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研究成果の概要（和文）：家族性スキルス胃癌はE-cadherinの変異により生じるが、変異保有者の一部は口唇口
蓋裂を併発する。本研究では、スキルス胃癌の進展に関わる、遺伝性口唇口蓋裂の原因遺伝子産物PLEKHA5の分
子機能の解析を行った。PLEKHA5は細胞間接着部位に局在し、E-cadherinを含む様々な細胞間接着分子やシグナ
ル伝達分子と結合した。さらに、PLEKHA5のPHドメインは細胞内輸送に重要なリン脂質であるホスファチジルセ
リンと結合した。PLEKHA5のノックダウンによりスキルス胃癌細胞において細胞内輸送の異常がみられた。従っ
て、PLEKHA5は細胞間接着と細胞内輸送に関わる分子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Familial scirrhous gastric carcinoma arises from mutations in E-cadherin, 
with some mutation carriers also presenting with cleft lip and palate. In this study, we analyzed 
the molecular function of PLEKHA5, a causative gene product of hereditary cleft lip and palate, 
involved in the progression of scirrhous gastric carcinoma. PLEKHA5 localized to cell-cell adhesion 
sites and interacted with various cell adhesion molecules, including E-cadherin, as well as signal 
transduction molecules. Additionally, the PH domain of PLEKHA5 bound to phosphatidylserine, an 
important phospholipid for intracellular transport. Knockdown of PLEKHA5 resulted in abnormal 
intracellular transport in scirrhous gastric carcinoma cells. These results suggest that PLEKHA5 is 
involved in both cell-cell adhesion and intracellular transport.

研究分野： 腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
日本に多い難治がんであるスキルス胃癌と、最も多い先天性の形態異常である口唇口蓋裂は、どちらも
E-cadherinを介した細胞間接着の異常により生じると考えられている。しかしその詳細な分子機構はほとんど分
かっていない。本研究により、遺伝性口唇口蓋裂の原因遺伝子産物PLEKHA5がE-cadherinと結合し、細胞間接着
や細胞内輸送に関わることが示唆された。本研究成果は、両疾患の発症機構の解明や診断・治療法の開発に寄与
するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
スキルス胃癌はびまん性浸潤、間質増生、腹膜播種を特徴とする予後不良の難治癌である。ス

キルス胃癌は早期発見が極めて困難であり、未だに有効な治療法は確立されていない。日本人の
胃癌の罹患率は欧米と比べ非常に高く、スキルス胃癌の研究はこれまで日本を中心に行われて
きた。しかし遺伝子発現解析やゲノム解析などの分子病理学的な解析が主であり、生物学的特性
に関する解析は進んでいない。実際に、細胞間接着分子である E-cadherin や低分子量 Gタンパ
ク質である RhoA の遺伝子変異がスキルス胃癌のドライバー変異であると報告されているが、詳
細な発症メカニズムには不明な部分が多い。 
口唇口蓋裂は最も多い先天性異常の 1 つであり、日本では約 500 人に 1 人が発症する。環境

要因などが発症に関わることが示唆されているが、その多くは原因不明である。これまでの遺伝
学的解析により細胞間接着に関わる原因遺伝子が複数同定されている。口唇や口蓋は、胎生期に
顔の左右から伸びた突起が中央で融合し形成される。従って、細胞間接着の異常はこの融合過程
の不全をきたすと考えられるが、その機序と分子機構はほとんど分かっていない。 
家族性のスキルス胃癌（遺伝性びまん性胃癌）は E-cadherin の変異により発症することが報

告されている（Guilford et al, Nature 1998）。また E-cadherin 変異保有者の一部は口唇口蓋
裂を併発する（Frebourg et al, J Med Genet 2006）。従って、スキルス胃癌と口唇口蓋裂は、
E-cadherin の機能喪失による細胞間接着の異常が引き金となり発症すると考えられるが、その
詳細なメカニズムは明らかになっていない。 
我々は最近、スキルス胃癌細胞の増殖や運動、浸潤転移に関わる、PLEKHA5 というタンパク質

を見出した（Nagamura et al., Oncogenesis 2021）。PLEKHA5 の細胞内機能は不明であるが、相
同性の高いファミリー分子である PLEKHA7 は E-cadherin の裏打ちタンパク質である p120-
catenin と結合し、E-cadherin を介した細胞間接着を制御する（Meng et al., Cell 2008）。さ
らに最近、極めて興味深いことに、p120-catenin、PLEKHA5、PLEKHA7が遺伝性口唇口蓋裂の原因
遺伝子であることが報告された（Cox et al, Am J Human Genet 2018）。従って、PLEKHA7と同
様に、PLEKHA5 は p120-catenin と結合して E-cadherin を介した細胞間接着に関与し、その異常
は口唇口蓋裂を引き起こすと考えられる。一方、スキルス胃癌においては、細胞間接着の破綻に
伴い、PLEKHA5 が何らかの癌促進的な機能を獲得している可能性が高い（図 1）。以上の事実よ
り、PLEKHA5 は両疾患の発症機構を理解する上で、鍵となる分子だと考えられた。 

 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、正常上皮の細胞間接着とスキルス胃癌における PLEKHA5 の機能を明らかにする

ことを目的とする。また PLEKHA5 を糸口として、細胞間接着の破綻により生じる口唇口蓋裂とス
キルス胃癌の発症機構のさらなる理解を目指す。 
本研究の独創的な点は、スキルス胃癌と口唇口蓋裂という、一見全く異なる疾患に存在する、

分子レベルでの共通点に着目していることである。このような視点から両疾患の研究を行なっ
ているグループは世界に存在しない。両疾患に関連する分子の機能が明らかになれば、新たな予
防、診断、治療法の開発に繋がる可能性がある。例えば、口唇口蓋裂を発症した患者に対して E-
cadherin、PLEKHA5 などの遺伝子検査を行い、家族性スキルス胃癌の罹患リスクを判断すること
が可能になる。また本研究は、PLEKHA5 という機能未知なタンパク質の解析を行う点でも、独自
性が高い。PLEKHA5 は皮膚癌の脳転移に関わることが報告されており（Jilaveanu et al, Clin 
Cancer Res 2015）、癌で重要な役割を担う分子である可能性が高い。また口唇口蓋裂だけでな
く、双極性障害との関連も報告されている（Jamain et al, PLOS one 2014）。従って本研究の成
果は、PLEKHA5 の分子機能の解明だけではなく、PLEKHA5 が関与する他の疾患の理解にも寄与す
ると考えられる。 
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図 1. 細胞間接着の破綻によるスキルス胃癌及び口唇口蓋裂の発症と PLEKHA5の機能モデル 



３．研究の方法 
（1）上皮系細胞株を用いて蛍光抗体染色を行い、PLEKHA5 が細胞間接着部位において、E-
cadherin や p120-catenin などの細胞間接着分子と共局在するか観察する。PLEKHA5 の免疫沈降
を行い、結合タンパク質を質量分析により網羅的に解析し、どのような細胞間接着分子と結合す
るか調べる。さらに CRISPR-Cas9 により PLEKHA5 遺伝子のノックアウトを行い、細胞間接着への
影響を検討する。遺伝性口唇口蓋裂の家系で見つかった PLEKHA5 の変異体を作製する。PLEKHA5
ノックアウト細胞に野生型及び変異体を発現させ、その局在変化や細胞間接着構造への影響を
調べる。また変異体の結合タンクパク質を網羅的に解析し、E-cadherin や裏打ちタンパク質群
との結合能の変化を調べる。 
 

（2）PLEKHA5 は PHドメインと WWドメインを持つことから、シグナル伝達に関わるアダプター
分子として働くと推測される。スキルス胃癌では E-cadherin の機能喪失に加えて、受容体型チ
ロシンキナーゼ Met や FGFR、低分子量 Gタンパク質 RhoAシグナルの活性化異常が起こる。そこ
で PLEKHA5 がこれらシグナル伝達分子の下流で機能するか検討する。スキルス胃癌細胞株 44As3
や 58As9 において PLEKHA5 の発現を抑制し、癌化シグナルの活性化に変化があるか、ウェスタン
ブロットや細胞染色により調べる。遺伝子発現解析、抗体アレイ解析なども平行して行い、
PLEKHA5 が関わるシグナル伝達経路の同定を試みる。また結合タンパク質の網羅的解析を行い、
癌化に伴い結合が失われる、あるいは新たに結合する分子があるか明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）先ず、間接蛍光抗体法により上皮形質を維持した胃癌細胞における PLEKHA5 の細胞内局在
を解析した。その結果、PLEKHA5 は E-cadherin などの細胞間接着分子と共に細胞間接着部位に
局在していた（図 2）。次に、Flag-tagを付加した PLEKHA5 を細胞に発現させ、抗 Flag-tag 抗体
と抗 PLEKHA5抗体を用いた Tandem affinity purification 法と質量分析により、PLEKHA5結合
タンパク質の網羅的な探索を行った。その結果、PLEKHA5 は E-cadherin を含むアドヘレンスジ
ャンクションタンパク質、デスモソームタンパク質、シグナル伝達タンパク質などに結合するこ
とが明らかになった。従って、PLEKHA5 は E-cadherin などと結合して、細胞間接着を制御する
可能性が示唆された。現在、CRISPR-Cas9 により PLEKHA5 のノックアウト細胞を作製し、 細胞
間接着への影響や、遺伝性口唇口蓋裂の家系で見つかった PLEKHA5 変異の病原性の解析を進め
ている。  

 
 
 
（2）間接蛍光抗体法によりスキルス胃癌細胞における PLEKHA5 の細胞内局在を解析したところ、
PLEKHA5 が細胞膜や細胞内小胞に局在することが分かった。様々なオルガネラマーカーやシグナ
ル伝達分子との共局在について検討した結果、リサイクリングエンドソームに局在することが
知られる低分子 量 G タンパク質 Rab11及び Arf6、トランスフェリン受容体と共局在していた。
また PLEKHA5 の PHドメインについて結合脂質の探索を行なったところ、ホスファチジルセリン
と強く結合することが明らかになった。ホスファチジルセリンはリサイクリングエンドソーム
に局在し、細胞内輸送で重要な働きをしている。実際に、PLEKHA5 のノックダウンによりスキル
ス胃癌細胞において細胞内輸送の異常が確認された。また、詳細に PLEKHA5 の局在機構を解析し
たところ、受容体型チロシンキナーゼの下流で誘導されるチロシンリン酸化、N末端部に存在す
る WWドメインと PHドメインが細胞膜や細胞内小胞への局在に重要であることを見出した。 
 
以上の結果から、PLEKHA5 は細胞間接着とシグナル伝達に関わるアダプター分子であり、細胞

間接着が喪失した癌細胞においては細胞内輸送に関与する可能性が示唆された。今後は、遺伝性
口唇口蓋裂の家系で見つかった PLEKHA5 の変異体を作製し、その局在変化や細胞間接着構造へ
の影響を調べる。さらには PLEKHA5 ノックアウトマウスを作製し、口唇口蓋裂における PLEKHA5
の重要性を個体レベルで明らかにしていく予定である。 
 
 
 
 

図 2. 細胞間接着における PLEKHA5と E-cadherinの局在 
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