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研究成果の概要（和文）：Rhoシグナリングは様々な細胞反応への関与が報告されており、癌においても浸潤転移への
関与をはじめとして、Rasの下流でRafとともに細胞悪性化への関与が報告されている。しかしながら、その詳細な分子
機序は未だ不明である。本研究では、Ras変異が起因となる腫瘍形成モデルであるDMBA/TPA二段階化学発癌モデルおよ
び培養細胞におけるRas シグナリングへの、Rho下流シグナル分子mDiaの関与を検討した。その結果、DMBA/TPA塗布に
よる腫瘍形成がmDia1 KOマウスでは著しく減弱すること、それはRas下流シグナル分子の中でERKの活性化が減弱による
ものであることが判明した。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that Rho signaling is involved in several cellular processes 
such as cell migration and cell adhesion. In cancer cells, Rho regulates cancer metastasis and 
tumorigenesis. However, its underlying molecular mechanism is still unknown. In this study, we examined 
whether mDia, which is a downstream protein of Rho, is involved in Ras-dependent tumorigenesis utilizing 
DMBA/TPA two-stage chemical carcinogenesis model in mice and examined activation of Ras downstream 
proteins such as Raf-MEK-ERK and AKT in mDia deleted cultured cells. In conclusion, it was found that the 
number of papilloma was significantly decreased in mDia1 KO mice. Moreover we found depletion of mDia1 
caused to the suppression of MEK-ERK pathway in cultured cells. These results indicate that Rho-mDia 
signaling plays an important role in Ras-dependent tumorigenesis through MEK-ERK activation.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
低分子量 G蛋白質 Rhoはアクチン細胞骨格

制御因子であることから運動・接着という観

点から、癌細胞での役割を論じられることが

低分子量 G蛋白質 Rhoはアクチン細胞骨格制

御因子であることから運動・接着という観点

から、癌細胞での役割を論じられることが多

い。しかし、臨床癌の多くで、Rho の発現レ

ベルが亢進していることに加え、Rho の活性

化 因 子 で あ る GEF (Guaninenucleotide 

exchange factor)は癌原遺伝子と考えられて

いる。また、RhoGAP (GTPase activating 

protein) の DLC-1(Deleted in liver 

cancer-1)は多くの臨床癌で欠失が確認され

おり、がん抑制遺伝子と考えられている。こ

れらのことを併せると、Rho の活性は細胞増

殖・悪性化に必要であることが示唆される。

Rho の活性化が細胞悪性化に関与することは、

培養細胞レベルでも支持されている。活性型

RhoA と Ras 標的分子 Raf が協調して foci を

形成すること、また oncogenic Ras による

foci 形成は Rhoの dominant negative 体の発

現により抑制されることからも、Rho シグナ

リングは、細胞悪性化（癌化）に不可欠であ

ると考えられる。しかしながら、Rho の下流

でどの標的分子が細胞悪性化に寄与してい

るかは明らかになっていない。 

 
２．研究の目的 

これまでの研究で我々は Rho の mDia や

ROCK といった下流標的蛋白質を同定、またそ

の生理的な機能解析をそれぞれの遺伝子改

変マウスを用いて解析してきた。本研究では、

これまで不明であったRhoによる細胞悪性化

に関与するRho標的蛋白質を明らかにするた

めに mDia 遺伝子欠損マウスおよびそのマウ

スより得られた mDia 欠損細胞を用い、癌化

への寄与とその分子機序を明らかにするこ

とを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）In vivo における Rho－mDia 経路の癌

化への寄与に関する研究 
mDia 遺伝子欠損マウスに DMBA/TPA を塗布し

パピローマ形成これまでの研究で我々は Rho

の mDia や ROCK といった下流標的蛋白質を同

定、またその生理的な機能解析をそれぞれの

遺伝子改変マウスを用いて解析してきた。本

研究では、これまで不明であった Rho による

細胞悪性化に関与するRho標的蛋白質を明ら

かにするために mDia 遺伝子欠損マウスおよ

びそのマウスより得られた mDia 欠損細胞を

用い、癌化への寄与とその分子機序を明らか

にすることを目的とした。 

 

３．研究方法 

 (1) In vivo における Rho－mDia 経路の癌化

への寄与に関する研究 

mDia 遺伝子欠損マウスに DMBA/TPA 投与塗布

による皮膚発ガンモデルを用い、mDia1 

(DIAPH1)のへの関与を発癌・腫瘍数・腫瘍径

について検討した。 

（２）in vitro における Rho-mDia1 経路の癌

化への寄与 

活性型 Ras 恒常的発現細胞 MCF10ATCA1 およ

び mDia1 遺伝子欠損 MEF（mouse embryonic 

fibroblast）細胞を用いて、TPA 刺激後の Ras

の下流分子（MEK, ERK）の活性化を生化学的

に解析した。 

 
４．研究成果 

(1) In vivo における Rho－mDia 経路の癌化へ

の寄与に関する研究 
in vivo における Rho-mDia１経路の癌化への 

本モデルは遺伝子背景に強く依存し、FVB 背

景のマウスでは再現性よくパピローマ形成

が認められることが確認されている。そこで

C57/B6 背景の mDia 遺伝子欠損マウスを FVB

の遺伝子背景に戻し、DMBA/TPA 投与塗布によ

る皮膚発ガンモデルを実施した。その結果、

パピローマが野生型、mDia1 ヘテロ（HT）マ

ウスにおいては TPA塗布後約 6週目から形成

され始めるのに対し、mDia1 ノックアウト



（KO）マウスでは10週以降に形成され始め、

パピローマ形成時期が著しく遅延すること

が判明した（図１）。また、その後 20週まで

TPA を塗布し続けた結果、1 匹当たり形成さ

れたパピローマ数も、野生型では 11.0±3.74

個、HT マウスでは 10.5±5.02 個に対し、

mDia1KOマウスでは1.75±0.83個と著しい差

を認めた。さらに、パピローマの大きさも野

生型が直径 4㎜以上のものが全体の約 4割に

達しているのに対し、HT マウス、KO マウス

では直径 2㎜のものがそれぞれの全体の 3割、

6割と最も多かった。加えて、KO マウスでは

3 ㎜以上のものが認められなかった。これら

のことから、本モデルにおいて mDia1 はパピ

ローマ形成およびその生長に深く関与して

いることが判明した。 

 

図１ DMBA/TPA 二段階化学発癌モデル 

上図：塗布後２０週でのそれぞれの遺伝子型

マウスのパピローマ形成 

下図：TPA 塗布後のパピローマが形成された

個体の割合 

In vitro において mDia1(DIAPH1)が細胞増殖

に関与するのかを検討した。MCF10ATCA1 は活

性化型Rasが恒常的に発現している細胞であ

り、本細胞に RNAi 法により mDia1(DIAPH1)

を枯渇させ、細胞増殖能について解析した。

その結果、培養皿に接着した状態での細胞の

増殖は mDia1(DIAPH1)の有無にかかわらず同

程度であった。 

癌細胞は様々な形質を獲得するが、その１つ

として足場非依存性増殖能を獲得する。そこ

で、mDia1（DIAPH1）が足場非依存性増殖能

に影響を及ぼすかについて、軟寒天培地内で

の増殖能を検討した(soft agar colony 

formation assay)。その結果、mDia1 (DIAPH1)

枯渇細胞において有意に colony 数の減少を

認めた（図２）。しかしながら、そのサイズ

に有意差は認めなかった。 

 

（２）in vitro における Rho-mDia1 経路の癌

化への寄与 

 

 

図２ MCF10ATCA1を用いたsoft agar colony 

formation assay 

 

活性型Ras恒常的発現細胞であるMCF10ATCA1

において mDia1 を枯渇させたところ、接着状

態では細胞増殖能およびRas下流分子の活性

化 に 差 を 認 め な か っ た 。 一 方 で 、

methylcellulose 中に細胞を撒きこみ、足場

非依存性の増殖を検討したところ、siRNA を

用いた DIAPH1 枯渇細胞では有意にその細胞

塊大きさが減少していることを見出した。さ

らに DIAPH1 枯渇細胞では TPA 刺激後、MEK, 



ERK, p90RSK のリン酸化が有意に減少してい

ることを見出した(図３)。 

 

図３ メチルセルロース添加培地中の

MCF10ATCA1細胞におけるTPA添加後のERKの

リン酸化 

 

上記の結果を確認するために、Dia1 遺伝子欠

損マウスより単離した MEF(mouse embryonic 

fibroblast)に DIAPH1 を発現させ、TPA で刺

激したところ、ERK のリン酸化が有意に上昇

していることを確認した（図４） 

 

 

図４ メチルセルロース添加培地中の

DIAPH1 を発現させた mDia1KO MEF 細胞におけ

る TPA 添加後の ERK のリン酸化 

 

 

本研究の最も困難なことは in vivoの現象の

分子機序を明らかにする際の in vitro の実

験が十分確立していない点であった。具体的

には、癌細胞は特性の１つである足場非依存

性増殖能の評価は軟寒天培地内での増殖能

の検討が主であった。しかしながら、この方

法は細胞を回収し、生化学的な解析ができず、

詳細な機序の解析には不向きである。本研究

では、足場非依存性増殖の検討ならびにその

状態の細胞内で情報伝達経路の解析を目的

にmethylcellulose内での培養での解析を実

施 し 、 Rho-mDia1 経 路 が Ras 下 流

MEK-ERK-p90RSK 経路を調節していることを

見出した。加えて、mDia1 による ERK リン酸

化の調節は足場依存性増殖時では認められ

ず、足場非依存性増殖の際に顕著になること

が判明した。 
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