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Abstract 

 

Mutations in the tumor suppressor adenomatous polyposis coli (APC) are responsible 

for sporadic and familial colorectal cancer. APC induces the degradation of β–catenin and 

negatively regulates Wnt signaling. However, truncated mutant APCs identified in colorectal 

tumors are defective in this activity. As a result, β–catenin is accumulated in the nucleus and 

Wnt signaling is constitutively activated in colorectal tumor cells. Although this mechanism 

is widely accepted as a main cause of the colorectal tumorigenesis, most mutations in 

colorectal cancer cells occur in APC and only a small percent of mutations occurr in β-

catenin. It is therefore possible that inactivation of the additional APC functions might also be 

important for colorectal tumorigenesis.  

 Asef is a guanine-nucleotide exchange factor (GEF) specific for Rac1 and Cdc42. 

APC binds via its armadillo repeat domain to the NH2-terminal region of Asef and enhances 

GEF activity of Asef, thereby regulating cell morphology, adhesion and migration. In 

colorectal cancer cells, mutant APCs aberrantly activate Asef and induce c-Jun amino-

terminal kinase (JNK)-mediated transactivation of matrix metalloproteinase (MMP) 9, which 

is required for tumor invasion. APC also activates Asef2, which has significant structural and 

functional similarities to Asef. Asef functions downstream of FGF2, VEGF and HGF, and 

plays a critical role in physiological and tumor angiogenesis. Furthermore, Asef expression is 

aberrantly enhanced in most human colorectal tumors. Consistent with these findings, we 

have recently shown that Asef and Asef2 are required for adenoma formation in ApcMin/+ 

mice. 

Previous studies in our laboratuory revealed that activated Asef-induced changes in 

morphological and migratory properties are similar to those induced by some growth factors. 
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These findings have encouraged us to examine the possibility that Asef could function as a 

down-stream component of signal transduction pathways linking growth factors to 

morphological changes and cell migration. I show here that Asef is required for FGF2- and 

VEGF-induced endothelial cell migration and microvessel formation. Furthermore, I 

demonstrate that the growth as well as vascularity of subcutaneously implanted tuomors are 

markedly impaired in Asef-deficient mice compaired with wild-type mice. Thus, Asef plays 

critical role in angiogenesis and may be a promising target for cancer chemotherapy. 

I also show that Asef is overexpressed in colorectal tumors and is required for 

colorectal tumorigenesis. I attempted to clarify the mechanism underlying aberrant Asef 

upregulation. I found that the Notch3/CSL pathway up-regulates Asef expression by 

activating the Asef promoter in colorectal tumor cells. Furthermore, I demonstrate that 

microRNA-1 (miR-1) is downregulated in human colorectal tumor samples, resulting in the 

up-regulation of the Notch3-Asef pathway. Thus, the miR-1-Notch3-Asef pathway may be 

important for tumor cell migration. Moreover, I show that the Notch ligand DLL4 expressed 

on vascular endothelial cells enhances the Notch3-Asef pathway in colorectal tumor cells. 

These results suggest that the miR-1-NOTCH3-Asef pathway is important for colorectal 

tumor cell migration and may be a promising molecular target for the treatment of colorectal 

tumors. 

 

 

 

 

 



3 

 

目次 

Abstract                                                              ....1 

目次                                  ....3 

第一章： 序論 

1. 大腸癌の発症機構                                                    ....5 

2. 癌抑制遺伝 APC                                                    ....5 

3. APCたんぱく質の構造とその結合たんぱく質               ....6 

4. APCのWntシグナル伝達経路における機能                ....7 

5. グアニンヌクレオチド交換因子 (GEF) Asef/Asef2            ....8 

6. Asef/Asef2 と腫瘍形成能                       ....8 

7. APC による細胞骨格系の制御                   ....9 

8. Rho ファミリーたんぱく質                     ....9 

9. Asef の機能                             ...10 

10. 増殖因子と Asef                                                     ...11 

11. 塩基性繊維芽細胞増殖因子と血管内皮増殖因子             ...11 

12. Asef の発現亢進とその重要性                                         ...12 

13. Asef のアイソフォーム                                               ...13 

14. Notch 受容体とシグナル伝達                                         ...13 

15. Notch と癌                                                          ...14 

16. microRNA                                                          ...15 

17. miRNA-1 (miR-1)                                                   ...17 

 

 

第二章：材料と方法                                                    ...18 

 

 

第三章：結果 

1. Asef 正常マウスと Asef ノックアウトマウスの血管内皮細胞の挙動        ...26 

2. bFGF/VEGF 依存的な APC と Asef の機能                             ...27 

3. 微小血管形成における Asef の機能                                     ...28 

4. 腫瘍組織への血管新生における Asef の役割                             ...29 

5. 腫瘍関マクロファージと血管新生                                      ...29 

6. 小まとめ：Asefは増殖因子の下流で血管新生を促進する                   ...30 

7. Asef の発現制御を行う転写因子の探索                                 ...31 

8. Notch3 シグナルによる Asef プロモーターの活性化                      ...33 



4 

 

9. miR-1 による Notch3 の発現制御                                      ...34 

10. 大腸癌の運動を制御している miR-1-Notch3-Asef 経路                   ...36 

11. 癌細胞と微小環境のクロストーク                                      ...37 

12. 小まとめ：大腸癌における異常なmiR-1の発現減少や微小環境とのクロストーク      

による Notch3-Asef 経路の活性化が癌細胞の運動能に多大な影響を及ぼす ...39 

 

 

 

第四章：考察                                                           

1. 大腸癌における Asef の血管新生制構                 ...43 

2. 大腸癌における Asef 発現亢進メカニズム                              ...44 

  

 

謝辞                                                                   ...47 

 

 

参考文献                                                               ...48 

 

 

図                                   ...56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

第一章： 序論 

 

1. 大腸癌の発症機構 

 

 日本人の大腸癌による死亡者数はこの 20年で 2倍以上に増え続けており、現在女

性の癌による死亡原因の 1位、男性では胃がん、肺がん、肝臓癌に継ぐ第 4位となっ

ている。従って大腸癌に対する有効な治療法、診断法、抗癌剤等の開発は重要な課題

となる。 

 大腸癌は癌抑制遺伝子 APCの変異によって正常な細胞がポリープ化することから

始まり、次いで癌遺伝子 K-Ras の異常によりポリープが肥大、さらに癌抑制遺伝子

の p53 が変異することでポリープが癌化する、といったように段階的な進展をして

いくと考えられている（Fearon and Vogelstein, 1990; Fodde et al., 2001; Kinzler 

and Vogelstein, 1996）。APCの変異は大腸癌の最も早期に観察されることからも、

APCの変異が大腸癌発症の初期段階に重要であると考えられている。 

 

2. 癌抑制遺伝子 APC 

 

 APC（Adenomatous polyposis coli）遺伝子はヒト第 5番染色体（5q21-22）に存

在し、家族性腺腫性ポリポーシス（Familial adenomatous polyposis: FAP）の原因

遺伝子として単離された癌抑制遺伝子である（Bodmer et al., 1987; Fodde et al., 

2001; Groden et al., 1991; Joslyn et al., 1991; Kinzler et al., 1991; Kinzler and 

Vogelstein, 1996; Nishino et al.,1991）。FAPは大腸に数百〜数千の腺腫が発生し、

大腸癌に進展する常染色体優性の遺伝性疾患である（図 1A）。APCの変異は FAP患

者だけではなく、散発性の大腸癌においても高頻度でみられ、大腸癌全体の 80%を占
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める。よって、一般の大腸癌の発症においても APCの変異は重要な要素であると考

えられている。散発性の大腸癌においては変異の 70%が 1309-1550 アミノ酸領域に

集中しており、この領域はmutation cluster region (MCR)と呼ばれている（図 1B）。

APC の場合、変異によって終止コドンが発生し、カルボキシル末端側が欠損した短

い遺伝子産物が発現することを大きな特徴としている。 

 

3. APCタンパク質の構造とその結合タンパク質 

 

 APCは 2843アミノ酸から成る 300kDaの巨大なタンパク質で（図 1B）幾つかの

特徴的なドメイン構造をもっている。アミノ末端側には約 850 アミノ酸に渡ってヘ

プタッドリピートが存在し、coild-coil構造を形成すると考えられている。実際 APC

タンパク質は正常細胞中でホモダイマーとして存在することが報告されている

（Joslyn et al., 1993）。453-767アミノ酸には約 45アミノ酸の７回繰り返し配列で

あるアルマジロリピートドメインが存在する。アルマジロリピートドメインを介して

は Asef, IQGAP1, KAP3, PP2AB56 subunit 等の主に細胞骨格の制御に関わるタン

パク質との相互作用が明らかにされている。（Akiyama and Kawasaki 2006; Jimbo 

et al., 2002; Kawasaki et al., 2000; Seeling et al., 1999; Watanabe et al., 2004）。

1014-1210 アミノ酸には 15 アミノ酸の 3 回繰り返し配列、その下流には 20 アミノ

酸の 7 回繰り返し配列が存在しており、この部位には Wnt シグナル伝達経路を担う

因子であるβ-カテニンや Axin2/conductin/Axilが結合し、β-カテニンの分解を促進

することでWntシグナルを負に制御していることが報告されている（Behrens et al., 

1998; Ikeda et al., 1998; Kishida et al., 1998）。カルボキシル末端側には塩基性のア

ミノ酸に富んだ領域が存在し、微小管との結合を担っている（Munematsu et al., 

1994; Smith et al., 1994）。カルボキシル末端の 284アミノ酸では微小管の＋端と結
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合するタンパク質である EB1と結合し、微小管の重合を促進する（Su et al., 1995; 

Askham et al., 1997）。また更にカルボキシル末端には TXV モチーフが存在し、

Drosophila の癌抑制遺伝子 Dlg のヒトホモログと結合し、細胞の極性や運動に関与

することが知られている（Matsumine et al.,1996; Iizuka-Kogo et al., 2005）。 

 

4. APCのWntシグナル伝達経路における機能 

 

 APCの機能として最もよく研究されているのはWntシグナル伝達経路における役

割である。Wntシグナル伝達経路は、個体の発生や細胞の分化、増殖において重要な

役割を果たしている。APCはWntシグナル伝達経路の因子であるβ-カテニン、Axin、

GSK-3βと複合体を形成することによってβ-カテニンのリン酸化を介したプロテア

ソーム系による分解を促進することで Wnt シグナルを負に制御している（図 2）

（Behrens et al., 1998; Bienz and Clevers, 2000; Cadigan and Nusse, 1997; Hart 

et al., 1998; Ikeda et al., 1998; Polakis , 2000; Su et al., 1993）。多くの大腸癌細胞

で発現しているカルボキシル末端を欠損している変異 APC はβ-カテニンの結合部

位の大半と Axin結合部位を欠いており、β-カテニンの分解を誘導できなくなってい

る。その結果、APCの変異はWntシグナル伝達経路の恒常的な活性化を引き起こす

（Fodde et al., 2001; Korinek et al., 1997; Morin et al., 1997）。また、APC遺伝子

に変異のない症例の一部では、β-カテニンのアミノ末端領域にある GSK-3βによっ

てリン酸化されるアミノ酸に変異が起こっており、β-カテニンの安定化が起きてい

る。このような APC もしくはβ-カテニンの変異を原因とした Wnt 経路の活性化が

細胞の癌化の一因となっていると考えられる。しかし、APC の変異が大腸癌の 80%

以上でみられるのに対し、β-カテニンの変異は数%程度の大腸癌でしか見られず、大

腸癌における APC の変異とβ-カテニンの変異の意味合いは同じではないと考えら
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れる。従って、APCの癌抑制遺伝子としての機能にはWntシグナル伝達経路におけ

る役割以外にも癌化に関わる重要な機能があると考えられる。 

 

5. グアニンヌクレオチド交換因子（GEF）Asef/Asef2 

 

 当研究室では、APC のアルマジロリピートドメインをベイトとする Yeast two-

hybrid screeningにより APC結合新規タンパク質として Asefをまた、Asefと 60%

の相同性を持つ新規の GEF、Asef2 を同定している（Kawasaki et al., 2000）。

Asef/Asef2は APCとの結合部位である ABR(APC binding region) 、プロリンリッ

チなペプチドと結合する SH3 ドメイン、Dbl ファミリーで保存されており GEF 活

性を担うと考えられている DH ドメイン、脂質やタンパク質との相互作用に重要な

役割を果たしていると考えられている PHドメインを持っている(図 3A)。 

 多くの GEF においては分子内結合によって自身の GEF 活性を負に制御している

ことが知られている。結晶構造解析の結果、Asef の N 末端領域に存在する SH3 ド

メインと DHドメインは分子内結合をしており、Asef単体では SH3 ドメインによっ

てDHドメインがマスクされる事により自身のGEF活性が抑えられていることが示

されている。Asef/Asef2 は Rho ファミリーの中でも Rac1 や Cdc42 特異的な GEF

として機能し、APCが N末端領域に結合することで N末端領域による負の制御が解

除され GEF活性が発揮される(図 3B)（Mitin et al., 2007; Murayama et al., 2007）。  

 

6. Asef/Asef2と腫瘍形成能 

 

Asef または Asef2 もしくは双方のノックアウトマウスは正常に発生、発育する。

しかし、ヒト大腸癌モデルマウスであり、腸管に多くのポリープを発症する APCヘ
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テロ欠損マウスである APCMin/+マウスと Asef/Asef2 シングルまたはダブルノックア

ウトマウスを掛け合わせると、これらのマウスでは APCMin/+マウスの腸管と比較し

て、顕著にポリープの数や大きさが減少する（Kawasaki et al., 2009）。 

 

7. APCによる細胞骨格系の制御 

 

 APC は様々なタンパク質と結合することで、細胞骨格系の制御に関与しているこ

とが明らかになっている（Akiyama and Kawasaki, 2006）。APCはアダプタータン

パク質である KAP3 との結合を介してモータータンパク質 Kinesin super family

（KIF）3A/3Bと結合し、微小管のマイナス端からプラス端へ移動することで、運動

している細胞の先導端に濃縮していることが知られている（Jimbo et al., 2002; 

Mimori-Kiyosue et al., 2000）。また APC はアルマジロリピートドメインを介して

IQGAP1と結合し、相互依存的に細胞の leading edgeに局在する（Watanabe et al., 

2004）。APC-IQGAP1 複合体はアクチン細胞骨格系と微小管との相互作用に必要で

あり、細胞の極性や運動に重要な働きをしていると考えられている。さらに、APCは

アルマジロリピートドメインを介してグアニンヌクレオチド交換因子である Asef と

結合し、低分子量 G タンパク質の制御を介してアクチン細胞骨格系の再構築に関与

していると考えられている（Kawasaki et al., 2000）。 

 

8. Rhoファミリータンパク質 

 

 Rho ファミリータンパク質を含む低分子量 G タンパク質は一般的に GDP と結合

している時は不活性型であり、GTP と結合している時に活性型となり下流のエフェ

クター分子に結合してシグナルを伝えることができる。GDP を取り除き細胞内に存
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在するGTPとの置換を促進するのがグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）であり、

逆に低分子量 Gタンパク質自身の GTPase活性を促進し、GTP加水分解反応により

GDP結合型への変換を引き起こすのが GAP（GTPase activating protein）である。

低分子量 Gタンパク質はそれぞれ特異的な GEFと GAPによってその活性が制御さ

れていると考えられているが、Asef が属する DH ドメインを持った Dbl ファミリー

の GEF は、Rho ファミリータンパク質特異的 GEF として働くと考えられ、ヒトで

は 69種類存在することが知られている（Rossman et al., 2005） 

Rhoファミリーは 22種類知られており、細胞の形態、運動性や癌細胞の転移・浸

潤性能を制御することが知られている。また、Rho ファミリーの中では特に Rac1、

Cdc42、RhoAについての解析が進んでいる（Etienne-Manneville and Hall, 2002; 

Hall, 1998）。これらの恒常的活性化型変異体を細胞に強制発現させると特徴的な構

造体を形成することが知られている（Nobes and Hall, 1995）。一般的には Racがラ

メリポディア（葉状仮足）の形成を、Cdc42 がフィロポディア（糸状仮足）の形成を、

Rho がストレスファイバーの形成を促進するとされているが、実際その役割は細胞

の種類や環境によっても変化する。  

 

9. Asefの機能 

 

 AsefはMDCK細胞に強制発現すると、Rac1や Cdc42の活性化を制御する事でア

クチン骨格系の再構築に関与し、ラメリポディアを誘導する（Kawasaki et al., 2000）。

また、APCに変異のある大腸癌細胞株 SW480細胞やWiDr細胞もしくは APCに変

異の無い大腸癌細胞株 HCT116 細胞や LS180 細胞において APC や Asef の発現を

それぞれに対する shRNA を用いて抑制すると、APC に変異のある大腸癌細胞株に

おいてのみ運動能の顕著な低下が見られた（Kawasaki et al., 2003）。このことから

Asefは APCが変異した大腸癌細胞株の運動において特に重要であるのと共に、変異
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型の APCが全長の APCよりも顕著に Asefを活性化することによって大腸癌細胞の

異常な運動能の亢進を引き起こしていると考えられる。 

 

10.  増殖因子と Asef 

 

 上記したHGFはその受容体であるMetを活性化し、Gab1や Gab2、PI3-kinase 

などの因子を介して下流にシグナルを伝えることで、細胞の増殖や運動に関与してい

ると考えられている。また、HGF は癌細胞の浸潤能や転移能を促進することで癌の

増殖や悪性化にも関与していることが報告されている。さらに多くの癌では HGFな

どの受容体が過剰発現していることや、変異を起こしているという報告もある（Di 

Renzo et al., 1995）。 

 HGFによる APCと Asefの細胞の先導端への局在や、運動能の亢進は PI3-kinase

の阻害剤を用いることで抑制されることから、HGFによる APCと Asefに対する影

響 は PI3-kinase を 介 し た も の で あ る と 考 え ら れ る 。 PI3-kinase や

phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate （ PIP2 ）、 phosphatidylinositol 3,4,5-

trisphosphate（PIP3）と結合することで多くのタンパク質の膜局在を仲介している

PHドメインは Asef において PIP3と結合することが示されていたが、HGFによる

細胞運動の調節においてもこのドメインが重要であることも示されている。 

 

11.  塩基性線維芽細胞増殖因子と血管内皮増殖因子 

 

 線維芽細胞増殖因子 Fibroblast growth factors（FGF）は細胞の増殖や生存、運動

や発生時や生体内における分化において重要な役割を果たしている。FGF は塩基性

線維芽細胞増殖因子（bFGF）と酸性線維芽細胞増殖因子（aFGF）など計 20種類以
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上のファミリーから成る（Bikfalvi et al., 1997）。また、腫瘍組織においては、血管

新生因子として最も早く同定された bFGF が血管新生を誘導し、腫瘍組織の拡大に

関与していることが報告されている。 

血管内皮増殖因子 vascular endothelial growth factors（VEGF）は、VEGF-A～

VEGF-E までのファミリーがあり、これらはレセプターである VEGF-R1,2,3 のど

れかに結合してシグナルを伝える。VEGF は低酸素状態など細胞に対する様々な刺

激によって繊維芽細胞から産生され、微小血管と大血管の内皮細胞の強力な増殖因子

であり、血管新生を促進する（Tisher et al., 1991; Levy et al., 1995; Liu et al., 1995）。 

しかし、血管内皮細胞以外には影響を及ぼさないことも報告されている（Ferrara and 

Davis-Smyth, 1997; Senger et al., 1993）。 

癌組織において血管新生は癌細胞の増殖を加速させるだけでなく、浸潤・転移の経

路ともなる重要な現象である。増殖因子 HGF の下流で Asef が機能しているという

先行研究から、このような血管新生に関わる増殖因子 bFGF や VEGF の下流におい

ても Asefが働いている可能性があるのではないかと考えられ、本研究において、Asef

の血管新生における機能が存在するのか明らかにすることを目的とした。 

 

12. Asefの発現亢進とその重要性 

 

APCの異常を介したadenoma形成におけるAsef/Asef2の重要性を明らかにするた

めに、APCMin/+マウス（APCに胚性変異があり腸管に多数の腺腫を発症するヒト大

腸癌のモデルマウス）とAsef-/-マウスおよびAsef2-/-マウスを交配したところ、発生

するポリープの数や大きさがAsefやAsef2の欠損によって激減することを見出した。

また、Asef、Asef2双方を欠失したマウスにはほとんど腺腫ができなかった。したが

って、変異型APCによるAsefの活性化は腺腫発症に重要な役割を果たしていると考

えられた。また、ヒト大腸がんでは約80％の症例でAsef/Asef2の発現が亢進してい
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ることを見出した。これらの結果からAsef/Asef2の発現亢進は癌の発症に深く関わ

っていると考えられるが、大腸癌細胞におけるAsefの発現亢進のメカニズムは長い

こと不明なままであった。そこで、本研究では大腸癌発生の初期に働く因子を捉え

るために、Asefの上流で働く因子を同定し、大腸癌変異機構の全体像を解明するこ

とを目指した。 

 

13. Asefのアイソフォーム 

 

 Genbankのデータを参照した結果、Asefのアイソフォームは4つ報告されてい

る。そこで、それらを区別し、Asef-a（AB042199）、Asef-b（AF249745）、

Asef-c（AB384116）、Asef-d（DQ424905）とした（図12 A）。Real-timeRT-

PCRによる発現量の比較の結果、大腸癌細胞においてはAsef-bの発現量が高いこと

が示された。 

 

14. Notch受容体とシグナル伝達 

 

 Notch経路は進化的に高度に保存されたシグナル伝達経路であり、胚発生から成

体における細胞の増殖や分化にといった運命決定に重要な役割を果たしている

（Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Baron, 2003）。Notchは巨大な一回膜貫通型

受容体であり哺乳類ではNotch1-4が報告されている（図10）。また、リガンドとし

ては同じく一回膜貫通型であるJagged（Jag）-1、2 とDelta-like（DLL）1、3、4

の5つが知られている。細胞-細胞間の相互作用によってNotchとリガンドが結合す

ると、Notchの立体構造に変化が起こることによって、複数のプロテアーゼがアク

セスできるようになり、最終的にNotchの細胞内ドメイン（Notch Intracellular 
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Domain: NICD）が切り離され、核に移行する（Weinmaster, 2000; Chan and 

Jan, 1998）。核においてはNICDは転写因子CSL（RBP-JκまたはCBF1とも呼ば

れる）と結合する。CSLはNotchのターゲット遺伝子のプロモーター上にコリプレ

ッサーと複合体をつくり、遺伝子発現を負に制御しているがNICDがCSLに結合す

るとコリプレッサーが放出され、代わりにコアクティベーターが呼び込まれる事で

遺伝子発現が誘導されるようになる。Notchのターゲット遺伝子としてHes1、

HEY1、HEY2などが有名である（Jarriault et al., 1995; Zhou et al., 2000; Maier 

and Gessler, 2000）。また、マウスの小腸において、腸上皮幹細胞の存在している

粘膜上皮の窪み状のクリプト（陰窩）部分にNotchのターゲット遺伝子がいくつも

発現していることや、前駆細胞の未分化性を保つために必要であることなどが報告

されている（Schroder and Gossler, 2002; Sander and Powell, 2004, Fre et al., 

2005）。 

 

15. Notchと癌 

 

  染色体転座によるNotchシグナルの恒常的な活性化は細胞癌化の原因になってい

ることが白血病において初めて報告された（Ellisen et al., 1991; Pear et al., 

1996）。その後、固形癌においても癌の発症とNotchシグナルの関連性が次々と報

告されてきているが染色体転座を原因とするNotch経路の活性化は報告されていな

い。また、近年は、腫瘍を形成する能力があると考えられるようになってお（癌幹

細胞仮説）Notch経路の活性化による未分化性の維持は癌発症に深く関わっている

ことが明らかにされている。APCMin/+マウスの小腸に形成された腫瘍ではHes1の発

現が顕著に上がっており、未分化性と増殖能が保たれているということも報告され

ている（van Es et al., 2005）。リガンドの結合によってNotchの細胞内領域を切り
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出すプロテアーゼのうちの1つ、γ-セクレターゼは阻害剤（gamma secretase 

inhibitor: GSI, DAPT, DBZ）が開発されており、これをAPCMin/+マウスに投与した

場合、腸管に発生した腺腫の増殖が抑えられ、分化した細胞へと誘導されることが

明らかにされている（van Es et al., 2005; Akiyoshi et al., 2008）。 

一方、Notchシグナルは癌細胞の未分化性の維持だけではなく、アポトーシスの

制御や細胞運動、さらには血管新生にも関わっていることが報告されている

（Konishi et al., 2010 ;Sahlgren et al., 2008; Iso et al., 2003; Zeng et al., 2005）。 

 

16. microRNA 

 

 microRNAs（miRNAs）は20-22ヌクレオチド（nt）のsmall non-coding RNAで

ある。最初のmiRNA lin-4 が線虫で見つかり（Lee et al., 1993;）、現在までに

1000種類以上ものmiRNAが動植物において同定されている（Baek et al., 2008; 

Lim et al., 2005）。現在では、ヒトの遺伝子の約1/3がmiRNAによる制御を受けて

いると予測されており、miRNAは生命現象の様々な局面において、重要な役割を果

たしていると考えられている。 

 miRNAはターゲット遺伝子のmRNAの3’-untranslated region（UTR）に特異的

に結合し、mRNAの不安定化と翻訳阻害もしくはそのどちらかの作用によって、遺

伝子の発現を抑制する（Filipowicz et al., 2008）。哺乳類のmiRNAのほとんどは

RNA polymerase II（pol II）によってprimary miRNA（pri-miRNA）となり、一

つまたはそれ以上のstem loopを持ったヘアピン構造をとる（図11）。またmRNA

と同じようにpri-miRNAは5’-cap、スプライシング、ポリアデニル化を受ける

（Carthew and Sontheimer, 2009; Kim et al., 2009）。転写されたpri-miRNAは

Microprocessorと呼ばれる主にDroshaやRNAase III 酵素、二本鎖RNA結合ドメイ
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ンタンパク質DGCR8/Pashaからなる複合体によってprecursor miRNA（pre-

miRNA、70 nt ほどのヘアピン構造）へと消化される。Mcroprocessor による切断

によってmiRNAは2 ntオーバーハングした状態になり、これによってExportin 5

（XPO5）に認識されるようになる。XPO5はRan-GTP依存的にpre-miRNAを核か

ら細胞質へ輸送する機能を持つ（Kim et al., 2009; Okada et al., 2009）。細胞質に

輸送されたpre-miRNAは再び切断され22 ntほどのmiRNAになり、DicerやRNAase 

III enzyme、二本鎖RNA結合ドメインタンパク質TRBP/PACTと複合体を作る

（Chendrimada et al., 2005; Hasse et al., 2005; Lee et al., 2006）（図11）。 

 miRNAは発生や分化、細胞増殖、アポトーシス、代謝などの生命現象に幅広く関

与していることが分かっている（Bushati and Cohen, 2007）。よって、組織や細

胞内におけるmiRNAの量を適切に保つことが多様な生理的機構の制御に重要である

と考えられている。よって、成熟miRNAができるまでには、転写と転写後調節で多

段階的に厳重な制御がなされている。しかし、多くの癌細胞において、これらの調

節機構が崩れ、miRNAの発現の異常が生じていることが報告されている。このよう

なmiRNAは腫瘍形成に重要なタンパク質をターゲットとしていることが多く、例え

ば癌遺伝子Rasはlet-7 ファミリーによって、慢性リンパ性白血病では抗アポトーシ

ス遺伝子のBcl-2がmiR-15a-miR-16-1によって、E2F1遺伝子はmiR-17-92クラスタ

ーによって制御されていることが明らかにされているが、これらのmiRNAの発現減

少がいくつもの癌において報告されている（Johnson et al., 2005; Cimmino et al., 

2005; O’Donnell et al., 2005; Saito, 2006）。 

 miRNAの増幅や過剰発現による癌化の例も報告はされているが、面白いことに、

癌細胞においては正常と比べて発現が減少していることの方が圧倒的に多い（Lu et 

al., 2005; Calin and Croce, 2006; Gaur et al., 2007）。近年、miRNAの癌における

発現減少の原因として、miRNAの転写後調節の異常（Thomson et al., 2006）、
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miRNAプロモーター上のCpG islandの高度メチル化（Saito et al.,2006; Lujambio 

et al., 2007）癌遺伝子による転写抑制（Chang et al., 2008）、TARBP2、XPO5、

DICER1などのmiRNAの成熟に関わる因子の発現減少（Melo et al., 2009 and 2010; 

Kumar et al., 2007, 2009; Lambertz et al., 2010）などが報告されている。 

 

17. miRNA-1（miR-1） 

 

 miR-1は筋細胞特異的に発現するmiRNAとして知られており、平滑筋や骨格筋の

発生や分化に関わっていることが現在までに報告されている。ショウジョウバエに

おいてmiR-1の発現を抑制すると、筋肉の分化が抑制されることが報告されてい

る。また、肺癌細胞と頭頸部扁平上皮癌細胞においては、発現の減少が報告されて

おり、miR-1の発現減少が癌細胞のアポトーシスの抑制や運動の亢進をしているこ

とから、癌抑制的miRNAとしての報告がされている（Nasser et al., 2008; Nohata 

et al., 2011）。 
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第二章：材料と方法 

 

細胞培養 

 HAEC と MAEC は bFGF、epidermal growth factor（EGF）、VEGF、IGF1 と

2% fetal bovine serum（FBS）を加えた EGM-2培地（Cambrex）で培養した。B16-

F10細胞は Dulbecco’s modified Eagle’s mediumに 10% fetal calf serum（FCS）と

ブドウ糖（4.5g/liter）を加えた培地で培養した。DLD-1 細胞は 10% FBS を含む

RPMI164 培養液で、CaCo2 細胞は 10% FCS を含む Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium培養液で、WiDr細胞は 10% FBSを含む Ham’s F12培養液、HUVECは増

殖因子と 2% FCSを含む EBM-2（Ronza）培養液にて培養した。培養環境はすべて

37℃、CO2 5%にておこなった。 

 

発現ベクターと抗体 

 Hemagglutinin（HA）タグつきの Asef発現ベクターは以前に当研究室によって作

製されていたものを使用した（Kawasaki et al., 2000）。Mycタグつき APC発現ベ

クターは pCS2に挿入した。 

 マウスモノクローナル抗体 APC は、APC の 119-250 アミノ酸をを抗原として以

前に作製されたものを使用した（Kawasaki et al., 2003）。ラビットポリクローナル

抗体 Asef は N 末端の 1-113 アミノ酸を抗原としたもの、または C 末端の 485-605

アミノ酸を抗原として作製したものを使用した。抗Myc抗体（9E10）、抗 Cdc42抗

体、抗 Ki67抗体と抗 VEGF抗体は Santa Cruz Biotechnology 社から、抗 Rac1抗

体は BD Transduction Laboratries社から、抗 F4/80抗体は Serotec社から、抗α-

tubulin抗体は and Oncogene Research社から、抗 CD31抗体は Pharmingen社か

ら、抗HA抗体（3F10）は Roche社からそれぞれ購入した。 
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siRNAによる遺伝子発現抑制 

 Asefと APCに対する Stelth small interfering RNA (siRNA)は Invitrogenから購

入した。これらの siRNAがヒト Asefまたは APCの cDNAのターゲットしている配

列は以下の通りである。 

Asef, 5’- CAAGGATGTTGAAGCCGCCTTGCA -3’  

APC-1, 5’- TCGTCTGATTCAGATTCCATCCTTT -3’ 

APC-2, 5’- CCCACCTAATCTCAGTCCCACTATA -3’ 

HAEC には 1μM の siRNA を Lipofectamine 2000 (Roche 社から購入)を用いてト

ランスフェクションした。siRNAをトランスフェクションしてから 24時間後に培養

液を交換し、48 時間遺伝子の発現抑制を行い、細胞の運動アッセイやチューブ形成

アッセイに用いた。 

 

ウェスタンブロット法 

 SDS-polyacrylamide gel で電気泳動を行った後、 Immobilon Membrane 

(Millipore) に転写し、ブロッキングした後、TBS（20Mm Tris-HCl pH7.5, 150mM 

NaCl, 0.1%）で希釈した 1 次抗体溶液を用いて 4℃で 1 時間から一晩反応させた。

その後、TBS-T（20Mm Tris-HCl pH7.5, 150mM NaCl, 0.1% Tween20）で 3回洗

浄し、さらに TBS で希釈した 2 次抗体溶液（anti-mouse/rabbit/goat IgG AP 

conjugate-Promega）を室温で 1時間反応させた。TBS-Tで 3回洗浄し、NBT/BCIP

（Gibco BRL）を用いて発色反応を行った。 

 

免疫沈降法 

 細胞を RIPAバッファーに溶解し、20分間氷上に静置し、1,500 rpmで 15分間遠

心した後、上清を回収した。この上清に抗体を加え、4℃で 1時間撹拌した。その後、
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Protein A sepharose CL-B4 (GE Healthcare bio-science) を加え 4℃で 1時間撹拌

した。Wash buffer（20 mM Tris-HCl pH8.0, 150mM NaCl, 0.5% NP-40）で 3回洗

浄し、さらに 1回純水で洗浄後、SDS sample bufferを加えて 5分間ボイル、SDS-

PAGE、ウェスタンブロット法によって、検出に必要な抗体を用いて解析を行った。 

 

蛍光免疫染色 

 目的の発現ベクターをトランスフェクションした細胞を 24 時間後に PBS で洗浄

し、10%ホルマリンで5分-1時間室温にて固定した。PBSで1回洗浄し、0.2% TritonX-

100/TBSを加えて 5分間室温で静置して細胞を浸透処理した。PBSで 1回洗浄し、

ブロッキング液（1% BSA, 3%FBS, 0.2% TritonX-100 /TBS）で希釈した 1次抗体を

加え、1 時間室温で静置した。PBS で 3 回洗浄し、2 次抗体（Alexa Fluor 488-

conjugated goat anti-rabbit IgG）希釈溶液を加えて、1時間室温で静置した。その

後、PBSで 3回洗浄し、VECTORSHIELD Mounting Mediumを用いて細胞をスラ

イドグラスにマウントし、共焦点顕微鏡（Carl Zeiss LSM 510）にて観察、撮影を行

った。 

 

MAECの単離 

 マウスの動脈血管内皮細胞はAsef+/+マウスと当研究室で既に作出されていたAsef-

/-マウスから単離し,、EGF、VEGF、IGF1と 2% fetal bovine serum（FBS）を加え

た EGM-2培地（Cambrex）で培養した。また、継代時には、血管内皮細胞の初代培

養の系に習い、Dil-Ac-LDLの取り込みによって、血管内皮細胞の評価を行った。 

 

運動アッセイ 

 細胞の運動アッセイは Transwell migration chambers（Costar）を用いて行った。
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Chamber の底面に設置されているフィルターの上下、両面を 10μg/ml の Collagen 

Type I （Koken）で一晩コートした。HAEC 1.6x104 細胞/well、または、MAEC 

2.0x104細胞/well フィルターの上部に撒き、3.5- 4.5時間運動させた。このとき、必

要に応じて、下受けの chamber内に bFGF（25 ng/ml）、VEGF（10 ng/ml）または

0.5%BSA を加えた。細胞の運動は、フィルターの下面に移動してきた細胞の数測定

することで比較した。 

 

In Vitro 血管内皮細胞チューブ形成アッセイ 

 24 well culture plate の各 wellにマトリゲル 200μlを加え、ゲルを形成させるた

めに 37℃にて 1時間以上置いた。トリプシンによってMAEC細胞を回収し、血清を

含まない EGM-2 に再懸濁し 5x10 細胞/well の割合でマトリゲル層の上に加え、そ

の後 2% FBS と 12μg/ml の bFGF または 12μg/ml の VEGF を加えて 24 時間培

養した。MAEC のチューブ形成像の撮影や測定は位相差顕微鏡によって行った。ま

た、測定は 100倍の視野でのチューブの数や長さや枝分かれの数によって行った。 

 

GTPase activation アッセイ 

 MAEC と HAEC は一晩、血清飢餓処理を行い bFGF（25 ng/ml）または VEGF

（25 ng/ml）で 2時間処理し、lysis buffer（2% IGEPAL, 50 mM Tris-HCl pH7.5, 

10mM MgCl2, 0.3M NaCl）に溶解した。氷上に 20分静置した後、遠心によって上

清を回収した。この細胞の可溶化液中の活性型GTP結合GTPaseを検出するために、

リコンビナントのGAT-PAK-CRIBが結合した glutathione-sepharose beadsを加え、

30 分間混合した。その後、beads を wash buffer（25mM Tris-HCl pH7.5, 30mM 

MgCl2, 40mM NaCl）で 2回洗浄し、SDS-PAGEとウェスタンブロット法によって

解析した。 
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大動脈輪アッセイ 

 Asef+/+マウスと Asef-/-マウスから胸部大動脈を摘出し、血管周囲の脂質やその他の

組織を外科的に取り除いた後、長さ 1mm程度に切断した。これらをマトリゲルでコ

ートした culture plate の wellに置き、さらにその上からマトリゲルで覆った。その

上から EGF、VEGF、IGF1と 2% fetal bovine serum（FBS）を加えた EGM-2培

地を加え、8日間培養した。伸長してきた微小血管は位相差顕微鏡で観察し、血管新

生の度合いは各動脈から伸長された血管の数を数えて比較した。 

 

In Vivo 血管新生アッセイ 

 400 ng/ml bFGF と 50 mg/ml heparinを含ませたマトリゲル（BD Biosciences）

500 μl を 8 週齢マウスの腹部付近の皮下へ注射した。5 日後にマトリゲルを取り出

し、H&E染色と坑 CD31 抗体による免疫染色によって新生されてきた血管に関して

解析した。マトリゲル内に浸潤してきた血管量比は CD31 による蛍光免疫染色の結

果を ImageJ software を用いて計測・比較した。 

 

腫瘍形成能アッセイ 

 マウスB16-F10細胞の造腫瘍能はAsef+/+マウスとAsef-/-マウスそれぞれに 1×106

細胞ずつ皮下注射し、測定した。腫瘍細胞を移植した後、いくつかの時点で腫瘍の大

きさをノギスにて測定した。腫瘍の体積は次の公式によって算出した V =π/6 × [L

×W2]（V : 体積、L: 長さ、W: 幅 /長さは幅より長いとする）。 

 

腹腔内のマクロファージの単離 

 マクロファージはマウスの腹腔内の浸出液から単離した。マクロファージを単離す

るに当たり、マウスに炎症を惹起させるため 4% Brewer-Thioglycollate を 3ml 注射
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し、4日後に腹腔内浸出液を回収、10% FBSを含む RPMI1640培養液中にて培養し

た。マクロファージは~1.5 時間でシャーレに接着するため、その時点で接着してい

ないマクロファージ以外の細胞を洗い流し、マクロファージを単離した。 

 

ヒト大腸癌検体 

 ヒト大腸癌とその周辺部の正常組織は informed consent によって合意を得た患者

から、東京大学医学部腫瘍外科が得たものを提供してもらった。組織は RNAlater溶

液（Ambion）中に保存されていた状態から、mirVana miRNA Isolation Kit（Ambion）

を用いて RNA を単離した。これらのサンプルから mRNA レベルでの遺伝子の発現

解析を行うために PrimerScript RT reagent Kit（TaKaRa）用いて、また、miRNA

の発現解析を行うためにmir-X mRNA First-Stand Synthesis Kit（clontech）を用

いて cDNAを合成した。 

 

プラスミドコンストラクションと Luciferase assay 

 Hemagglutinin（HA）タグつきの Asef発現ベクターは以前に当研究室によって作

製されていたものを使用した（Kawasaki et al., 2000）。Notch3 Intracellular Domain 

(N3ICD) は hemagglutinin (HA) タグ付きの pcDNA3.1 ベクターへ EcoRI サイト

と SalI サイトを利用して組み込んだ。Notch3 の cDNA は筑波大学の千葉滋教授か

ら供与されたものを使用。Asefのプロモーター領域は各領域とも BAC clone RP11-

135O12 (Invitrogen) から増幅し、pGL3 Basic ベクターに組み込んだ。Luciferase 

assay を行うに当たり、これらの Asefプロモーターを組み込んだベクター500μgと

インターナルコントロール用に pRL-SV ベクターを 50μg 細胞へトランスフェクシ

ョンした。Luciferase 活性は Dual-luciferase reporter assay kit（Promega）を用

い、ルミノメーター（Mithoras LB 940, BERTHOLD）で測定した。 
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 Notch3 3’UTR reporter assay のために DLD-1 細胞の cDNA を用いて Notch3 

3’UTR 領域を PCR にて増幅した。この PCR 産物を pRL-TK ベクターの XbaI サイ

トと NotI サイトを利用して Renilla Luciferase の下流に組み込んだ。miRNA から

の影響を確かめるため、この pRL-TKレポーターベクターと合成miRNA（Pre-miRs, 

Ambion）、そしてインターナルコントロールに pGL3-Basicを同時にトランスフェク

ションした。トランスフェクションには Lipofectamin LTX（Invitrogen）を使用し

た。 

 

siRNAによる遺伝子発現抑制とウェスタンブロット法 

 第二章と同様に行った。新たに使用した抗体は以下の通りである。 

Notch3 (sc-5593, 1:1000; Santa Cruz), CSL (sc-28713, 1:500; Santa Cruz), Asef 

(NB100-1316, 1:500; NOVUS BIOLOGICALS), HA-tag (3F10, 1:1000; Roche), 

tubulin (DM1A, 1:500; Calbiochem) 

 

Real-Time PCR 

 RNA は TRIsure（BIOLINE）を用いて各細胞から抽出し、1μg の RNA から

PrimerScript RT regent Kit (TaKaRa) を用いて cDNAを合成した。Real-Time PCR

はLight Cycler 480 System (Roche) を利用し、各サンプルとも duplicateで行った。

全てのmRNAの定量は GAPDHまたは Actinによって規準化した。 

 

 

Chromatin-immunoprecipitation (ChIP) assays 

 ChIPassay は CSL 抗体と Rabbit IgG (CHEMICON) を用い、主に Upstate 

Biotechnology社のプロトコルに沿って行った。沈降してきた DNA断片は、Asefプ
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ロモーター上に予測されたCSL結合領域周辺に対するプライマーを用い、Real-Time 

PCR によってこの領域が存在するかを検出した。また、ネガティブコントロールと

して GAPDH のプロモーター領域に対するプライマー、ポジティブコントロールと

して Hes1の CSL結合領域を含むようなプライマーを用いた。 
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第三章：結果 

 

1. Asef正常マウスと Asefノックアウトマウスの血管内皮細胞の挙動 

 

培養細胞に Asef を強制発現するとラメリポディアやラッフル膜を形成し、細胞の運

動を誘導することが示されている。この様な挙動は細胞に増殖因子を作用させた時に

見られる反応と類似しており、APC/Asefは増殖因子の下流で機能している可能性が

考えられた。APC/Asef 複合体の形成の促進に働くような増殖因子を探索する事は、

癌の発生や増殖などの理解において重要な知見であると考え、様々な増殖因子による

刺激を行い、APC/Asefの動態を解析した。その結果、ヒト大動脈内皮細胞（HAEC）

では、血管新生に必須の増殖因子 bFGF や VEGF の刺激によって、APC/Asef がラ

ッフル膜やラメリポディアに濃縮、局在することを見出した。これらの結果から、

APC/Asef は bFGF と VEGF の下流因子として機能している可能性が示唆された。

次に HAECを用いて、siRNAによる APCまたは Asefのノックダウンによる細胞の

運動能を検討した。APCまたは Asefのノックダウンを行った細胞とコントロールの

細胞において運動アッセイを行ったところ、コントロールの HAEC に比べ APC ま

たは Asef のノックダウンを行った細胞では bFGF や VEGF による刺激を行っても

優位に運動能が抑制されていた（図 4C）。ただし、siRNAによる APCの発現抑制は

Wnt シグナルの活性化も引き起こしていると考えられるが、HAEC へ分解を免れる

安定型のβ-カテニンを強制発現し、bFGFや VEGFによる刺激を行っても細胞の運

動能には影響がなかった事から、Wnt シグナルによる細胞の運動能への影響はない

と考えられる。 

HAECの結果から Asefが血管新生において役割を果たしている可能性が示唆され

た。よって次に、その可能性を確かめるため、既に当研究室で作製されていた Asef
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ノックアウトマウスから大動脈内皮細胞（MAEC）を採取し、運動能やチューブ形成

能の検討に使用するために培養した。最初に、野生型のAsef正常マウス由来のMAEC

（以降Asef+/+ MAEC）とAsefノックアウトマウス由来のMAEC（以降Asef-/- MAEC）

を用いて抗 Asef 抗体による免疫染色を行ったところ、Asef+/+ MAEC では細胞質に

Asef の発現が見られるが、Asef-/- MAEC においては Asef の発現が完全に消失して

いることが確認できた（図 4A）。しかし、細胞の形態や増殖においては 2つの細胞間

で差は見られなかった（図 4B）。一方で、細胞の運動能においては bFGFまたはVEGF

存在下で Asef+/+ MAEC と Asef-/- MAECの間には顕著な差が現れ、Asef-/- MAECに

おいて大幅な運動能の低下が見られた（図 4C）。加えて、血管構造の形成に必要なチ

ューブ形成能への影響を確かめるため、血管内皮細胞チューブ形成アッセイを行った

ところ、Asef-/- MAEC は FBSや bFGFの存在下でもほとんどチューブ構造を形成で

きないことが分かった（図 4D-G）。 

以上の結果より、APC と Asef は bFGF や VEGF の下流で機能し、血管内皮細胞

の運動能やチューブ形成能を制御していることが示唆された。 

 

2. bFGF / VEGF 依存的な APCと Asefの機能 

 

 先にも述べたように、HAEC 細胞を bFGF や VEGF で刺激したときの APC と

Asef の細胞内での挙動を確認したところ、刺激依存的に APC と Asef は細胞のラッ

フル膜やラメリポディアへ濃縮し、共局在することが確かめられた（図 5A）。また、

HAEC へ Asefや APC を強制発現させ bFGF で刺激を加えた場合にも、それぞれの

タンパク質がラッフル膜やラメリポディアへと濃縮された（図 5B）。このとき APC

と Asefの相互作用も増加していることが pull-downアッセイによって示された（図

5C）。さらに、bFGFや VEGFによる刺激の元で Asefが Rac1 や Cdc42 の活性化に
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働いているかを Asef+/+ MAECと Asef-/- MAECを用いて確かめた。Asef+/+ MAECを

bFGF や VEGF で刺激すると明らかに GTP 結合型 Rac1 と Cdc42 が増加したが、

Asef-/- MAECにおいてはそのような効果が観察されなかった（図 5D）。また HAEC

で siRNA による APC の発現抑制を行うと、bFGF や VEGF 刺激による GTP 結合

型 Rac1や Cdc42の増加が見られなかった（図 5E）。これらの結果から、Asefと APC

は bFGF や VEGF の刺激依存的に複合体を形成し、Rac1 や Cdc42 の活性化を介し

て血管内皮細胞の運動能やチューブ形成能を促進していると考えられたおｌ。 

 

3. 微小血管形成における Asefの機能 

 

 次に Asef の血管新生における役割を明らかにするために、大動脈輪アッセイ

（aortic ring assay）を行った。Asef+/+ マウスと Asef-/- マウスから大動脈の一部を

切り出し、bFGF、EGF、VEGF、IGF-1 と血清を含むマトリゲル中に封入した後、

8日間経過を観察した。その結果 Asef+/+ マウスの大動脈と比較して Asef-/- マウスの

大動脈からは少数の毛細血管しか新生されなかった（図 6）。このことからも Asefが

血管新生において重要な働きを担っていることが示唆された。 

 さらに in vivoでの血管新生における役割を検証するために、Asef KO マウスを用

いたマトリゲルアッセイを行った。予め bFGFを含むマトリゲルを Asef+/+ マウスと

Asef-/- マウスの皮下に移植し、5日後に取り出した。比較対象として移植した bFGF

を含まないマトリゲルと比べ、Asef+/+ マウスに移植した bFGFを含むマトリゲルは

内部に伸長してきた多くの血管によって赤褐色に変化していた。一方、Asef-/- マウス

の皮下に移植されたマトリゲルは淡い褐色を示しているにすぎなかった（図 7A）。ま

た Asef 抗体による免疫染色では Asef+/+ マウスに移植したマトリゲルに進入してき

た血管は全て Asefの発現が確認されたが（褐色部位）、Asef-/- マウスのマトリゲルに
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侵入してきた血管内皮では全く Asef の発現は確認されなかった。さらに血管内皮マ

ーカーの CD31 抗体による免疫染色においても確認したところ、Asef-/- マウスに移

植したマトリゲル内の新生血管は Asef+/+ マウスのマトリゲルと比べ、密度が低いこ

とを確認した（図 7C）。これらのデータを統計的に定量した結果も、Asef-/- マウスに

移植したマトリゲルでの血管新生の顕著な減少を認めた（図 7D）。これらの CD31陽

性血管内皮細胞において増殖マーカーである抗 ki67 抗体による染色やアポトーシス

を検知するための TUNEL 染色を用いて確認したところ、Asef の有無によって血管

内皮細胞の増殖や生存に変化はないことが確認された。 

 

4. 腫瘍組織への血管新生における Asefの役割 

 

 血管新生は腫瘍の増殖や転移過程で重要な役割を果たしている。そこで、腫瘍の血

管新生に Asefが与える影響を B16メラノーマ細胞を用いて検討した。B16メラノー

マ細胞を Asef+/+ マウスと Asef-/- マウスの皮下へ移植し、経過観察したところ、

Asef+/+ マウスに移植した腫瘍細胞は急速な増殖を見せるのに比べ、Asef-/- マウスに

移植した腫瘍細胞の増殖は顕著な遅延を示した（図 8A, B）。また、摘出した腫瘍に

おいて、抗 CD31 抗体を用い免疫染色を行ったところ、Asef-/- マウスに移植した腫

瘍組織内に伸長してきた血管の数は Asef+/+ マウスのものと比べ、明らかにその割合

が減少していた（図 8C, D）。加えて、これら腫瘍に新生されてきた血管の割合を統

計的に定量した結果からも、Asef-/- マウスにおいての顕著な血管新生の低下が示さ

れた（図 8E）。 

 

5. 腫瘍関連マクロファージと血管新生 
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 近年、腫瘍組織に浸潤してくるマクロファージ系の細胞が産生する増殖因子やサイ

トカインが腫瘍の血管新生を促進したり、細胞外マトリックスの崩壊と再構築、また

は癌細胞の運動能を亢進させることで腫瘍の悪性化に関与していることが分かって

きている。そのため、マクロファージによる腫瘍の血管新生に Asef が与える影響を

検討した。まず、Asef+/+ マウスと Asef-/- マウスに移植した B16 メラノーマ腫瘍組

織内に浸潤してきているマクロファージの量を、抗 F-4/80 抗体を用いた免疫染色に

より比較検討したところ、2つの組織において目立った差は認められなかった（図 9A, 

B）。逆転写 PCR法によって、Asef+/+ マウスと Asef-/- マウスのマクロファージにお

いては、Asef+/+ マウスでは Asefの発現が認められ、Asef-/- マウスでは Asefの発現

が完全に失われていることも確認した(図 9C)。また、マクロファージは血管新生に

関わる増殖因子を産生しているため、Asef+/+ マウスと Asef-/- マウス由来の腫瘍組織

内における増殖因子の量を、抗 VEGF 抗体を用いた免疫染色により検討した。その

結果、双方のマクロファージから産生されている VEGF 量に大きな差は見られなか

った（図 9 D）。以上のことから、Asefの欠損による腫瘍血管新生の抑制はマクロフ

ァージに起因するものではなく、血管内皮細胞の運動能やチューブ形成能の低下に因

るものであると考えられた。 

 

6. 小まとめ：Asefは増殖因子の下流で血管新生を促進する 

 

本研究により、血管内皮細胞においては増殖因子 bFGF と VEGF の下流で APC

と Asef の相互作用が促進され、その結果、Rac1 や Cdc42 の活性化が誘導されこと

で、血管内皮細胞の運動やチューブ形成能を促進することが明らかとなった。また、

大動脈輪アッセイの結果からも Asef が血管新生において重要な役割を果たしている

ことが示され、血管内皮細胞は Asef を介することで運動能を制御し、血管新生を行

っていることが示唆された。詳細は提示していないが、血管新生を観察する系として
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マウスの網膜での血管形成が出生後から始まることを利用したアッセイにより、

Asef+/+ マウスと Asef-/- マウス新生児の網膜への血管新生の度合いも比較したとこ

ろ、上記してきたような Asef-/- マウスにおける表現系と一致するように Asef-/- マウ

スの網膜において若干の血管新生の遅れを確認している。またこの時、Asef-/- マウス

の網膜において VEGF 量や酸素濃度は Asef+/+ マウスの網膜と比較して差はなかっ

た。しかし、Asef-/- マウスが正常に生まれてくることや、網膜の血管新生も最終的に

は野生型に追いつくことを考えると、生体内では他の Dbl ファミリーがリダンダン

トにAsefの機能を補償していると推測される。加えて、血管内皮細胞において siRNA

による APC の発現抑制も細胞の運動能の低下を引き起こしていることから、bFGF

や VGEF 誘導性の Asef を介した内皮細胞の運動に正に APC も関与しているのかは

さらに検討しなければならない点である。 

 

7. Asefの発現制御を行う転写因子の探索 

 

 Asefの上流で働く因子を同定するため、Asefのプロモーター解析を行った。Asef-

a、b、c、d（図12A）の転写開始点から上流2kbpの領域と下流1kbの領域の配列を

プロモーター領域とし、結合する転写因子の予測を行った（転写因子結合サイト予

測プログラム、P-MATCHとSoftberryを用いた）。予測された転写因子のうち、4つ

のアイソフォームのプロモーター領域に共通して予測された転写因子、約30種類に

ついてshRNAを用いたスクリーニングを行った。大腸癌細胞株のDLD-1を用い、

shRNAによって発現が抑制されることでAsefの発現に影響を与える因子を探索した

ところ、Notchシグナル経路の一般的転写因子であるCSLのノックダウンによって

Asefの発現量が減少することを見出した。さらに、CSLに対する複数配列のsiRNA

を用いて同様の実験を行ったところ、Asefの発現がmRNAとタンパク質レベルで減
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少することが示された（図12B）。さらに、Notchシグナルの阻害剤であるγ-セクレ

ターゼ阻害剤gamma-secretase inhibitor（GSI）をDLD-1細胞に作用させ、Asefの

発現量を検証したところ、コンロトールとして用いたDMSOで処理した細胞と比

べ、GSI処理した細胞ではAsefの発現量の低下が観察された（図12C）。この結果か

ら、Asefの発現はNotch/CSLはAsefの上流因子として機能している可能性が示唆さ

れた。 

そこで次に、大腸癌におけるNotch1-3の発現を確認した。哺乳類においては

Notch1-4が報告されているが、大腸癌においてNotch4の発現は見られないことが既

に示されている（Akiyoshi et al., 2008）。実際、本実験に用いているDLD-1細胞で

の発現を確認したところ、やはりNotch4の発現は見られなかったため、Notch1-3に

ついてのみの解析を行った。ヒト大腸癌検体を用い、大腸癌組織とその付近の正常

組織からRNAを抽出し、逆転写によってcDNAを合成後、Notch1-3の発現をreal-

time PCRで比較検討した。その結果、大腸癌組織では隣接した正常組織に比べて、

Notch3のみが優位に発現上昇していることを見出した（図12D）。この結果から、

大腸癌発症に寄与しているNotchシグナルは主にNotch3が担っているのではないか

と考え、以降はNotch3に注目した解析を行った。また、APCMin/+マウスの小腸ポリ

ープと近傍の正常組織を採取し、それぞれの組織から合成したcDNAを用いてNotch

の発現量をreal-time PCRにて比較検討したところ、mRNAレベルでAsefと同様に

Notch1-3の発現上昇が観察された（図13A）。さらにNotch1-3の中でもNotch3の上

昇率が最も高いことを示す結果を得た。また同じようにして組織を回収し、RIPA 

バッファーにより溶解後、得られた組織抽出物を用いてWestern Blotを行った。そ

の結果、ポリープでは周辺正常組織と比べてNotch3、Asef、Hes1などの発現がタ

ンパク質レベルでも向上していることが確認できた（図13B）。 

siRNAを用いてDLD-1細胞でNotch3をノックダウンしたところ、CSLの発現を抑
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制した場合やGSI処理した場合と同じくAsefの発現抑制が観察された（図12E）。ま

た、逆にNotch3アクティブ型（N3ICD：Notch3の細胞内ドメイン）を強制発現す

ると、Asefの発現上昇が起こることも観察された（図12F）。よって、大腸癌細胞に

おいてはAsefがNotchシグナルにより発現制御を受けている可能性が示唆された。 

 

8. Notch3シグナルによるAsefプロモーターの活性化 

 

 NotchシグナルによってAsefの転写が引き起こされているのか確かめるため、ル

シフェラーゼアッセイを行った。本検証では、大腸癌細胞で最も発現が高いアイソ

フォームAsef-bを使用した。Asef-bのプロモーターのCSLの結合サイトは転写会始

点より2kbp上流に4箇所存在する（図14A）。始めに2kbp（P-2kbp）上流の配列と

1kbp（P-1kbp）上流の配列、そしてCSL結合サイトを全く含まない配列（P-

77bp）を蛍ルシフェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだコンストラクトを作製した

（図14B 図中に表示）。これらを大腸癌細胞株であるCaCo2細胞にトランスフェク

ションし、ルシフェラーゼの活性を測定したところ、P-77bpはほぼ活性を示さなか

ったのに対し、P-2kbpとP-1kbpはN3IDの強制発現によって、2倍程度活性化する

ことを見出した。また、N3ICDを共にトランスフェクションしていない状態でも、

P-2kbpとP-1kbpはCSL結合サイトを含まないP-77bpに対して5倍程度の活性を示し

ていることからも2kpb以内に重要な転写因子結合サイトが含まれていることが示唆

された。加えて、P-2kbpとP-1kbpの反応性はほぼ同等であることから、以降、

1kbp以内のCSL結合サイトに絞って解析を進めた。1kbp以内のプロモーター上には

3つのCSL結合サイトがあるが、転写開始点に近いものからCSL-1、2、3とした（図

14A中）。これらCSL-1、2、3に一箇所ずつ部位特異的ミュータジェネシスにより変

異を加え、蛍ルシフェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだコンストラクトを作製した



34 

 

（Mut-1、Mut-2、Mut-3：図12B中に表示）。N3ICDと共にCaCo2細胞へトランス

フェクションし、活性を測定したところ、Mut-1、Mut-3には大きな活性の変化は

現れなかった。一方、Mut-2においてはP77bpと同じレベルに至る、顕著な活性の

低下が見られた。以上の結果より、Asef-bのプロモーター上においてはCSL-2領域

にN3ICDとCSLの複合体が結合し、Asefの転写活性を制御していることが示唆され

た。 

 さらにAsefのプロモーター上に直接CSLが結合していることを確かめるため、抗

CSL抗体を用いてChromatin immnoprecipitation (ChIP) アッセイを行った（図

14C）。その結果、CSL-2領域を含むDNA断片にCSLが結合していることが示され

た。ポジティブコントロールとして、既知のNotchシグナルのターゲットである

Hes1のCSL結合領域結合領域を用いた。以上を踏まえると、CSLはAsefのプロモー

ター上に直接結合してAsefの転写を誘導していると考えられた。 

 

9. miR-1によるNotch3の発現制御 

 

 本研究により、大多数の大腸癌の症例でNotch3が特異的な発現上昇していること

を明らかにした。さらに、腫瘍発生初期に働く因子を捉えるために、Notch3/Asef

経路を制御する因子の同定を試みた。既にNotch1-3はmicroRNA（miRNA）によっ

て発現制御されているということが明らかにされているため（Ji Q et al., 2009; 

Song et al., 2009）、大腸癌におけるNotch3の発現亢進にもmiRNAによる発現制御

が関与している可能性検証した。 

 まず、ヒトのNotch3の3’UTRをもちいてin silico miRNA結合サイトの予測

（TargetScanを用いた）を行った。予測の結果、Notch3の3’UTRにおいて脊椎動物

間で高度に保存されているmiRNAの結合配列はmiRNA-1（miR-1）とmiRNA-206
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（miR-206）の2つであった。そこでまず、これらのmiRNAについて大腸癌におけ

るmiRNAの網羅的遺伝子発現解析の結果を参照したところ、miR-1のみが大腸での

発現があり、癌組織において発現減少していた。よって、大腸癌においてはmiR-1

がNotch3の発現を制御している可能性が示唆された。また、実際に大腸癌における

miR-1の発現を調べるために、ヒト大腸癌検体を用いたreal-time PCRを行った。そ

の結果、アレイのデータに示されていたように、miR-1は正常組織に比べ、癌組織

で顕著に減少していることが確認できた（図15A）。そこで次に、miR-1に対する合

成oligo （Pre-miR-1: Ambion）をDLD-1細胞にトランスフェクションし、Notch3

の発現に与える影響を確認した。コントロールのPre-miR-NC(negative control)と

pre-miR-1を強制発現したDLD-1細胞を回収し、ウェスタンブロットによってタン

パク質の発現量を比較したところ、miR-1を強制発現したDLD-1においてNotch3の

発現の低下が見られた（図15B左）。また、real-time PCRによってmRNAレベルで

の発現量の比較をしたところ、mRNAでもNotch3の発現減少が観察された（図15B

右）。加えて、Notch3の下流因子であることを明らかにしたAsefや、ポジティブコ

ントロールのHes1の転写も抑制されていることが確認できた。よって、miR-1が

Notch3の発現制御をしている可能性が示されたため、次にmiR-1がNotch3の3’UTR

に直接作用しているのかどうかを調べるためにルシフェラーゼアッセイによって検

討した。そのためにまず、Notch3の3’UTR（~1kbp）をRenilla luciferase遺伝子の

上流に組み込んだコンストラクト（WT-3’UTR）と、miR-1の結合サイトに変異を

入れ、miR-1が結合できない3’UTRをRenilla luciferaseの上流に組み込んだコンス

トラクト（Mut-3’UTR）を作製した（図15C）。得られたコンストラクトをDLD-1

細胞に遺伝子導入したところ、WT-3’UTRを持つルシフェラーゼの活性はmiR-1の

強制発現によって減少するのに対し、Mut-3’UTRをもつルシフェラーゼの活性は

miR-１の強制発現によっても影響を受けなかった（図13D）。このことから、miR-1
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はNotch3の3’UTRに直接結合し、Notch3のmRNAの安定性や翻訳に作用すること

で、発現量を調節している可能性が示唆された。 

 加えて、miR-1の発現がDLD-1の約18倍高いWiDr細胞（図15F）にmiR-1のAnti-

sense（Anti-miR-1）を強制発現し、miR-1の機能を阻害することによってNotch3

の発現に影響があるかどうかを検証した。コントロールのAnti-sense-NCを強制発

現したWiDr細胞と比較して、Anti-miR-1を強制発現したWiDr細胞のNotch3のタン

パク発現量をウェスタンブロットによって確認したところ、Anti-miR-1を強制発現

したWiDr細胞でNotch3の発現量が上昇していることが観察された（図15F左）。ま

た、real-time PCRによってNotch3およびAsefのmRNA量も調べたところ、両者と

も発現量が亢進していることが確認できた。これらの結果から、miR-1がNotch3や

Asefの上流因子として機能していることが示唆された（図15F右）。 

 

10. 癌細胞の運動を制御しているmiR-1-Notch3-Asef経路 

 

 これまでの研究結果から、大腸癌においてはmiR-1の減少によるNotch3の発現上

昇がAsefの発現亢進を誘導しているという構図が示唆された。よって、miR-1-

Notch3-Asef経路の存在と癌発症における重要性を調べるために、トランスウェル

を用いた運動アッセイによる機能的レスキュー実験を行った。 

トランスウェルは24well-plateのwell内にチャンバーが挿入されており、そのチャ

ンバーの底面は細胞が移動できるよう0.8μmの穴が開いたフィルターが装着されて

いる。チャンバーに播種した細胞がフィルターの上面から裏側に移動する割合をも

って細胞運動能を測ることができる。まずsiRNA-Control（siControl）と共にMock

またはN3ICDを強制発現したDLD-1細胞を、トランスウェルにて4時間培養した。

その後フィルターの裏に移動した細胞をDAPI染色し、移動した細胞の数を測定した
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結果、N3ICDを強制発現したDLD-1細胞はMockを強制発現させた細胞よりも運動

能が亢進していることを見出した（図16A）。一方、siRNAを用いてAsefの発現を抑

制すると、N3ICDによる細胞運動能の活性化が抑制された。この結果から、Notch3

はAsefの上流因子として機能し、細胞運動能の制御に関わっていることが示唆され

た。 

次にmiR-1の細胞運動への関与と下流因子を用いたレスキュー実験を行った。ま

ず、miR-1をDLD-1細胞に強制発現すると大幅に運動能が抑制された（図

16B&C）。そこで、miR-1に加えて下流であるN3ICDとAsefもそれぞれ強制発現し

たところ、運動能が回復する結果が得られた（図16B&C）。これらの結果から、大

腸癌細胞ではmiR-1の発現減少がNotch3とその下流のAsefの発現亢進を招き、細胞

運動能を促進することで、癌細胞の浸潤・転移に関与している可能性が示唆され

た。 

 

11. 癌細胞と微小環境のクロストーク 

 

 近年癌細胞はそれ自体のみでなく、周辺の微小環境（間質細胞（線維芽細胞、炎

症細胞、免疫細胞）、血管、リンパ管、低酸素状態など）との相互作用が、増殖や浸

潤・転移といった悪性化に重要であると考えられてきている。微小環境と癌細胞の

相互作用がどのようにして成り立っているのか、分子レベルでの理解が進むこと

は、今後の癌治療にむけた有用な知見となると考えられる。 

正常な腸管組織では、血管におけるNotchリガンドのDelta-like-4（DLL4）の発

現は低いが、癌組織に侵入している血管（主に血管内皮細胞）ではDLL4の発現が

亢進していることが知られているように、血管に直接接触している癌細胞では血管

内皮細胞が提示するDLL4によって、Notch経路が活性化しており、その活性化が癌
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細胞の増殖、転移に重要であることが報告されている。そこで、本研究では、大腸

癌細胞と血管内皮細胞の相互作用によるNotch/Asef経路の活性化が大腸癌細胞の転

移能に与える影響をTransendothelial migration assay（内皮下浸潤アッセイ）によ

って検証した（図17 A）。トランスウェルのチャンバーにヒト臍帯静脈血管内皮細胞

（HUVEC）を播種し、そのままフィルター上に一様な内皮細胞層を形成させるた

め48時間培養した。その後、チャンバー内にDLD-1細胞を播種し3時間培養した。

このアッセイではフィルターの裏にHUVECも移動してきているので、DLD-1細胞

と判別するためDAPI染色と共に上皮細胞のマーカーであるEpCAMの染色も行い、

EpCAMによって染色された細胞を計測することでフィルターの裏に移動してきた

DLD-1細胞の数を測定した。 

 まず、DLD-1細胞とHUVECが接触することでNotchシグナルが活性化され運動

能に影響があるのかを確かめるため、HUVECに発現しているDLL4をsiRNAを用い

て発現抑制した上でTransendothelial migration assayを行った。結果、HUVECに

おいてDLL4の発現が抑制されていると、DLD-1細胞の運動能が顕著に低下してお

り、血管内皮細胞に発現しているDLL4が癌細胞の運動能の増加に寄与しているこ

とが示唆された（図17B）。次に、DLD-1細胞にmiR-1を強制発現するとHUVEC存

在下でも運動は抑制された。しかし、N3ICDまたはAsefを強制発現すると運動能は

レスキューされた（図17 C）。これらの結果から、DLD-1細胞の運動能はmiR-1の発

現の減少によって発現亢進したNotch3が隣り合った血管内皮細胞のDLL4によって

活性化され、それによってAsefの発現上昇が引き起こされることで、細胞の運動能

が亢進されるのではないかということが示唆された。 
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12. 小まとめ：大腸癌における異常なmiR-1の発現減少や微小環境とのクロストー

クによる Notch3-Asef 経路の活性化が癌細胞の運動能に多大な影響を及ぼす 

 

本研究により、大腸癌におけるAsefの発現亢進にはNotchによる直接制御が関与

していることが示唆された。siRNAによるCSLの発現抑制やGSIによるNotchシグ

ナルの阻害がAsefの発現を減少させることから、AsefはNotchによる正の制御を受

けていると考えられた。近年、様々な癌においてNotchの寄与が報告されている

が、大腸癌においてもNotchの発現亢進が癌化に寄与していることが示されている

（Nickoloff et al., 2003; Ranganathan et al., 2011; van Es et al., 2005; Akiyoshi et 

al., 2008）。また、大腸癌におけるNotchシグナルの研究はNotch1が中心となってい

たが、ヒト大腸癌検体を用いた解析から大腸癌での発現亢進が認められたのは

Notch3のみであった。よって、大腸癌においてはNotch3の寄与するところが大き

いのではないかと考えた。  

大腸癌で発現が亢進しているNotch3がAsefの転写を活性化していると予測し、

DLD-1細胞にてsiRNAによるNotch3の発現抑制をしたところ、Asef mRNAの発現

の減少が見られた。また、これとは逆にN3ICDによるNotch3経路の活性化によって

はAsef mRNAの発現が亢進した。以上のことから少なくともAsefはNotch3による

転写制御を受けていると考えられた。さらに、Notch3がAsefの転写を直接制御して

いるのか検証するため、Asef-bプロモーターを用いたルシフェラーゼアッセイと、

抗CSL抗体を用いたChIPアッセイを行った。その結果、転写開始点から上流2kbp

に予測されたCSL結合サイトのうちの１つ（CSL-2: 図12A）がAsefのプロモーター

活性に重要であることが示された。またChIPアッセイからはCSLがCSL-2領域周辺

にて直接結合していることも見出された。以上より、大腸癌細胞においてAsefは

Notchシグナルからの直接の転写制御を受けていると考えられる。 

しかし、Notch経路の癌発症への寄与は数多く報告されているのにも関わらず、



40 

 

その発現上昇のメカニズムはほとんど解明されていない。そこで、大腸癌において

Notch3が特異的に発現亢進している原因を探るため、プロモーター解析とmiRNA

による発現制御の可能性を探索した。現在のところ、プロモーター解析からは有力

な転写因子の候補は挙がっていない。miRNAに関してはNotch1,2と3のそれぞれに

ついて1報ずつ報告がされていたため、miRNAによる発現調節についても確認を行

った（Ji et al., 2009; Song et al., 2009）。Notch3に関しては、miR-206による制御

が報告されており、HeLa細胞においてmiR-206を強制発現すると、Notch3の発現

がタンパク質とmRNAレベルの双方で抑制されることが示されている。またmiR-

206の強制発現によりNotch3の発現減少を介した細胞のアポトーシスや、運動能の

低下が誘導されることから、miR-206が癌抑制的miRNAであることが報告されてい

る。 

本研究においては、Notch3の3’UTRに結合するmiRNAとしてin silico解析から

miR-1とmiR-206が予測された。その為、大腸癌検体を用いた定量PCRによる解析

によって、miR-1のみが大腸正常組織で発現がみられ、尚且つ癌組織で発現が減少

していることを見出した。本研究で用いた大腸癌検体の実に80%以上でmiR-1の大

幅な減少がみられた。またこれらの検体において、miR-1とNotch3の発現には明確

な相関関係が見られた。以上の結果から、大腸癌においてNotch3はmiR-1による発

現抑制が解除されている可能性があると考えられた。そこで、大腸癌細胞にmiR-1

を強制発現したところ、Notch3の発現はタンパク質レベルおよびmRNAレベルで抑

制された。よって、Notch3はmiR-1によって発現が負に制御されていると考えられ

た。また、この抑制によってターゲットであるAsefやHes1の転写活性も抑えられて

いることから、miR-1-Notch3-Asef経路の存在が示唆された。さらに、このmiR-1

によるNotch3の発現抑制が直接的なものであるのかを確かめるために、Ntoch3の

3’UTRを用いたレポーターアッセイを行ったところ、WT-3’UTRがmiR-1の強制発
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現によって活性が低下するのに対し、Mut-3’UTRは全く活性に変化がなかった。よ

って、Notch3の3’UTRに予測されたmiR-1の結合サイトはNotch3の発現制御に必須

であり、miR-1からの直接の制御を受けていると考えられた。加えて、これらの事

実を補強するため、miR-1に対するアンチセンスオリゴ（Anti-miR-1）を用いて、

Notch3-Asefの発現に与える影響を検証した。WiDr細胞は大腸癌細胞株ではある

が、DLD-1細胞と比べて~18倍ほどmiR-1の発現が高くNotch3の発現もDLD-1細胞

より低い細胞である。この細胞を用いてAnti-miR-1を強制発現したところ、miR-1

の発現抑制を行うとNotch3の発現量はタンパク質、mRNAともに増加した。これに

伴い、AsefやHes1の転写活性も上昇した。以上の結果を踏まえると、多くの大腸癌

細胞でmiR-1の発現減少によるNotch3の発現亢進がAsefの発現上昇を招いているの

ではないかと推察された。 

 これまでの研究成果によって、miR-1-Notch3-Asef経路の存在が示唆されたが、

次にこのシグナル伝達経路の癌発症における重要性を検証した。miR-1は肺癌と頭

頸部扁平上皮癌において発現の減少が報告されており、各癌細胞株へのmiR-1の強

制発現はアポトーシスと細胞運動の抑制を引き起こすことが明らかにされている。

またNotchシグナルに関しても細胞の運動を制御しているという報告はいくつかあ

り、上皮間葉転換Epithelial to Mesenchymal Transition（EMT）という癌細胞が

浸潤・転移するときに重要な現象を制御していることも知られている

（Timmerman et al., 2004; Zavadil et al., 2004）。加えて、最近Aesという

Notch/CSLを核とした転写複合体に含まれるco-repressor が大腸癌での浸潤抑制因

子であると報告された（Sonoshita M et al., 2011）。CSLを含む転写因子複合体に

よる転写制御メカニズムについては未知の部分も多く、Aesの発見は興味深いもの

である。転移・浸潤を起こした癌細胞では、何らかの原因によりAesの発現が減少

しており、Notchシグナルが活性化することによって転移能が増大している。以上
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のような知見からNotchシグナルの活性化による転移能亢進にAsefが関わっている

可能性があると考えられた。実際、大腸癌細胞でもNotch3による運動能の正の制御

が見られたが、Asefの発現が抑制されているとN3ICDの強制発現によっても運動能

の向上は引き起こせなかったことから、Notch経路の活性化による細胞の運動能亢

進はAsefを介していることが示唆された。加えて、本研究によって、大腸癌細胞に

おいてはmiR-1による細胞運動の制御もNotch3/Asef経路を介していることが示唆さ

れた。 

また、癌細胞はそれ自身だけでなく、周囲の微小環境を利用することで、生存や

悪性化を促進していることが明らかとなっているが、特に血管は正常な腸管と比較

し、癌組織に進入してきているものでNotchリガンドのDLL4の発現が亢進している

ことが明らかになっている。大腸癌組織内ではDLL4を発現している間質細胞に接

している癌細胞でのみNICD（Notchの活性化）が観察されることも報告されている

ことから、癌細胞は癌組織内に新生されてきた血管と相互作用し、Notchシグナル

を活性化させることで浸潤能を高めている可能性が示唆された。このように癌細胞

が微小環境とのやり取りにより、より悪性度を増していく仕組みは近年注目され始

めている。そこで癌細胞と血管内皮細胞の相互作用によるNotch/Asef経路の活性化

が大腸癌細胞の転移能に与える影響を検討した。その結果、血管内皮細胞が提示す

るDLL4が、大腸癌細胞のNotch経路の活性化による内皮下浸潤に重要であり、大腸

癌細胞の浸潤・転移にAsefが深く関わっていることが示唆された（図18）。 
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第四章：考察 

 

1. 大腸癌における Asef の血管新生制御機構 

今回の結果から Asef が bFGF や VEGF の下流で血管新生を制御している可能性が

示唆されたが、これは Asef と APC が受容体型チロシンキナーゼを介して増殖因子

の下流で働いている可能性を示している。事実、当研究室の先行研究において、表皮

細胞では Asefが EGF や HGFの下流で機能していることが示唆されている。本研究

においては、Asef と APC が bFGF や VEGF の刺激によって、細胞の先導端のラッ

フリング膜やラメリポディアへ濃縮されることと、そこで APC-Asef 複合体が Rac1

や Cdc42 を活性化し、血管内皮細胞の運動能の一旦を担っているのであろうとと考

えられた。 

また、本研究の結果を裏付けるように、増殖因子のシグナルを介し、Vsv2/3 や P-

REX、Tiam1 などといったいくつかの GEF やエフェクターの PAC2 が Rac1 や

Cdc42 依存性の血管内皮細胞の運動や血管新生に関わっているという報告がされて

いる（Birukova et al., 2007; Garrett et al., 2007; Gavard and Gutkind, 2006; 

Gonzalez et al., 2006; Lee et al., 2007; Li et al., 2005）。血管新生における反応系に

おいて、これらの GEF や PAK2 が Asef の上流かまたは下流で働いているのかとい

うことは興味が持たれる点である。加えて、Cdc42 は運動中のアストロサイトにおい

て APC と Dlg1 の共局在を先導端に誘導することで、細胞の極性や運動を制御して

いるという報告もある（Etinne-Manneville and Hall, 2003; Etinne-Manneville et 

al., 2005）。これら既知の報告と総合して考察すると Asefが細胞の極性や運動の制御

に関わっている可能性はより確かなものだと考えられた。 

さらに、癌における血管新生にも Asefが関与している可能性を探るため、B16メ

ラノーマ細胞を用いマウスに移植したところ、Asef-/- マウスに移植した B16 メラノ
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ーマは Asef+/+ マウスに移植したものと比べて腫瘍の大きさだけでなく、腫瘍内部に

伸長してきた微小血管の数は顕著に減少していた。これらの結果から、Asef-/- マウス

において、腫瘍の増殖スピードに差が生じたのは腫瘍に酸素や栄養素を送る血管の形

成が阻害されたことによると考えられた。血管新生に関わる他の因子、例えば腫瘍関

連マクロファージの割合にはマウス間で差は見られなかったことから、Asef が腫瘍

の血管新生に関わる重要な因子であることが示唆された。 

 

2. 大腸癌における Asef発現亢進メカニズム 

前半の結果も加味すると Asef は大腸癌の発生において、腫瘍の血管新生を促進す

るという微小環境での側面と、癌細胞自体の悪性変異（miR-1 の発現減少に伴う

Notch3 の発現亢進）による発現上昇によって、癌細胞の運動能を促進し浸潤・転移

の助長をするといった側面の双方で重要な役割を果たしていることが示唆された。 

第一章の結果から Asef は血管新生において血管内皮細胞の運動に寄与しているこ

とが明らかになったが、血管新生においては内皮細胞の運動だけではなく、Matrix 

Metalloproteinases（MMPs）による血管を裏打ちしている基底膜の分解も重要であ

ることが報告されている。基底膜が分解されないと、血管内皮細胞は間質に遊走して

新たな血管構造を形成することができないため、血管新生において MMPs の発現制

御は重要であると考えられる。当研究室の先行研究によって、Asefは bFGFや VEGF

の下流因子として機能していること、および大腸癌細胞においては Asef が JNK 経

路を介して MMP9 の発現を制御していることを見出している（Kawasaki et al., 

2009）。また、血管新生時のMMPsは VEGFなどの増殖因子刺激によって、血管内

皮細胞から産生されることも明らかにされている。これらの知見を考え合わせると、

血管内皮細胞においても Asefは VEGFなどの増殖因子からの刺激を受けて、MMP9

の発現の誘導しているかもしれない。現在までに、MMPは多くのサブタイプが報告
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されており、その数は 20種類以上に上る。しかし、血管を裏打ちしている基底膜を

構成している IV 型コラーゲンの分解には MMP-9 とその基質である MMP2 が主要

な役割を果たしていることが知られている（Egeblad et al., 2002; Nagase et al., 

1991; Morodomi et al., 1992）。よって、Asefが血管内皮細胞の運動と基底膜分解と

の両方向から血管新生に寄与している可能性もあり、その重要性がより助長される。 

本研究結果から、大腸癌の発生に関わる miR-1-Notch3-Asef という新たな経路の

存在を明らかにしたが、miR-1の癌化への寄与はほとんど解析されておらず、大腸癌

での発現減少のメカニズムも解明できていない。一方、肺癌細胞においてはmiR-1の

発現減少が報告されており、ヒストンアセチル化によるエピジェナティックな変化を

介した発現制御を受けていることが明らかにされている。miR-1 の発現制御機構は

組織によって異なるとされており、プロモーターがメチル化の制御を受けているとい

うことや、mTOR 経路による制御を受けているということが報告されている。しか

し、大腸癌細胞においては miR-1 のプロモーターのメチル化やアセチル化の関与は

見出せなかった。よって、大腸癌における miR-1 の発現制御機構の解析は今後の課

題であると考える。 

加えて、癌細胞の生存や悪性化を支える微小環境と癌細胞との関連においては、血

管内皮細胞に発現する DLL4と近接した癌細胞の Notch3が相互作用し、シグナル伝

達が促進されることで、下流の Asef の発現ならびに細胞の運動の制御が行われてい

ることが示唆された。また、DLL4からの刺激は癌細胞の Notch3の発現を亢進する

ことも報告されており、初期の癌細胞において miR-1 の発現減少により発現抑制が

解除された Notch3は、微小環境と相互作用することで更にその発現を促進している

可能性が考えられる。しかし、リガンドと Notch 受容体の相互作用は Notch の細胞

内ドメインを切り出すための酵素が作用できるよう、受容体の立体構造の変化を起こ

すのみであり、直接活性化を誘導しない。この細胞内ドメインを切り出す酵素にはγ-
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セクレターゼの他にMMP-9やMMP-2も必要であることが報告されており、癌細胞

で Asef によって発現制御されている MMP9 は Notch シグナルの活性化にポジティ

ブフィードバック的に作用している可能性が考えられる。このことが事実ならば、

Notch シグナルの下流で Asef が機能している意義がより明らかになるのではないか

と考える。 

以上のように、大腸癌では miR-1 の発現減少を引き金に Notch3 の発現亢進がお

こり、微小環境との相互作用によって Notch3経路が活性化することで、Asefの発現

が誘導されるという構図が明らかになった。さらに、miR-1 から Asefにおける経路

は、微小環境からの追加的な刺激を受けながら、癌細胞の運動能に深く関わっている

ことを明らかにした。 

本研究によって得られた結果を総合的に評価すると、miR-1-Notch3-Asef経路は大

腸癌治療の有望な標的となるのではないかと考える。また、APCMin/+マウスと Asef

ノックアウトマウスを交配したところ、Asef のヘテロ欠損によっても腸管に発生す

るポリープの数や大きさが減少するが、ホモ欠損によって、さらにポリープの数や大

きさが減少することから、Asef の発現量が細胞の癌化に重要であることを見出して

いる。さらに、Asefのノックアウトマウスがほぼ正常に発生・生育することから、特

に Asef をターゲットとした分子標的薬の開発は、より副作用の少ない抗癌剤の開発

に繋がると期待できる。 
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アルマジロリピート

APC 

15 アミノ酸リピート 20アミノ酸リピート 塩基性領域

Cytoskeletal network Wnt signaling Cytoskeleton

Chromosome segregation

b-catenin Axin Microtubule EB1Kinesin2

A

B

結合タンパク質

MCR

FAP大腸 正常大腸

図1  癌抑制遺伝子APC（Adenomatous polyposis coli）

A:家族性腺腫性ポリポーシス （FAP）患者の大腸上皮（左）と正常大腸上皮（右）

B: APCタンパク質のドメイン構造と結合タンパク質
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図2 canonical Wnt シグナル経路

①Wntタンパク質が細胞膜表面受容体のFrizzledに結合すると、受容体にDishevelled （Dvl）
を放出させる。
②DvlはAxin/GSK-3/APC複合体を抑制し③ β-cateninの安定化が起こりβ-cateninが核へ移
行する。
④核に移行したβ-cateninはTCF/LEF1と複合体を作り、標的遺伝子の転写を促進する。
⑤Wntシグナルが活性化していない場合は、 β-cateninはAxin/GSK-3/APC複合体によって
ユビキチン化され、分解へ向かう。

①

②③

④

⑤
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正常大腸細胞

Rac1/Cdc42

APC非存在下 APC存在下

活性型Asef

変異
APC

大腸癌細胞

Rac1/Cdc42

APC
Dbl homology(DH)

domain

Pleckstrin(PH)

domain

不活性型Asef

Rac1/Cdc42

APC Binding 

Region (ABR)

Src homology 3 

(SH3)domain

active
active

A

B

図3 グアニンヌクレオチド交換因子（GEF）Asef/Asef2

A: (a) SH3ドメインとDHドメインは分子内結合をしており、Asef単体ではSH3ドメインによって
DHドメインがマスクされる事により自身のGEF活性が抑えられている。
(b) APCがAsefのN末端領域に結合することでN末端領域による負の制御が解除さGEF     

活性が発揮される。
(c)大腸癌では変異型APCによって、恒常的にAsefが活性化されている

B: AsefとAsef2のドメイン構造と相同性

Asef

(a) (b)

(c)
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図4 Asefの血管内皮細胞における運動能とチューブ形成能への関与

A: Asef+/+ マウス とAsef-/- マウス由来のMAECの抗Asef抗体による染色（緑色）とTO-PRO

（青色）による核染色。
B: Asef+/+ マウス とAsef-/- マウス由来のMAECの細胞増殖速度の比較。MAECは2.0X104

細胞を6well plateに播種し（day0）、24時間ごとに細胞数を数えた。 4回の独立した施行の平
均とS.E.を示す。
C: Transwellを用いた運動アッセイ。 Asef+/+ マウス またはAsef-/- マウス由来のMAECに
bFGFやVEGFによる刺激を与えた時の細胞の運動量を定量した。各MAECは4.5時間運動さ
せ、Transwellの底面に移動してきた細胞の数を測定した。4回の独立した施行の相対値の平
均とS.E.を示す。
D: BSAまたはbFGFを含むマトリゲル上にMAECを播種し、チューブ形成具合を位相差顕微鏡
によって観察した。スケールバーは50μm

E-G: Dの結果を定量化した。X100倍の視野中におけるチューブの数（E）、チューブの長さ（F）、
枝分かれの数（G）を示す。4回の独立した施行の平均とS.E.を示す。
H: AsefまたはAPCのノックダウンによるHAECの運動能への影響。Transwellを用いAsefまた
はAPCに対するsiRNAをトランスフェクションした細胞をBSAやbFGFまたはVEGFの存在下で
3.5時間運動させ、底面に移動した細胞の数を測定した。 4回の独立した施行の相対値の平均
とS.E.を示す。*, p<0.05; **, p<0.01*, ***, p<0.001. BSA, bovine serum albumin 



図5  APC/Asef複合体はbFGFとVEGFの下流で機能する

A: bFGFまたはVEGFを作用させた時のHAEC細胞を示す。細胞は24時間の飢餓状態の後、
bFGF (25 ng/ml)またはVEGF(10 ng/ml)で30分間刺激し、抗Asef抗体と抗APC抗体にて
二重染色した。 矢頭はラッフル膜にAsefとAPCが局在している領域を示す。スケールバー
は20μm

B: AsefまたはAPCをHAECに強制発現し、bFGFによって刺激したときのそれぞれの局在を
示す。HAECはHAタグ付きAsefまたはMycタグ付きAPCを強制発現し、それぞれ抗HA抗体、
抗Myc抗体によって染色した。矢頭はラッフル膜を示す。
C: ｂFGFによる刺激はAsefとAPCの相互作用を促進する。HAタグ付きAsefの全長をコード
したアデノウイルスを感染させたHAECにbFGFによる刺激を行ったものまたは刺激を行って
いない細胞からlysateを回収し、抗HA抗体にて免疫沈降を行った。その後、抗APC抗体ま
たは抗HA抗体にてImmuno blotを行った。
D-E: AsefとAPCはbFGFまたはVEGF誘導性のRac1とCdc42の活性化に必要である。
Asef+/+ とAsef-/- MAEC、または正常なHAECとAPCのノックダウンを行ったHAECに
bFGFまたはVEGF刺激を加え、活性化型のGTP-Rac1またはGTP-Cdc42をGST-PAK 

CRIPが結合したglutathione-sepharose beads を用いて測定した。GTP結合型のGTPase

は図中に示す各抗体を用いてImmunoblotingにて検出した。
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図6 動脈からの毛細血管の新生におけるAsefの役割

A: Asef+/+ マウスとAsef-/- マウスから大動脈を切り出し、bFGF、EGF、VEGF、IGF-1と2%

の血清を含むマトリゲル中に封入した後、8日間培養した。 写真上部は倍率40倍、下部は
100倍での撮影図。スケールバーは100μm

B: Asef+/+ マウスまたはAsef-/-マウス由来の動脈（各3サンプル）の培養から8日目に出芽し
てきた血管の数の平均とS.E.を示す。*, p<0.05

A B
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図7 in vivoでのマトリゲルプラグ内への血管の伸長

A: Asef+/+ マウスへ増殖因子を含まないマトリゲルプラグを移植したもの（左）、bFGFを含む
マトリゲルプラグを移植したもの（中央）、 Asef-/- マウスへbFGFを含むマトリゲルプラグを
移植したもの（右）を5日後に摘出した。

B: Asef+/+ マウスまたはAsef-/- マウスへ移植したbFGFを含むマトリゲルプラグ内に伸長
してきた血管を抗CD31抗体によって蛍光染色した。 スケールバーは50μm

C: Bのデーターを定量化した。 Asef+/+ マウスまたはAsef-/- マウス各4-5匹から独立して
摘出したマトリゲルプラグにおいて200倍での視野における血管の占める割合の平均値と
S.E.を示す。*, p<0.05

A B

C
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図8 Asef-/- マウスへ移植した腫瘍は大きさも血管新生も減少する

A: Asef+/+ マウスまたはAsef-/- マウスの皮下へB16メラノーマ細胞を移植し、14日後に摘出
した。スケールバー 10mm

B: Asef+/+ マウスまたはAsef-/- マウス各11匹に移植したB16メラノーマ細胞の腫瘍の大きさ
の平均値とS.E.を示す。

C: Asef+/+ マウスまたはAsef-/- マウスから摘出した腫瘍組織の断面を抗CD31抗体で染色
（茶色）し、対比染色をHematoxylinにて行った。矢印は赤血球を含むような毛細血管を示す。
スケールバーは50 μm

D: 抗CD31抗体による蛍光染色。スケールバーは50 μm

E: Dのデーターを定量化した。Asef+/+ マウスまたはAsef-/- マウス各6-7匹から摘出した腫
瘍組織に占める血管の割合の平均値とS.E.を示す。

F: Kaplan-Meier 生存曲線は皮下へB16メラノーマ細胞を移植されたAsef+/+ マウスまたは
Asef-/- マウス各11匹の結果による。*, p<0.05; **, p<0.01
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図9 腫瘍関連マクロファージと血管新生

A: Asef+/+ マウスまたはAsef-/- マウスから摘出した腫瘍組織の切片を抗F4/80抗体（茶
色）と対比染色用のnuclear fast red によって免疫染色を行った。矢印はF4/80ポジティ
ブなマクロファージを示す。スケールバー50 μm

B: Asef+/+ マウスまたはAsef-/- マウスから摘出した腫瘍組織内に占めるマクロファージ
の量を定量化した平均値とS.E.M.を示す。

C: Asef-/- マウスのマクロファージはAsefの発現を消失している。 Asef+/+ マウスまたは
Asef-/- マウスから摘出したマクロファージからRNAを回収し、RT-PCRを行った。
GAPDHをインターナルコントロールとした。

D: Asef+/+ マウスまたはAsef-/- マウスから摘出した腫瘍組織の切片を抗VEGF抗体
（茶色）と対比染色用のhematoxylinで染色した。
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①
②

③

④

(Kopan R and Ilagan M 2010)

図10 Notch1-4受容体（マウス）のドメイン構造（左）とNotchシグナル伝達経路の概要図（右）

①Notch受容体にリガンドが結合すると、Notchの立体構造が変化しproteaseが作用できるよ
うになる。
②γ-secretaseがNotchの膜貫通付近の領域を切断し、細胞内ドメイン（NICD）が切り離され
る。
③NICDは膜から開放され核へと移行する。
④核へ移行したNICDは標的遺伝子のプロモーター上のCSLと結合し、転写活性複合体を作
ることで、転写を促進する。
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(Kerscher AE and Slack FJ 2006)

図11  microRNAの成熟過程の概略図
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図12 NotchシグナルによるAsefの転写制御

A: Asefの4つのアイソフォーム。黒いボックスはexonを間はintronを示す。

B: DLD-1細胞にてsiRNA(2配列: #1, #2)によるCSLのノックダウンを行い、Real-Time PCRに
てAsefの発現量への影響を比較した。相対定量を行うため、サンプル間の誤差の調整には
GAPDHを用い、controlに対する相対値でAsefの発現の変化を定量した。3回の独立した施行
の相対値の平均とS.E.を示す。 siRNAによるCSLタンパク質の発現抑制とそれに伴うAsefの
タンパク質の発現をimmunoblotにより、抗CSL抗体と抗Asef抗体によって検出した。

C: GSIとcontrolのDMSOを作用させたDLD-1細胞からRNAを抽出し、Real-Time PCRによっ
てAsefの発現量を定量した (左)。 3回の独立した施行の相対値の平均とS.E.を示す。抗
Notch3抗体を用いたImmunoblotによりGSIの影響でNotch3が切断され、N3ICDがcontrolに
比べて減少し、Notchシグナルが抑制されていることを示す（右）。

D: ヒト大腸癌の検体と周辺部の正常組織からRNAを抽出し、Notch1-3の発現量の相対値を
比較し、box plotで示した。26検体を用いた定量の結果、正常組織と癌組織間でNotch3のみ
発現に有意な発現差が確認された（上） 。Notch1（中）、Notch2（下）は有意な発現差は確認さ
れなかった。

E: DLD-1細胞にてsiRNA(2配列: #1, #2)によるNotch3のノックダウンを行い、Real-Time 

PCRにてAsefの発現量への影響を比較した。相対定量を行うため、サンプル間の誤差の調整
にはGAPDHを用い、control に対する相対値でAsefの発現の変化を定量した。3回の独立した
施行の相対値の平均とS.E.を示す(上)。siRNAによるNotch3タンパク質の発現抑制とそれに
伴うAsefのタンパク質の発現をimmunoblotにより、抗Notch3抗体と抗Asef抗体によって検出
した。

F: DLD-1細胞にHAタグ付きN3ICDまたはMockの強制発現を行い、RNAを抽出し、Real-

Time PCRによってAsefとNotchシグナルの下流遺伝子Hes1やHEY1の発現を定量した。相対
定量を行うため、サンプル間の誤差の調整にはGAPDHを用い、controlに対する相対値で各
遺伝子の発現の変化を定量した。3回の独立した施行の相対値の平均とS.E.を示す（上）。
ImmunoblotによりHAタグ付きN3ICDの発現を抗HA抗体によって、Asefの発現を抗Asef抗体
によって検出した（下）。

68



A

B

図13 APCMin/+マウスの小腸ポリープ におけるNotchの発現

A: APCMin/+マウスの小腸から近接したポリープ4-5個と同程度の体積の周辺正常組織
を採取し、これらを正常ー癌組織の一組とし、5組のサンプルからRNAを抽出した。
Real-Time PCRによって正常組織に対するポリープでの各遺伝子の発現量の相対値を
定量した。相対定量を行うため、サンプル間の誤差の調整にはGAPDHを用い、controlに
対する相対値で各遺伝子の発現の変化を定量した。3回の独立した施行の相対値の平均
とS.E.を示す。

B: タンパク質レベルでのNotch3と下流の標的遺伝子の発現量を定量するため、 RNA回
収時と同様に組織を採取しRIPAバッファーにlysisし、抗Notch3抗体、抗Asef抗体、抗
Hes1抗体を用いImmunoblotを行った。N:Normal, T:Tumor
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図14 Notch3/CSLによるAsefの転写活性

A: Asef-bのプロモーター上に存在するCSL結合モチーフの位置を示す（黒いボックス）。ボッ
クスの上部には転写開始点からの距離を示している。TSS, Transcription Starting Site

B: 左側にレポーターコンストラクトの概略図を示す。灰色のボックスはCSLの結合モチーフ
を示す。CaCo細胞はMock(pcDNA3.1)またはN3ICDをトランスフェクションし、24時間後に
各レポーターコンストラクトをトランスフェクションした。さらに24時間後に細胞をlysisし、
Luciferase assayを行った。3回の独立した施行の相対値の平均とS.E.を示す。

C: CaCo2細胞は固定後、RIPAバッファーでlysisし、sonicationによってchromatinを破砕し、
抗CSL抗体または抗rabbit IｇG抗体を用いたChIP assayを行った。GAPDHのプロモーター
とHes1のプロモーターはそれぞれ、ネガティブコントロール、ポジティブコントロールとして用
いた。 70
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図15 miR-1によるNotch3の発現制御

A: small RNAを含む総RNAをヒトの大腸癌検体と周辺の正常組織から抽出し（n=26）、miR-

1を定量するためにReal-Time PCRを行った。相対定量を行うため、サンプル間の誤差の調
整にはU6遺伝子を用い、癌組織でのmiR-1の発現量を正常組織に対する相対値で定量した。

B: 合成oligo、miR-1（Pre-miR-1）の強制発現はNotch3の発現を抑制する。 DLD-1細胞へ
のPre-miR-Negative Control(NC) またはPre-miR-1をトランスフェクションし、RIPAバッ
ファーにlysisした後、図中に示した抗体を用いてImmunoblotを行った（左）。また、Asefや標
的遺伝子Hes1やHEY1のmRNA の発現をReal-Time PCRによって定量した（右）。

C: 予測されたmiR-1の結合シード配列、WT-3’UTR。miR-1が結合できないような変異を加
えた配列、Mut-3’UTR。これらをRenilla luciferase遺伝子の下流に組み込み、次の実験を
行った。

E: DLD-1細胞にレポータープラスミドとPre-miR-NCまたはPre-miR-1を同時にトランスフェク
ションした。48時間後に細胞を回収し、Luciferase assayを行った。

F: anti-sense miRNAを用いた抑制実験を行うため、miR-1の発現が高い細胞株をスクリー
ニングした。細胞株からsmall RNAを含む総RNAを抽出し、Real-Time PCRによってmiR-1

の発現量を定量したところ、WiDr細胞はDLD-1に比べて~18倍ほど高いmiR-1の発現をして
いることが示された。

G: WiDr細胞にanti-miR-Negative conrol（NC）またはanti-miR-1をトランスフェクションし、48

時間後にRIPAバッファーにlysisし、Notch3タンパク質の発現量の変化をImuunoblotによって
検出した（左）。
また、この時のNotch3やAsef、HEY1のmRNA量の変化を同様の条件下で培養した細胞

から総RNAを回収してReal-Time PCRを行うことで定量した。相対定量を行うため、サンプ
ル間の誤差の調整にはGAPDHを用い、controlに対する相対値で各遺伝子の発現の変化を
定量した。3回の独立した施行の相対値の平均とS.E.を示す。
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図16 miR-1-Notch3-Asef経路による癌細胞の運動制御

A: DLD-1細胞を3.0X105 細胞/well (6well plate)播種し、24時間後に図中に示したような
siRNAと発現ベクターコンストラクトをそれぞれ同時にトランスフェクションした。48時間後に細胞
をtrypsin処理によって剥がし取り、1.0X105 細胞/200 μl mediumとし、Transwellのチャンバー
内へ添加した。チャンバー底面のフィルターの裏面は予め10μ g/mlのCollagen Type I で一晩
コートした。 細胞は4時間運動させ、その後フィルターの裏面に移動した細胞をDAPI染色し、数
を数えた。siRNAのcontrolとMockをトランスフェクションした細胞の運動度を100%とし、その他の
細胞の運動度の変化を相対的に示した。3回の独立した施行の相対値の平均とS.E.を示してい
る。

B-C: 6well plate へDLD-1細胞を3.0X105 細胞/well 播種し、24時間後に図中に示したような
siRNAと発現ベクターコンストラクトを同時にトランスフェクションした。48時間後に細胞をtrypsin

処理によって剥がし取り、1.0X105 細胞/200 μl mediumとし、Transwellのチャンバー内へ添加
した。細胞の運動はAと同様に行った。図は3回の独立した施行の相対値の平均とS.E.を示して
いる。*, p<0.05; **, p<0.01
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Transendothelial migration assay

図17 Transendothelial migration assay

A: Transendothelial migration assay の概要図。
始めにSample 1のチャンバー内にHUVECを2X10 細胞/200μl EBM-2播種し、下層の
wellにもEBM-2を700μl加え、48時間培養する。その後、チャンバー内とwellのEBM-2

を除きDLD-1細胞（Sample 2）を1.0X10 細胞/200μl RPMI640をチャンバーに加える。
WellにもRPMI640を加え、12時間培養する。HUBEC層を通り抜け、フィルターの底面
に移動してきた細胞数を測定し、細胞の移動度を測定する。

B: HUVECに発現しているDLL4を抑制するとDLD-1細胞の運動能が低下する。HUVEC

にDLL4特異的なsiRNAを用いて48時間ノックダウンを行った後、Transendothelial 

migration assayを行った。3回の独立した施行の相対移動度の平均とS.E.を示してい
る（上図）。DLL4に対するsiRNAによるDLL4たんぱく質の発現減少をimmunoblotingに
よって確認した。矢頭がDLL4たんぱく質のバンドを示す（下図）。

C: 大腸癌細胞株へのmiR-1の強制発現は、HUVECとの共培養においても、細胞の運動
能を低下させる。DLD-1細胞へ、図中に示すような組み合わせでmiRと発現ベクターの
強制発現を同時に行い48時間後にTransendothelial migration assayに用いた。 3回
の独立した施行の相対移動度の平均とS.E.を示している。
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図18 miR-1-Notch3-Asef経路を介した大腸癌の悪性化機構の概略図
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