我々は、
RhoGDIβがcentrosomeの機能制御に関わって
いることを示すことにより、RhoGDIβの制御異常
が細胞極性の異常を惹起し、その結果、癌を悪
性進展させている可能性を示した。これらの知
見が悪性進展を阻止するための手段の開発に
役立つと期待できる。 
いくつかの単細胞および多細胞の真核生物

においてRhoGDIは細胞極性の制御に関わって
いることが知られている。脊椎動物には３種類の
RhoGDI （ α 、β、γ ）が存在するが、どの
RhoGDI が細胞極性を制御する役割を果たして
いるのか不明であった。本研究により脊椎動物
では、少なくともRhoGDIβが細胞極性制御の役
割を担っていることが明らかになったことは、基
礎生物学的にも大きな成果である。 
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