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研究成果の概要（和文）： 

 乳癌細胞の極性形成の指標となる浸潤突起部位にリン脂質である PIP2 が非常に多く局在
し、抗 PIP2抗体の微量注入により浸潤突起形成が抑制されることから、浸潤突起形成に PIP2
が必須であることを明らかにした。 
 一方、PLCd1KOマウス皮膚ではマクロファージ等の浸潤、炎症性サイトカイン量の増大し
ていた。また末梢血中の白血球数の増大など白血病と似た全身的異常を示す事が判明し、
PLCd1が増殖と分化制御に重要な役割を担っていることが明らかになった。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

  We first examined the roles of PIP2 in the invadopodia formation of human breast 
cancer cells. PIP2 accumulated at invadopodia, and injection of antibody against PIP2 

blocked invadopodia formation. In addition, knockdown (KD) of PIP5KIa inhibited 
invadopodia formation. These results indicate that localized production of PIP2 by 
PIP5KIa is required for invadopodia formation and ECM degradation by human breast 
cancer cells. 
 On the other hand, we also found that the skin of PLCd1KO mice displays typical 
inflammatory phenotypes, including leukocyte infiltration, and expression of 
pro-inflammatory cytokines. We also detected that PLCd1KO mice had significantly 
elevated peripheral blood leukocytes compared to wild-type mice. These results 
indicate that lack of PLCd1 induces skin inflammation and systemic neutrophilia. 
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１．研究開始当初の背景 

 イノシトールリン脂質代謝系は細胞膜直
下の情報伝達系の１つであり、細胞増殖や分
化など公汎な生理機能に深く関わっている。
この代謝系では、リン脂質 PIP2 がホスフォ
リパーゼ C(PLC)によって分解される経路と、
PIP2 から PI3 キナーゼによって産生する
PIP3の経路（PIP2/PIP3のバランス制御）が
細胞増殖や分化、アポトーシスの決定に極め
て重要である。さらに PIP2自身も細胞骨格、
膜輸送、チャネル活性などを直接制御するこ
とを我々を含めた多くのグループが明らか
にしている。がんの 85%以上は上皮系の組織よ
り発生し、上皮系のがんの多くが組織幹細胞に由
来する。我々は PLC の中でも、PLCd1 は極性
のある上皮細胞に発現が非常に多いこと、
PLCd1 遺伝子欠損(KO)マウスは皮膚上皮系
幹細胞の分化異常により無毛となり、皮膚腫
瘍を形成することを報告している。また
PLCd1KO マウスの皮膚では表皮の過増殖が
観察されるが、これは炎症反応が引き金にな
っていることを明らかにした。こうした事実
は癌細胞内におけるリン脂質の動態が上皮
性（極性）を変化させ、細胞運動の異常を誘
導していることを示唆していると考えられ
た。 

 
２．研究の目的 

 そこで本申請では、 イノシトールリン脂
質が上皮系細胞の特徴である細胞極性の形
成と細胞骨格の調節にどう関与するのか、ま
た極性形成等の異常が誘導する細胞増殖と
分化制御、細胞運動に如何に関わるかを検討
することにより、癌細胞の増殖と転移のメカ
ニズムを細胞膜上のリン脂質の役割の点か
ら総合的に解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)細胞内極性創成におけるPIP2/PIP3バラン

スの役割解明 
 上皮系細胞において、PIP2から PI3キナー
ゼに向かうシグナルと PLCに向かうシグナル
のスイッチングが、細胞極性に及ぼす影響を
検証する。乳癌細胞、大腸癌細胞を用いて種々
のリン脂質代謝酵素のRNAiを行なった時の極
性の変化を検討し、PIP2/PIP3のバランスの乱
れと細胞極性の相関、細胞運動性、浸潤転移
能を検討する。 
(2)PLCd1KOマウスを用いた炎症反応、増殖・

分化との関連性の解析 
 PLCd1KOマウス皮膚において観察される過
増殖が炎症反応に起因していることを見出し
てきている。細胞の分化と増殖における PLCd1

の役割、免疫応答における重要性を明らか
にすることにより、癌の悪性化に関与する
メカニズムを検討する。 

 
４．研究成果 
(1)上皮細胞の極性形成におけるリン脂質
の役割の解明 

 上皮系癌細胞である乳癌細胞、大腸癌細
胞等を用いて PIP2/PIP3 バランスの乱れと
浸潤突起形成、細胞接着や細胞極性との相
関を明らかにした。 
 第一に、上皮系がん細胞の浸潤突起形成
（極性形成）における PIP2の重要性を明ら
かにした。まず乳癌細胞である MDA-MB-231 
細胞の浸潤突起部位にリン脂質である PIP2
が非常に多く局在していることを明らかに
した。そこで抗 PIP2抗体を乳癌細胞に微量
注入した所、浸潤突起形成が抑制されたこ
とから、浸潤突起形成に PIP2が必須である
ことが判明した(Can Sci. in press)。また
こうした浸潤突起形成にはPIP2を含む脂質
Raftの形成が必須であることを明らかにし
た(Can Res. 2009)。 
 次に PIP2を基質として PI3キナーゼによ
って産生されるPIP3が浸潤機構に関与する
ことが示唆されているので、PI3キナーゼ、
PIP3の浸潤突起形成における重要性を検討
した。まず PI3 キナーゼ阻害剤である
Wortmanninや LY294002で MDA-MB-231 細胞
を処理した所、浸潤突起形成が抑制される
ことが明らかになった。また PIP3の局在と
その浸潤突起形成における役割を検討する
ため、PIP3 特異的プローブである Akt・PH
ドメインを発現した所、浸潤突起を含む細
胞膜が染色された。また Akt・PH ドメイン
の過剰発現により、浸潤突起形成が阻害さ
れた。これらの結果は、浸潤突起形成に PIP3
が不可欠であることを示している。更に浸
潤突起形成に関わる PI3 キナーゼアイソザ
イム同定した。PI3キナーゼアイソザイムは
８種類存在するが、これらのsiRNAを行い、
浸潤突起形成能を検討した所、p110a の
siRNAで浸潤突起形成が顕著に阻害された。
また p110a 特異的阻害剤で処理した場合に
も浸潤突起形成が阻害された。これらのこ
とから、p110aを介した PIP3合成が浸潤突
起形成に重要な役割を担うことが判明した
（論文投稿中）。 
 更に大腸癌細胞を用いて E-カドヘリンの
発現における PIP2の役割を検討した。大腸
癌において悪性度と E-カドヘリン或いは
vitaminD receptor（VDR）の発現レベルは
互いに逆相関することが報告されている。



大腸癌細胞 SW480 は VDR を発現しており、
vitaminD3 誘導体で処理すると E-カドヘリン
の発現が誘導されて上皮様に分化することか
ら、SW480/VDRシグナル応答系のシステムは大
腸癌治療に関する良いモデル系となる。E-カ
ドヘリンの発現にPIP2が何らかの役割を担っ
ていると考え、種々の PIP2合成酵素アイソザ
イムの siRNA を行い、E-カドヘリン発現への
影響を検討した。その結果、PIPKIIb の RNAi
により、E-カドヘリンの発現が顕著に抑制さ
れた。またアドへレンスジャンクションの形
成も阻害された。このことは PIPKIIb を介し
た PIP2 合成が大腸癌細胞での E-カドヘリン
の発現制御に重要な役割を持つことを示して
いる。以上のことは、癌細胞の機能に PIP2、
PIP3 が不可欠であること、更に PIP2/PIP3 の
バランスが浸潤突起形成や細胞接着・細胞極
性形成に重要であることを示している。 

 
(2)炎症反応や増殖・分化における PLCd1の重
要性の解析 

 PLCd1KO マウスでは皮膚の肥厚が観察され
るが、こうした皮膚の肥厚と炎症やがんとの
関連性が示唆されていることから、PLCd1と炎
症との関連性を検討した。まず PLCd1KO マウ
ス皮膚の切片での免疫性細胞であるマクロフ
ァージ、顆粒細胞、T細胞数を免疫組織学的に
調べた所、野生型マウス皮膚に比べ４〜５倍
こうした免疫性細胞が浸潤していることが明
らかになった。更に炎症性のサイトカインで
ある IL-1b, IL-6, MMP-9 の量を RT-PCR によ
り比較検討した所、PLCd1KOマウス皮膚で有為
に増加していることが判明した。こうした事
実は PLCd1 の欠損が炎症反応を惹起している
ことを示すものである。 
 そこで次に、こうした皮膚での免疫性細胞の増
加が、全身的なものであるかを検討した。末
梢血中の血液成分を分析した所、白血球数の
有為な増大と赤血球の減少が見られた。また
骨髄では、骨髄系前駆細胞や顆粒球細胞の著
しい増加が認められた。こうした状態は、マ
ウス骨髄増殖性症候群と類似している事から
骨髄移植を行なった所、造血系幹細胞の異常
は認められなかった。 
 一方、PLCd1KOマウス皮膚で損傷を起こすと、
治癒がコントロールマウスに比べて速いこと
が判明した。そこで、表皮角化細胞で PLCd1
をノックダウン（KD）した所、この細胞は増
殖性が著しく亢進していることが判明した。
また PLCd1KD 細胞では、細胞周期を制御する
癌抑制因子である p21 の発現が顕著に抑制さ
れていることが判明した。こうした事実は
PLCd1欠損が、p21の発現を低下させ，その結
果増殖性を増加させる事を意味している。以
上のことから、PLCd1が増殖と分化制御に重要
な役割を担っていることが判明した。 
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