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【英語題名】 

Investigation of the role of genotoxic stress-induced RhoGDIβ cleavage in human 

cervical carcinoma (HeLa) cell line 

  

【略語一覧】 

Rho: Ras homolog family member proteins 

GTP: Guanosine-5’-triphosphate 

GDP: Guanosine-5’-diphosphate 

GDI: guanine nucleotide dissociation 

GEF: guanine nucleotide exchange factor 

GAP: GTPase-activating protein 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

FBS: Fetal Bovine Serum 

DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole                                   

Cdc42: Cell Division Cycle 42 

Rac1: Rac Family Small GTPase 1 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

ECL: enhanced chemiLuminescence  
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【要旨】 

 本研究では、放射線被曝によるゲノムストレスで起こる不都合な生体応答現

象を回避させるような分子創薬を最終目的とし、それに関係した細胞内シグナ

ル伝達経路の研究を行った。特に、細胞増殖や細胞運動、細胞骨格の制御に中

心的な役割を担っている細胞内情報伝達の変換器分子（分子スイッチ）である

RhoGTPaseファミリーに注目し、その制御因子のひとつである RhoGDIβ による

ゲノムストレス応答時での制御様式を解明することを目指した。 

 RhoGDIβ は、分子スイッチである RhoGTPase、特に Rac1 の制御因子として知

られる。また、この分子は、ヒトのがん進展における転移関連分子として知ら

れる。更に、その分子内に、放射線などで誘発されるアポトーシスで活性化す

る 3型カスパーゼによって切断されるサイトを持つ。 

 第 1章では、緒言として背景と目的を述べる。 

 第 2章では、RhoGDIβ のゲノムストレス応答性動態解析結果を述べる。 

 RhoGDIβはその分子内に活性化3型カスパーゼによる切断サイトが存在する。

そこで、本研究では、RhoGDIβ の活性化 3 型カスパーゼによる切断産物（N 末

欠失型 RhoGDIβ、ΔN-RhoGDIβ）が、ゲノムストレスに曝された後に、アポトー

シスに陥った細胞で発現しているのかどうかについて、ヒト子宮がん由来 HeLa

細胞で確かめた。その結果、驚くべきことに、ΔN-RhoGDIβ は、放射線照射され

て生き残っている細胞内で長期間（144 時間以上）発現が持続していた。 

 第 3章では、ΔN-RhoGDIβ の強制発現による細胞の増殖や生存に関係する形質

の変更について述べる。 

 ΔN-RhoGDIβ の強制発現実験を行った。その結果、細胞の増殖能に大きな変更

は無かった。また、アポトーシス感受性は増大傾向にあったものの、顕著では

無かった。すなわち、RhoGDIβ は、3 型カスパーゼの活性化によって起こる細

胞死とは直接関係せず、他の細胞機能のシグナル・メディエーターであろうと

考えられた。 

 第 4章では、ΔN-RhoGDIβ の強制発現による細胞運動に関係する形質の変更に

ついて述べる。 

 ΔN-RhoGDIβ が高発現した細胞では、細胞の形態、特にアクチン束の形成がコ

ントロールと比較して低下していたが、ランダムな細胞運動能に大きな変更は

観察されなかった。そこで、方向性のある細胞運動能について、試験管内での

epithelial wound-healing assayを行った。その結果、ΔN-RhoGDIβ が高発現した細
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胞では、著しい方向性のある細胞運動能の阻害が起こっていた。 

 第 5 章では、ΔN-RhoGDIβ が分子スイッチである RhoGTPase とどのように関

係しているのかについて述べる。 

 細胞分画と免疫沈降法により、RhoGDIβ が細胞膜画分で Rac1 と結合している

のに対して、ΔN-RhoGDIβ は、細胞膜画分以外に、細胞質や細胞核に分布し、

Cdc42 と結合していることを見出した。また、Cdc42 活性を阻害した。すなわち、

RhoGDIβ は、細胞膜で Rac1 を阻害する因子として働いているが、ゲノムストレ

スにより切断された後、細胞内で大きく分布を変更させて、Cdc42 を阻害する因

子として働くことがわかった。 

 第 6 章では、ΔN-RhoGDIβ の Cdc42 阻害効果がもたらす生理作用について述

べる。 

 Cdc42 は、細胞の極性を制御する分子スイッチとして認識されている。この活

性の阻害は、方向性のある分裂や運動が阻害される。また、ハエの研究から、

Cdc42 阻害によって、方向性を失った細胞がアポトーシスで失われた細胞を埋め

る増殖（代償性増殖）を誘導するシグナル経路を活性化することが知られてい

る。そこで、本研究では、ΔN-RhoGDIβ の高発現によって、放射線によるアポト

ーシスで誘導される代償性増殖が活性化するかどうかを確かめた。その結果、

ΔN-RhoGDIβ の高発現では、Cdc42 が阻害されて代償性増殖が促進することがわ

かった。 

 第 7章では、本研究の総括を述べる。 

 分子スイッチ RhoGTPaseの制御因子である RhoGDIβ は、Racの阻害因子とし

て働いているが、ゲノムストレスでアポトーシスに至らず生存した細胞内で

ΔN-RhoGDIβ が蓄積し、Cdc42 阻害因子として働く。その結果、ゲノムストレス

を受けた生存細胞は、細胞極性を喪失し、代償性増殖の誘導が起こることが示

された。このシグナル経路は、特に、RhoGDIβ 発現の高い癌腫で機能している

と考えられる。放射線治療を受けた場合、生存細胞では ΔN-RhoGDIβ の発現に

よって無秩序な細胞運動が起こり、代償性増殖の誘導により再増殖（再発）へ

のシグナル伝達経路として機能する可能性が示唆される。RhoGDIβ の発現を下

げるような作用のある物質の探索は、放射線治療の効果を高めることに繋がる

かも知れない。 
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 アポトーシスは、細胞傷害性ストレスによって DNAまたは他の損傷を含む細

胞を処理する重要な生体防御機構である[1-4]。このメカニズムは、傷害受けた

組織から影響をされた細胞の排除をもたらし、同時に、組織のホメオスタシス

を回復および維持するためには、細胞死に応答する代償性増殖の促進が必要と

される[5-8]。がん組織では、増殖とアポトーシスとの間の平衡が不均衡であり、

アポトーシスの抑制は腫瘍の増殖に寄与する[4, 9-11]。放射線療法または化学療

法などの細胞傷害性治療の後、代償性増殖は腫瘍が持続するために重要であり、

癌の進行および拡大において非常に重要な因子である。 しかし、プロセスの根

底にあるメカニズムはまだ解明されていない[12-14]。多くのアポトーシスにお

いて、実行因子であるカスパーゼ、3 型カスパーゼの活性化は必須であり、標的

タンパク質の切断に関与している[15, 16]。3 型カスパーゼの活性化は、多くの

ヒト細胞傷害性抗癌療法において検出されている[17-19]。最近の一連の研究に

より、カスパーゼ活性化が細胞傷害性プロセスだけでなく腫瘍の再増殖および

拡大にも関与することが知られてきた[20-25]。活性化した 3 型カスパーゼの多

くの細胞標的は、ポリ（ADP-リボース）ポリメラーゼなどの機能的に不活性化

されたタンパク質または細胞死プロセスを促進するカスパーゼ活性化 DNase な

どの活性化タンパク質のいずれかと同定されている[26]。しかしながら、これら

の細胞内の 3 型カスパーゼ基質の中でも、多数のタンパク質が細胞自殺プロセ

スを直接媒介するために必要ではないことが知られている[27, 28]。下流の標的

および経路またはそれらの機能的役割は、アポトーシス細胞において部分的に

記載されているが、これらの基質のより多くの正確な生理学的役割および様々

な細胞応答における作用機序は完全には明らかにされていない[29-32]。これら

の基質および経路の証明は、細胞死に応答して起きる 3 型カスパーゼによって

誘導される腫瘍増殖の機構的基礎を確立し、腫瘍の拡大のための新しい 3 型カ

スパーゼ特異的標的を開くであろう。 

 Rho ファミリーの GTPaseは、多様な変化する環境条件に適切に応答するため

に、様々な細胞型で複数の機能的活性を発揮する[33]。このタンパク質ファミリ

ーは、ヒトにおいて 22のメンバーを含んでおり、Rac、Cdc42、Rho および他の

サブファミリーに細分される[34]。これらの Rho GTPase によって生成される経

路は、遺伝子転写の制御、細胞周期の進行、細胞形態および細胞運動性を含む

複数の機能を有する[35-38]。その中で、Cdc42 は細胞極性のマスターレギュレー

ターであると認識されている[33, 39-41]。細胞内でのその局所的集中および活性
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化は、遊走中の前後の極性を決定し、有糸分裂中の分裂軸の向きも決定する

[42-44]。Cdc42 ベースの極性複合体の損失は、細胞の極性破壊を導く[45-48]。こ

のような混乱した状況下では、アポトーシスによって誘導される代償性増殖は、

極性細胞よりも激しい[49]。Rho GTPase の活性は、下流シグナリングを促進す

る活性化因子として作用する guanine nucleotide-exchange factors（GEF）および不

活化因子として作用する GTPase-activating proteins（GAP）を介した不活性（GDP

結合）および活性（GTP 結合）フォームのサイクリングによって制御される[50]。

このような GEFおよび GAP が触媒する GDP/GTP サイクリング活性は、別のレ

ベルの調節で Rho GDP dissociation inhibitor（GDI）によって制御され、それは他

のスモール G プロテインファミリーには一般的に見られない特徴的である[51]。

Rho GDI ファミリーには、RhoGDIα、RhoGDIβ、RhoGDIγ の 3 つのメンバーが

存在している[52]。それらは Rho GTPaseを細胞膜から引っこ抜き、それらを GDP

形態（不活性形態）で細胞質内に保持することによって働きを阻害する[51]。し

たがって、RhoGDIタンパク質は、RhoGTPase を不活性形態で維持するための重

要な役割を有する。それらの阻害活性は、発現レベル、細胞内局在、および結

合パートナーのスペクトルに依存する可能性が高い[53]。RhoGDI ファミリーの

3 つのメンバーのうち、RhoGDIα はほとんどの組織で普遍的に発現するが、

RhoGDIβ と RhoGDIγ はそうではない[54]。RhoGDIγは、脳、膵臓、肺、腎臓お

よび精巣のような特定の組織において低いレベルで発現される [55, 56]。

RhoGDIαおよび RhoGDIγとは異なり、RhoGDIβ は造血細胞および上皮細胞で高

度に発現され、優先的に Rac1 と相互作用する[40, 57, 58]。以前の研究では、3

型カスパーゼ活性化の結果として現れる RhoGDIβ の N 末端切断形態である

ΔN-RhoGDIβ は、放射線誘発アポトーシス細胞において発現されることが示され、

それらのアポトーシス細胞で細胞質および核の両方に局在しているようであっ

た[59]。ΔN-RhoGDIβ の異所的過剰発現は、死の刺激に応答してアポトーシスを

加速することが報告されている[60]。しかし、RhoGDIβ 切断の調節がアポトーシ

ス細胞死を調節する可能性についてはほとんど知られていない。さらに、

RhoGDIβ の切断および再分布が細胞内の Rho GTPase に影響するか否かは確実

ではない。 

 この論文では、3型カスパーゼ活性化によって連続的に産生され、照射後に生

存細胞に蓄積される ΔN-RhoGDIβ が Cdc42 と相互作用することを実証した。さ

らに、ΔN-RhoGDIβを発現する HeLa細胞の詳細な解析により、ΔN-RhoGDIβが、
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代償性増殖の促進を含む極性関連細胞機能を制御する Cdc42 シグナル伝達のた

めの新たな 3 型カスパーゼ下流ドミナントネガティブレギュレーターであると

いう証拠を提供する。 
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2．1 研究背景 

 腫瘍サプレッサータンパク質 p53 が正常に機能しているマウス胸腺リンパ腫

細胞において、放射線誘発アポトーシスの間に活性化された 3 型カスパーゼに

よって RhoGDIβ が切断されることが示されている[59]。 ΔN-RhoGDIβ の発現は

一過性であり、時間経過が細胞死プロセスと一致したため、p53依存性アポトー

シス細胞死を調整または促進する可能性があった。しかし、以前に、照射を受

けて生き残った再増殖細胞においてΔN-RhoGDIβの発現の増加を発見している。

本研究では、DNA 損傷後の上皮細胞における ΔN-RhoGDIβ の役割を解明しよう

とした。 
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2．2 材料と方法 

2. 2. 1 細胞 

 HeLa 細胞（ヒト子宮頚部癌由来細胞）を用いた。HeLa 細胞は、全て DMEM

（dulbecco’s modified eagle medium：GIBCO 社）に 10%牛胎児血清（Biosciences

社）を添加した培地で、37°C、CO2濃度 5%の条件のインキュベーターで培養し

た。 

 

2. 2. 2 放射線照射 

 細胞に、0.5mA の Al プラス 0.5mm の Cu フィルターを備えた 4mA で動作す

る X線発生器（135kVp）を用いて、Victoreen ionizing chamber によって測定して

0.5Gy/分の線量率の放射線を室温で照射した。 

 

2. 2. 3 免疫ブロット法 

 培養した細胞や、組織サンプルは、SDS-sample buffer（25mM Tris-HCl pH 6.8、

5% glycerol,2.5% 2-mercaptoethanol、1%SDS、protease inhibitor cocktail（Sigma社））

を用い、氷上中で、10 秒を 3 回ソニケーションし、タンパク質抽出をした。そ

して 4℃、1 分間 15,000rpm で遠心し、その上精のタンパク質濃度を Bio-Rad 

protein assay kit（Bio-Rad 社）を用いて決定し、サンプルが 20μg量になるよう

に SDS-sample buffer で調整し、100℃で 3分間熱処理を行った後、12% SDS-ポ

リアクリルアミドゲルで泳動した。泳動後は、Immobilom-P membrane（Millipore

社）にタンパク質を転写させた。その後、メンブレンを 1 次抗体で反応させ、2

次抗体と反応させた後、ECL Western Blotting Detection Reagent（Amersham 社）

を使って、X線フィルムに感光させ、タンパク質の発現を調べた。1次抗体には、

抗 RhoGDIβ 抗体（C 末端領域認識抗体）（sc-6047, Santa Cruz Biotechnology社）

と抗 ΔN-RhoGDIβ 抗体（#97A1015, Active Motif 社）と抗活性型 caspase-3 抗体

（Asp175）（#9660, Cell Signaling Technology社）と抗 RhoGDIα抗体（sc-360, Santa 

Cruz Biotechnology社）を用いた。2次抗体には、HRP 標識した抗ラビット、抗

マウスもしくは抗ゴート抗体（Amersham Biosciences 社）を用いた。 
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2．3 結果 

 はじめに、照射を受けた後に再増殖してきた p53 欠損 HeLa 細胞における

ΔN-RhoGDIβ の発現レベルを調べた。C 末端領域に対する抗 RhoGDIβ 抗体を用

いた分離した死んだ細胞の除去によって集められた付着している生きた細胞か

らの細胞溶解物のイムノブロット分析は、野生型の完全長 RhoGDIβ が照射後に

有意に発現が上方に制御されたことを明らかにした（図.1A）。同時に、21kDa

の切断型 RhoGDIβ タンパク質も検出された（図.1A）。このタンパク質は、N末

端切断領域に対する抗 ΔN-RhoGDIβ 抗体を用いたイムノブロッティングにより

ΔN-RhoGDIβ として同定された（図 1B）。全長 RhoGDIβ および ΔN-RhoGDIβ の

両方の発現は、放射線に曝された生存細胞において持続的に発現され、3型カス

パーゼの活性化を伴った（図 1C）。 両方のタンパク質の高発現レベルは、少な

くとも照射後 6 日間にわたって連続的に検出された。一方、RhoGDIα の発現は

照射による影響を受けず、切断も検出されなかった（図 1D）。 
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図 1． 生存している HeLa 細胞における切断された RhoGDIβ（ΔN-RhoGDIβ）

の蓄積 

抗 RhoGDIβ 抗体（A）、抗 ΔN-RhoGDIβ 抗体（B）、抗切断 3 型カスパーゼ抗体

（C）および抗 RhoGDIα抗体（D）を用いた免疫ブロットにより細胞溶解物を分

析した。（C）において、活性化された 3 型カスパーゼ断片は 17-19kDa とされ、

放射線誘発性の非標準的な高分子量活性化 3 型カスパーゼ複合体はアスタリス

クとして示されている。 
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2．4 まとめと考察 

 C末認識抗体ではバンドは 2本検出され、下のバンドが ΔN-RhoGDIβである。

上のバンドは全長 RhoGDIβ であり、放射線照射によって発現増加しており、長

時間 144 時間、続いている。下のバンドである ΔN-RhoGDIβ の発現は、放射線

照射により出現し、長時間 144 時間、続いている。これらの発現は全て、放射

線照射後に生き残っている細胞で起こっている。また、照射後の ΔN-RhoGDIβ

の長期発現が p53 から独立して起こっており、放射線で損傷した生存細胞にお

いて継続することを示す。 
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3．1 研究背景 

 2章で示された ΔN-RhoGDIβ の継続的な発現は、活性化された 3型カスパーゼ

の下流で機能するようである。そこで ΔN-RhoGDIβ が核内のアポトーシス的細

胞死を調節しているかどうかを調べるために、ΔN-RhoGDIβ を発現する細胞を作

製することを試みた。 

 また、ΔN-RhoGDIβ の異所性発現を有するクローンは、生き残った細胞におい

てアポトーシスに敏感でなくなる可能性があるため、HeLa細胞での一過性トラ

ンスフェクションにおける全長RhoGDIβまたは切断 ΔN-RhoGDIβの効果を調べ

た。 
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3．2 材料と方法 

3. 2. 1 細胞 

 HeLa 細胞（ヒト子宮頚部癌由来細胞）を用いた。HeLa 細胞は、全て DMEM

（dulbecco’s modified eagle medium：GIBCO 社）に 10%牛胎児血清（Biosciences

社）を添加した培地で、37°C、CO2濃度 5%の条件のインキュベーターで培養し

た。 

 

3. 2. 2 細胞クローニングによる全長の RhoGDIβ や ΔN-RhoGDIβ の高発現細胞

の樹立 

 ヒト子宮頸部癌 HeLa 細胞へ Xpress を付加した全長の RhoGDIβ や

ΔN-RhoGDIβ、もしくはコントロールベクターを Lipofectamin2000（Invitrogen 社）

を用いてトランスフェクションした。トランスフェクション後 24時間後に G418

を処理し、コロニーを形成させた。そのコロニーを 20個以上選び出し、それら

の細胞から SDS-sample buffer（ 25mM Tris-HCl pH 6.8、 5% glycerol,2.5% 

2-mercaptoethanol、1%SDS）を用いてタンパク質を抽出し、タンパク質発現を免

疫ブロットで調べた。Xpress タグのついたタンパク質が高発現していたコロニ

ーをプールし、それを目的のタンパク質が高発現している安定発現細胞とした。 

 

3. 2. 3 免疫ブロット法 

 培養した細胞や、組織サンプルは、SDS-sample buffer（25mM Tris-HCl pH 6.8、

5% glycerol,2.5% 2-mercaptoethanol、1%SDS、protease inhibitor cocktail（Sigma社））

を用い、氷上中で、10 秒を 3 回ソニケーションし、タンパク質抽出をした。そ

して 4℃、1 分間 15,000rpm で遠心し、その上精のタンパク質濃度を Bio-Rad 

protein assay kit（Bio-Rad 社）を用いて決定し、サンプルが 20μg量になるよう

に SDS-sample buffer で調整し、100℃で 3分間熱処理を行った後、12% SDS-ポ

リアクリルアミドゲルで泳動した。泳動後は、Immobilom-P membrane（Millipore

社）にタンパク質を転写させた。その後、メンブレンを 1 次抗体で反応させ、2

次抗体と反応させた後、ECL Western Blotting Detection Reagent（Amersham 社）

を使って、X線フィルムに感光させ、タンパク質の発現を調べた。1次抗体には、

抗 RhoGDIβ 抗体（C 末端領域認識抗体）（sc-6047, Santa Cruz Biotechnology社）

と抗 ΔN-RhoGDIβ 抗体（#97A1015, Active Motif 社）と抗活性型 caspase-3 抗体

（Asp175）（#9660, Cell Signaling Technology社）と抗 RhoGDIα抗体（sc-360, Santa 
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Cruz Biotechnology社）を用いた。2次抗体には、HRP 標識した抗ラビット、抗

マウスもしくは抗ゴート抗体（Amersham Biosciences 社）を用いた。 

3. 2. 4 アポトーシスアッセイ 

アポトーシスアッセイは以前に Hori らが行った方法で[61]、Annexin V-Alexa 

Fluor 568（Roche Applied Science 社）染色によって決定され、TMR red（Roche 

Applied Science社）を用いた TUNELアッセイによっても確認された。 

 

3. 2. 5 3型カスパーゼ活性 

メーカーの指示に従って、Colorimetric CaspACE Assay System（Promega社）を

用いて 3型カスパーゼ活性を測定した。 

 

3. 2. 6 増殖曲線 

 倍加時間は、Φ35mm シャーレに 1X105個ずつ細胞を播種し、経時的に細胞

カウントを行い、作成した増殖曲線の対数増殖期から算出した。 

 

3. 2. 7 統計 

 定量値を出すために全ての実験は、独立して 3 回行った（n=3）。値の差は、t

検定（Welch’s t-test）によって解析した。P 値は 0.05より小さい時有意とみなし

た。 

 

  



 21 

3．3 結果 

 HeLa 細胞を、全長 RhoGDIβ または切断 ΔN-RhoGDIβ（図 2A）の発現ベクタ

ーでトランスフェクトし、安定なクローンを単離した（図 2B）。 

意外にも、ステイブルクローンは、同じ頻度で両方のトランスフェクトした細

胞から得られた。すべてのクローンにおいて細胞増殖に変化はなく（図 2C）、

倍加時間でも同様の結果を得た（図 2D）。 

 そして、一過性に発現された場合（図 3）、全長 RhoGDIβ トランスフェクト細

胞およびコントロールと比較して、トランスフェクション後 48時間で AnnexinV

陽性細胞が統計的に有意に増加した（P <0.05および P <0.01 ）。 

（図 4A）。しかし、早期のアポトーシスマーカーである AnnexinV染色は、細胞

死の誘導を正確には示さない。したがって、TUNEL染色（後期アポトーシスの

指標）によってアポトーシス細胞死を再び調べた。このデータは、ΔN-RhoGDIβ

トランスフェクト細胞と完全長 RhoGDIβトランスフェクト細胞またはコントロ

ールとの間のトランスフェクション後 48 時間までに、TUNEL 陽性細胞に統計

的に有意な差異がなかったことを示す。 

（図 4B）。また、これを確認するために、ΔN-RhoGDIβ の一過性トランスフェク

ション後の 3 型カスパーゼ活性化を調べた。予想通り、活性化 3 型カスパーゼ

は ΔN-RhoGDIβ トランスフェクション後に検出されなかった。 

（図 4C および図 5）。 
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図 2． HeLa 細胞における ΔN-RhoGDIβ の安定した発現が細胞増殖に及ぼす影

響。 

（A）完全長 RhoGDIβ および短縮 ΔN-RhoGDIβ をコードする発現プラスミド。 

（B）コントロール細胞（empty-1）、Xpress タグ付き完全長 RhoGDIβ 発現細胞

（full-1）、およびXpressタグ付きΔN-RhoGDIβ発現細胞（ΔN-1、ΔN-2およびΔN-3）

の発現の、抗Xpressおよび抗RhoGDIα抗体を用いた免疫ブロット法による確認。 

（C）empty-1、full-1、ΔN-1、ΔN-2および ΔN-3細胞の増殖曲線。 

（D）empty-1、full-1、ΔN-1、ΔN-2および ΔN-3細胞の集団倍加時間。  
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図 3． HeLa 細胞における Xpress タグ付き完全長 RhoGDIβおよび Xpress タグ

付きΔN-RhoGDIβの一過性発現。  

 

IB: 
anti-Xpress 
(R910-25)

IB: 
anti-RhoGDIα 

(sc-360) 

0 12 24 48   (h) 0 12 24 48 

TF: empty 

TF: ΔN 

TF: full 

Supplementary Fig. S1. Transient expression of Xpress-tagged full-length RhoGDIβ and Xpress-tagged 

ΔN-RhoGDIβ in HeLa cells. Expression plasmids encoding full-length RhoGDIβ (TF: full) and truncated 

ΔN-RhoGDIβ (TF: ΔN) as shown in Fig. 2A and empty plasmid (TF: empty) were transfected into cells. The 

transiently transfected cells were harvested at 0, 12, 24, and 48 hours. Cell lysates were analyzed by immune 

blot with anti-Xpress and anti-RhoGDIα antibodies.
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図 4．アポトーシスに対する HeLa細胞における ΔN-RhoGDIβ の一過性発現の効

果。 

（A）AnnexinV染色によるアポトーシスの誘導の評価。全長 RhoGDIβ（TF：Full）

および ΔN-RhoGDIβ（TF：ΔN）およびコントロールベクター（TF：empty）を

細胞にトランスフェクトした。 

（B）（A）と同じサンプルを用いた TUNEL 染色によるアポトーシスの誘導の評

価。 

（C）（A）の同じサンプルを用いたColorimetric CaspACE Assay Systemによる3型

カスパーゼ活性の測定。 
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図 5．empty ベクターコントロール細胞（Xpress（empty））、Xpress タグ付き全

長 RhoGDIβ発現細胞（Xpress-RhoGDIβ（full））、および Xpress タグ付き N-末

端欠失 RhoGDIβ発現細胞（Xpress-ΔN（1-19）RhoGDIβ）からの抽出サンプル

における 3型カスパーゼ発現の分析。 
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3．4 まとめと考察 

 非切断型の野生型 RhoGDIβ についても、ΔN-RhoGDIβ についても、その発現

が細胞増殖に大きな影響を与えなかった。切断型の ΔN-RhoGDIβ の強制発現に

より、先行論文[60]では、ΔN-RhoGDIβ がアポトーシスによる細胞死の実行に対

して積極的な働きがあるかも知れないという指摘があったものの、以前より、

非切断型に変異させた遺伝子の導入でアポトーシス感受性が変更しないという

主張もあり、議論がわかれていたが、今回の結果は、ΔN-RhoGDIβ の安定した発

現が細胞死を誘導できないことを示す。また、ΔN-RhoGDIβ がアポトーシス細胞

死および 3型カスパーゼ活性化の両方に直接関与しないと結論する。 
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第 4章 ΔN-RhoGDIβ の強制発現 

による細胞運動に関係する形質の変更 
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4．1 研究背景 

 第 3章より、ΔN-RhoGDIβ の発現は細胞増殖およびアポトーシスに明らかな影

響を及ぼさないことがわかったので、次は細胞移動におけるその役割を調べる

こととした。そのために、導入遺伝子の異所的発現を伴う前述の HeLaステイブ

ルクローンを用いた。そして、ΔN-RhoGDIβ により wound edgeの細胞分裂の方

向が変化するかを調べた。 
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4．2 材料と方法 

4. 2. 1 細胞 

 HeLa 細胞（ヒト子宮頚部癌由来細胞）を用いた。HeLa 細胞は、全て DMEM

（dulbecco’s modified eagle medium：GIBCO 社）に 10%牛胎児血清（Biosciences

社）を添加した培地で、37°C、CO2濃度 5%の条件のインキュベーターで培養し

た。 

 

4. 2. 2 レーザー走査共焦点顕微鏡を用いた間接免疫蛍光法 

 細胞をパラホルムアルデヒドで固定し、Triton X-100で透過処理し、ウシ血清

アルブミンでブロックし、適切な一次抗体および適当な Alexa Fluor 488 または

568結合二次抗体と共にインキュベートした[58]。ローダミンファロイジンおよ

び 40,6-ジアミジノ-2-フェニルインドール（DAPI）も、それぞれ、F-アクチンお

よび DNAを染色するために用いた。 

 

4. 2. 3 細胞のランダムな移動に対する速度の測定 

 増殖培養において、個々の細胞のランダムな移動をデジタルで記録し、各細

胞の移動速度を測定した[62]。 各細胞を 180 時間観察し、平均運動速度を計算

した。 各実験につき10以上の細胞が測定され、3回の独立した実験が行われた。 

 

4. 2. 4 ワウンドヒーリングアッセイ 

インビトロスクラッチアッセイとしても知られているワウンドヒーリングアッ

セイは、記載された通りに行った（Liang ら、2007）。F-アクチンを観察するた

めに、細胞を創傷した後に 48 時間培養したものを固定し、40,60-ジアミノ-2-フ

ェニルインドール（DAPI）（Life Technologies 社）およびローダミンファロイジ

ン（Life Technologies 社）で染色した。 同時に、間接免疫蛍光染色を、モノク

ローナル抗 Xpress 抗体（＃R910-25、Life Technologies 社）および Alexa488 結合

抗マウス抗体（Life Technologies社）を用いて行った。 

 

4. 2. 5  wound edgeにおける細胞分裂の方向の測定 

 コンフルエントな細胞群を機械的に創傷した後、48 時間培養し、固定した。 

DAPI 染色を行うと同時に、モノクローナル抗-g-チューブリン抗体（GTU-88、

Sigma-Aldrich社）およびAlexa Fluor 488結合抗マウス抗体（Life Technologies社）
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またはポリクローナルウサギ抗ペリセントリン抗体（PRB-432C、Covance 社）

および Alexa Fluor 568 結合抗ウサギ抗体（ライフテクノロジーズ（Life 

Technologies社）を用いて間接免疫蛍光染色を行った。各染色の組み合わせにお

いて、異なるサンプルが使用された。wound edge での細胞分裂の方向を、

FV1000Dレーザー走査顕微鏡（Olympus 社）下で、wound edge およびその付近

の 10 個以上の中期細胞（合計 30 個）で観察し、これを 3 つの異なる実験によ

って測定した。 

 いくつかの実験では、発現している Xpress タグ付き全長 RhoGDIβ および

ΔN-RhoGDIβ の細胞内局在を、DAPI染色と同時にモノクローナル抗 Xpress（＃

R910-25、Life Technologies 社）および Alexa Fluor 488 結合抗マウス抗体（Life 

Technologies社）またはポリクローナルウサギ抗ペリセントリン抗体（PRB-432C、

Covance社）および Alexa Fluor 568 結合抗ウサギ抗体（Life Technologies）を用

いた間接免疫蛍光染色を行うことにより観察した。 
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4．3 結果 

 両方の導入遺伝子を発現する細胞は、放射線照射された対照細胞を比較する

と生理学的に同等なレベルで発現する（図 6）。指数関数的に増殖する培養では、

empty ベクター（empty-1）を発現する細胞と比較して、個々の細胞のランダム

な移動が両方のクローン（full-1 および ΔN-1）で阻害され、両クローンは同様

の阻害効果を有した。（図 7）一方、ワウンドヒーリングアッセイによって測定

された方向性の細胞移動は、empty-1 および full-1 と比較して ΔN-1 において有

意に阻害された（図 8））。 

 コンフルエントな細胞培養において単層を引っ掻いた後に、我々は wound 

edge に位置する有糸分裂中期細胞に注目をした。これらの細胞の細胞分裂の方

向は、（図 9A）に模式的に示すように、2つのマーカー、すなわち、チューブリ

ンおよびペリセントリンを使用することによって測定した。これらの 2 つのタ

ンパク質は、微小管の核形成および組織化において相互作用する役割を果たし

ている一体的な中心体タンパク質である（図 10A）。ここでは、独立した実験に

おける方向の測定のために、各マーカーをそれぞれ別に使用した。g-チューブリ

ンおよびペリセントリンを用いて測定した細胞分裂の方向は、emptyのコントロ

ールおよび全長 RhoGDIβおよび ΔN-RhoGDIβ発現クローンの 3つのグループに

ついてプロットした（図 9Bおよび図 10B）。F検定は、emptyベクタートランス

フェクション HeLa細胞と比較して、全長 RhoGDIβ 発現細胞で wound edgeに対

する方向性遊走の変動が増加し、ΔN-RhoGDIβ 発現細胞ではさらに増加している

ことを示した。ローズプロットは、図 5C および補足図 S5C にも示されている。

さらに、交互に定義された方向をそれぞれの細胞でプロットし、結果を t 検定に

よって確認した（図 11）。 
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図 6．安定したクローンにおける導入遺伝子の発現レベルの確認。放射線照射し

たコントロール細胞（レーン 1）、未照射 full-1（レーン 2）および未照射ΔN-1

（レーン 3）。 

 

Supplementary Fig. S3. Confirmation of transgene expression levels in stable clones. Expression levels of 

full-length RhoGDIβ and ΔN-RhoGDIβ in clones full-1 (lane 2) and ΔN-1 (lane 3) were compared to those 

of irradiated control cells (lane 1) by immunoblot analysis using anti-RhoGDIβ antibody against the C-

terminal region. 
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図 7．HeLa 細胞において、N-RhoGDIβの安定した発現が細胞のランダム移動に

及ぼす影響。 
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図 8．HeLa 細胞における方向性のある細胞運動に対する全長 RhoGDIβ および

ΔN-RhoGDIβ 発現の効果。 

（A）ワウンドヒーリングアッセイによる、コントロールベクター導入細胞

（empty-1）、Xpress タグ付き完全長 RhoGDIβ 発現細胞（full-1）および Xpress

タグ付き ΔN-RhoGDIβ 発現細胞（ΔN-1）の方向性細胞移動の分析。スケールバ

ーは 200μm。 

（B）empty-1、full-1、および ΔN-1 についてのワウンドヒーリングアッセイの

定量的データ。  
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図 9．wound edgeにおける細胞分裂の方向。 

（A）wound edgeにおける細胞分裂の方向の概略図。  

（B）empty-1、full-1、および ΔN-1における DAPIおよびペリセントリン染色に

よって測定された極角（a°）。 

（C）（B）のローズプロット。 
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図 10．wound edgeにおける細胞分裂の方向。 

（A）中期（上のパネル）および間期（下のパネル）における DAPI、γ-チュー

ブリン、およびペリセントリンの免疫蛍光染色。スケールバーは 10μm。 

（B）empty-1、full-1、および ΔN-1 における DAPI およびγ-チューブリン染色

によって測定された極角（a°）。 

（C）（B）のローズプロット。 
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Supplementary Fig. S5. Effects of stable expression of ΔN-RhoGDIβ in HeLa cells on the direction of cell 

division at the wound edge. (A) Immunofluorescence staining of DAPI, γ-tubulin, and pericentrin in 

metaphase (upper panels) and interphase (lower panels). The axis of polarity in metaphase was determined 

by DAPI and γ-tubulin, or DAPI and pericentrin as illustrated in (Fig. 5A). Bar, 10 µm. (B) The polar angle 

(α°) measured by DAPI and γ-tubulin staining in clones empty-1, full-1, and ΔN-1. Each symbol in the dot 

plot represents the polar angle as measured by three different experiments each observed in over ten 

metaphase cells (total over thirty observations) both at and adjacent to the wound edge. Average polar angle 

was 87.7 ± 27.2°, 89.0 ± 44.4°, and 86.6 ± 57.7° for clone empty-1, clone full-1, and clone ΔN-1, 

respectively. *Significant difference (P<0.005). **Significant difference (P<0.0001). ***Significant 

difference (P<0.05). (C) Rose-plots for (B).
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図 11．wound edgeにおける細胞分裂の方向。 

 （A） wound edgeにおける細胞分裂の方向の概略図。 

（B）DAPIおよびγ-チューブリン染色によって測定された極角（α°）。 

（C）DAPIおよびペリセントリン染色によって測定された極角（α°）。 

（D）（B）のローズプロット。 

（E）（C）のローズプロット。 
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4．4 まとめと考察 

 3章にて、ΔN-RhoGDIβ および全長 RhoGDIβ が発現している細胞で細胞の増

殖に差異がないことを明らかにしていた。4章での結果から、ランダムな細胞運

動は、ΔN-RhoGDIβ 強制発現によって、少しの低下を観察したものの、有意差は

確認出来なかった。一方、in vitro ワウンドヒーリングアッセイの結果、RhoGDIβ

強制発現においても ΔN-RhoGDIβ 強制発現においても、方向性のある細胞運動

能の低下が観察された。また、RhoGDIβ 強制発現よりも ΔN-RhoGDIβ 強制発現

の方が、方向性のある細胞運動能の低下は著しかった。leading edge の分裂細胞

で、その分裂の角度の乱れが、RhoGDIβ 強制発現においても ΔN-RhoGDIβ 強制

発現においても、見られた。角度の乱れは、RhoGDIβ 強制発現においてよりも

ΔN-RhoGDIβ 強制発現において、大きく見られた。ΔN-RhoGDIβ は細胞増殖に影

響しないが、wound edgeにおける方向性のある細胞分裂に大きく影響を与える

ことがわかった。 
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第 5章 ΔN-RhoGDIβ と分子スイッチ

である RhoGTPase との関係  
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5．1 研究背景 

 第 5 章では、ΔN-RhoGDIβ が分子スイッチである RhoGTPase とどのように関

係しているのかについて述べる。ΔN-RhoGDIβ が有糸分裂時の方向性の運動の制

御に関わる生化学的機構を同定するために、ΔN-RhoGDIβ と Rho GTPase との間

の相互作用を調べることとした。Rho ファミリーの GTPaseは、多様な変化する

環境条件に適切に応答するために、様々な細胞型で複数の機能的活性を発揮さ

れ[33]、Rac、Cdc42、Rho などのサブファミリーに細分される[34]。第 5章では

その Rac、Cdc42、Rho と ΔN-RhoGDIβ との相互作用を調べる。そのために、第

2、第 3、第 4章で使用してきた安定発現クローンを用いて、完全長 RhoGDIβ お

よび ΔN-RhoGDIβ の細胞内局在を調べた。 
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5．2 材料と方法 

5. 2. 1 細胞 

 HeLa 細胞（ヒト子宮頚部癌由来細胞）を用いた。HeLa 細胞は、全て DMEM

（dulbecco’s modified eagle medium：GIBCO 社）に 10%牛胎児血清（Biosciences

社）を添加した培地で、37°C、CO2濃度 5%の条件のインキュベーターで培養し

た。 

 

5. 2. 2 タンパク質分画および免疫ブロット法 

 細胞タンパク質分画法は TBSN-buffer（20mM Tris-HCl pH8.0、150mM NaCl、

1mM EDTA pH8.0、5mM EGTA pH8.0、0.5mM Na3VO4）20μl を用いて、可溶性

画分および不溶性画分を得た。1mM PMSF、0.5％NP-40、Protease Inhibitor Cocktail

（P8340、Sigma-Aldrich 社）および Phosphatase Inhibitor Cocktail 1（P2850、

Sigma-Aldrich社）および Nuclear Extraction Kit（Active Motif 社）を用いて核画

分および界面活性剤可溶性細胞質核画分および界面活性剤不溶性ペレット画分

を得た。分画したサンプルを SDS-sample buffer（25mM Tris-HCl pH 6.8、5% 

glycerol,2.5% 2-mercaptoethanol、1%SDS、protease inhibitor cocktail（Sigma社））

と混合し、100℃で 3分間熱処理を行った後、12% SDS-ポリアクリルアミドゲル

で泳動した。泳動後は、Immobilom-P membrane（Millipore 社）にタンパク質を

転写させた。その後、メンブレンを 1 次抗体で反応させ、2 次抗体と反応させた

後、ECL Western Blotting Detection Reagent（Amersham 社）を使って、X線フィ

ルムに感光させ、タンパク質の発現を調べた。1 次抗体には、抗 Xpress 抗体

（#R910-25, Life Technologies社）、抗RhoA抗体 （sc-179, Santa Cruz Biotechnology

社）、抗 Rac1 抗体（R56220, BD Transduction Laboratories 社）、抗 Cdc42 抗体（sc-87, 

Santa Cruz Biotechnology社）抗 a-tubulin 抗体（CLT9002, Cedarlane 社）を用いた。

2 次抗体には、HRP 標識した抗ラビット、もしくは抗マウス抗体（Amersham 

Biosciences 社）を用いた。 

 

5. 2. 3 免疫沈降法 

 界面活性剤可溶性核画分を免疫沈降分析に使用した。 洗浄した抽出物を、プ

ロテイン A Dynabeads（Life Technologies 社）にカップリングしたモノクローナ

ル抗 Xpress 抗体とともにインキュベートした。 ビーズを洗浄し、適切な抗体を

用いた免疫ブロット法のために処理をした。 
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5. 2. 4 Cdc42 活性測定 

 細胞内活性 Cdc42 は、G-LISA Small G-Protein Activation Assay Biochem キット

（Cytoskeleton 社）を使用して製造者の指示に従って定量した。 
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5．3 結果 

 TBSN（+）緩衝液を用いて分画した場合、外因的に発現する全長 RhoGDIβ が

界面活性剤可溶性画分に主に見出された（図 12A、レーン 11（Full-1 / TBSN / S）

およびレーン 12（Full-1 / TBSN / I））。この界面活性剤可溶性 RhoGDIβ は、細胞

質画分に主に存在し、Nuclear Extraction Kit を用いて分画したとき、核画分にわ

ずかに存在した（図 12A、レーン 13（full-1 / Nuc）レーン 14（full-1 / Nuc.Ext./N）、

およびレーン 15（full-1 / Nuc.Ext./P））。免疫蛍光染色により、以前に観察された

ように[58]、完全長の RhoGDIβ の局在が細胞の分裂中期において、中心体で検

出されたことが明らかになった。中心体は、上記の免疫ブロットデータに例示

されるように、外因性に発現する完全長 RhoGDIβ がわずかに存在する核膜（界

面活性剤可溶性核画分）と密接に関連しているため、この結果は驚くべきこと

ではない（図 12A、レーン 14（full-1 / Nuc.Ext./N））。これと比較して、ΔN-RhoGDIβ

は、Nuclear Extraction Kit を用いて分画した場合に、より多量に界面活性剤可溶

性核画分中に検出された。（図 12A、レーン 16（ΔN-1 / TBSN / S）、レーン 17（ΔN-1 

/ TBSN / I）レーン 18（ΔN-1 / Nuc.Ext./C））レーン 19（ΔN-1 / Nuc.Ext./N）およ

びレーン 20（ΔN-1 / Nuc.Ext./P））。また、ΔN-RhoGDIβ の中心体局在は、免疫蛍

光染色によって確認した。（図 14）。このように、N末端切断は、RhoGDIβ の洗

剤可溶性核画分への局在を増加し、有糸分裂中により効率的な中心体局在化を

もたらす可能性もある。同時に、RhoGTPase、RhoA、Rac および Cdc42 の細胞

内局在を調べた。これらの RhoGTPase の細胞内分画には完全長 RhoGDIβ または

ΔN-RhoGDIβ の発現は影響を与えなかったが、Nuclear Extraction Kit を用いて分

画した場合、RhoA より界面活性剤可溶性核画分中に Racおよび Cdc42 がより豊

富に検出された（図 12A）。次に、ΔN-RhoGDIβ と RhoGTPase との相互作用に

ついて検討した。界面活性剤可溶性核分画 ΔN-RhoGDIβ が RhoA、Rac および

Cdc42 と直接相互作用するかどうかを決定するために、共免疫沈降および免疫ブ

ロット法を行った。図 12Bに示すように、抗 Xpress 抗体によって、Xpress タグ

のついた ΔN-RhoGDIβ を用いて共免疫沈降を行った場合 Cdc42 との共免疫沈降

は確認できたが、他の RhoGTPase とは共免疫沈降しなかった（図 12B、IP：抗

Xpress）。この相互作用は、抗 Cdc42 抗体を用いた免疫沈降実験によっても確認

された（図 12B、IP：抗 Cdc42）。次いで、全長 RhoGDIβ および ΔN-RhoGDIβ

を外因的に発現する細胞における Cdc42 の活性レベルを評価した。Cdc42 活性

型である GTP 結合 Cdc42GTPase の量を測定されたとき、活性は ΔN-RhoGDIβ
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の発現によって抑制されていた（図 13A）。Cdc42 の過剰発現は、完全長 RhoGDIβ

によって誘導される抑制を克服することができたが、ΔN-RhoGDIβ によって誘導

される抑制を克服することはできなかった（図 13B）。 
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図 12．ΔN-RhoGDIβ の細胞内局在と RhoGTPaseとの結合。 

（A）細胞内分画および免疫ブロット法による RhoGDIβ と RhoGTPase の細胞内

局在。 レーンはそれぞれ、TBSN 緩衝液可溶性（レーン S）および不溶性（レ

ーン I）画分、または界面活性剤可溶性細胞質（レーン C）、核（レーン N）お

よび界面活性剤不溶性ペレット（レーン P）画分。 

（B）RhoGDIβ と RhoGTPase との相互作用。界面活性剤可溶性核画分に分画し

た細胞溶解物を使用。抗 Xpress 抗体または抗 Cdc42 抗体のいずれかで免疫沈降

させ、抗 Xpress、抗 RhoA、抗 Rac、および抗 Cdc42 抗体で免疫ブロット法を行

った。 
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図 13．ΔN-RhoGDIβ による Cdc42 活性への影響。 

（A）empty-1、full-1、および ΔN-1における活性 Cdc42 の全レベル。 

（B）empty-1、full-1、および ΔN-1に外因性の Cdc-42が存在する時の活性 Cdc42

の全レベルに及ぼす影響。 

 

図 14．full-1およびΔN-1の中期における DAPI染色による Xpress およびペリセ

ントリンの免疫蛍光染色。スケールバーは 10μm。 
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5．4 まとめと考察 

 非切断型の野生型 RhoGDIβ は主に細胞膜上で Rac1 の阻害効果を担う分子で

ある。ΔN-RhoGDIβ は、N末欠失によって、細胞膜との親和性が下がり、細胞全

体に分布を大きく変える。この検討は、以前に当該研究室で行われており、た

んぱく質二次元電気泳動解析により、RhoGDIβ は細胞膜に主に存在するが、

ΔN-RhoGDIβ は細胞膜以外にも、細胞質（サイロゾール）、ミトコンドリア（膜

画分）、そして細胞核（膜画分）にも広く分布することがわかっている。この研

究で、RhoGDIβ は、N 末欠失型となって、ΔN-RhoGDIβ が Cdc42 と結合するこ

とがわかった。また、ΔN-RhoGDIβ は優先的に（ドミナントネガティブの様式で）

Cdc42 を阻害していることがわかった。 
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第 6章 ΔN-RhoGDIβのCdc42阻害効果

がもたらす生理作用 
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6．1 研究背景 

 第 5 章の結果より、ΔN-RhoGDIβ がドミナントネガティブ的に Cdc42 を阻害

していることがわかった。Cdc42 は、細胞の極性を制御する分子スイッチとして

認識されている[33, 39-41]。この活性の阻害は、方向性のある分裂や運動が阻害

される[45-48]。また、ハエの研究から、Cdc42 阻害によって、方向性を失った細

胞がアポトーシスで失われた細胞を埋める増殖（代償性増殖）を誘導するシグ

ナル経路を活性化することが知られている。 

 そこで、第 6 章では ΔN-RhoGDIβ 発現が照射後の代償増殖を促進するかどう

かを調べた。 empty-1 および ΔN-1のコンフルエントな細胞培養物を、0Gyまた

は 10Gyの放射線照射を行った。 
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6．2 材料と方法 

6. 2. 1 細胞 

 HeLa 細胞（ヒト子宮頚部癌由来細胞）を用いた。HeLa 細胞は、全て DMEM

（dulbecco’s modified eagle medium：GIBCO 社）に 10%牛胎児血清（Biosciences

社）を添加した培地で、37°C、CO2濃度 5%の条件のインキュベーターで培養し

た。 

 

6. 2. 2 レーザー走査共焦点顕微鏡を用いた間接免疫蛍光法 

 細胞をパラホルムアルデヒドで固定し、Triton X-100で透過処理し、ウシ血清

アルブミンでブロックし、適切な一次抗体および適当な Alexa Fluor 488 または

568結合二次抗体と共にインキュベートした（Jiangら、2013）。ローダミンファ

ロイジンおよび 40,6-ジアミジノ-2-フェニルインドール（DAPI）も、それぞれ、

F-アクチンおよび DNAを染色するために用いた。 

 

6. 2. 3 RhoA活性測定 

 細胞内活性 RhoA は、G-LISA Small G-Protein Activation Assay Biochem キット

（Cytoskeleton 社）を使用して製造者の指示に従って定量した。 

 

6. 2. 4 放射線照射 

 細胞に、0.5mA の Al プラス 0.5mm の Cu フィルターを備えた 4mA で動作す

る X線発生器（135kVp）を用いて、Victoreen ionizing chamber によって測定して

0.5Gy/分の線量率の放射線を室温で照射した。 
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6．3 結果 

 培養は持続的に維持した。そして、放射線照射約 144時間後、修復不能な DNA

損傷受けた細胞がアポトーシスした後、生き残った残りの接着している ΔN-1細

胞は、代償性増殖を受けることをリン酸化 H3 ヒストンの染色で測定した（図

15 図 8A および B）。同時に、増殖シグナルの指標としての活性 RhoA が ΔN-1

細胞においてアップレギュレートされた（図 15図 8C）。 
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図 15．ΔN-RhoGDIβ 発現は、照射後の代償増殖を促進する。 

（A）0 Gyまたは 10 Gyの放射線に曝露した 144時間後の empty-1および ΔN-1

細胞。DNA（青色）、リン酸化 H3ヒストン（緑色）、F-アクチン（赤色）の共焦

点免疫蛍光局在。スケールバーは 50mm。 

（B）0 Gyまたは 10 Gyの放射線に曝露した 144時間後の empty-1および ΔN-1

細胞中のリン酸化 H3ヒストンポジティブ細胞の定量値。 

（C）0 Gyまたは 10 Gyの放射線に曝露した 144時間後の empty-1および ΔN-1

細胞における活性 RhoAの定量値。 
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6．4 まとめと考察 

 放射線照射後に再増殖をしている細胞でリン酸化 H3ヒストンをマーカーと

してどれ程再増殖しているのかを見た。リン酸化 H3ヒストンはマイトティック

マーカーである。そうすると、ΔN-RhoGDIβ を高発現させた場合に、代償性の増

殖が誘導されることがわかった。このことから RhoGDIβ が切断された際に現れ

ると切断産物が、放射線照射後に生き残っている細胞で発現増加し、その後の

ゲノムダメージを受けた細胞で Cdc42 を抑制し、また代償性の増殖を促進する

と考えられる。これは腫瘍においてアポトーシスを起こした後に、再増殖をし

てくる際、ΔN-RhoGDIβ がそれを助けていると考えられる。  
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第 7章 総括 
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 過去の研究で、3型カスパーゼの活性化がアポトーシスの遂行の根底にあるメ

カニズムであると考えられてきた[15, 16, 26]。3型カスパーゼのいくつかの標的

は、細胞死プロセスを増殖させる重要な機能を有し、アポトーシス特異的な形

態学的変化が 3 型カスパーゼによって切断された生成物によって誘導される

[27]。また、3型カスパーゼによって切断される多くの細胞内調節タンパク質お

よび構造タンパク質は、細胞死を促進する細胞機能の障害に関連している[29]。

一方、機能獲得型変化を伴う切断されたタンパク質は、ほとんど特徴づけられ

ていないままである[16]。同様に、3 型カスパーゼによって切断されるが機能的

に明らかに無関係なタンパク質は、バイスタンダーとして分類することができ

る[30]。まだ特徴付けられていないアポトーシスまたはアポトーシス関連の 3型

カスパーゼの基質がどのように関与するかの理解に加えて、生化学的および細

胞生物学的分析は、切断された基質のアポトーシスに関連する機能的役割を確

立するための必須である。 

 アポトーシスの刺激に応答した 3 型カスパーゼの活性化の結果として、N 末

端でのRhoGDIβの切断は ΔN-RhoGDIβ断片を産生することは以前に観察されて

いる[59, 63-65]。アポトーシスの間のΔN-RhoGDIβの役割を明らかにするために、

かなりの研究努力がなされている。非切断変異体（D19A）RhoGDIβ を発現する

細胞におけるアポトーシスに対する防護の失敗に基づいて、RhoGDIβ 切断は、

アポトーシスに無関係なバイスタンダー効果であるとみなされてきた[66]。しか

し、プロテアソーム阻害剤 PSI（Z-Ileu-Glu（OtBu）-Ala-Leu-CHO）およびスタ

ウロスポリンを用いた実験で、ΔN-RhoGDIβ を発現する造血細胞のアポトーシス

感受性の増加が報告された[60]。対照的に、強制発現は、第 3 章で述べたように、

アポトーシス誘導および 3型カスパーゼ活性化に影響を与えなかった（図 2、図

4、図 5）。従って、ΔN-RhoGDIβ は明らかに、アポトーシス促進の機能を持って

おらず、活性化された 3 型カスパーゼのバイスタンダー産物として現れること

がわかった。 

 アポトーシス細胞死の実行するためのマスタースイッチである 3 型カスパー

ゼの活性化は放射線療法などの細胞傷害性癌治療の間の細胞死の中心的決定因

子として働く[67-69]。細胞死に本質的な役割を果たすにもかかわらず、3型カス

パーゼ活性化は、放射線による組織損傷後の腫瘍細胞の再増殖に寄与するとい

ういくつかの証拠がある[20]。腫瘍再増殖を促進する際の 3 型カスパーゼ活性化

の重要な役割は、切断された 3 型カスパーゼのレベルが癌患者の予後不良に関
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連するという観察によって支持される[70]。本論文では、細胞死に関連しない新

しい機能、アポトーシス損傷組織内の生存細胞による組織リモデリングに重要

な役割を果たす可能性があることを提案する。 

 増殖を補償することに最終的に寄与する RhoGDIβの機能的活性化のメカニズ

ムは、結果として生き残った腫瘍細胞を癌の伝播に導く（図 9）。RhoGDIβ は細

胞膜に局在する[57]。N 末端領域が 3 型カスパーゼによって切断されると、

ΔN-RhoGDIβ は細胞膜から細胞内可溶性画分および核に部分的に再分布する

[59]。以前の報告[59]と一致して、第 5 章で述べたように、ΔN-RhoGDIβ の細胞

内再分布が、放射線に曝露された生存細胞において観察されたことを示した（図

12）。また、第 2 章で述べたように、ΔN-RhoGDIβ がそのような生き残った細胞

において高度にアップレギュレートされていることを見出した（図 1）。そして

第 6章では、ΔN-RhoGDIβ は、ΔN-RhoGDIβ を過剰発現する細胞において Cdc42

ドミナントネガティブに阻害することを示した（図 13）。切断されていない（野

生型）RhoGDIβ は、Rac1 阻害剤としての Rac1 と優先的に相互作用することが

知られている[40, 57, 58]。したがって、細胞内再分布と結合パートナーのスイッ

チングは 3型カスパーゼ活性化の下流の現象であり、結果として RhoGDIβ の結

合パートナーは、N-末端切断の結果として Rac1 から Cdc42 に変化すると考えら

れている。また、Cdc42 は細胞極性を制御することが知られている[33, 39]。そ

のドミナントネガティブ阻害は、細胞極性の喪失を誘発する[45-48]。さらに、

Cdc42 は、アポトーシス誘導性の代償性増殖を導く[71]。要約すると、RhoGDIβ

は、細胞死プロセスの増殖において重要な機能を有する 3 型カスパーゼ基質で

はなく、3型カスパーゼによって誘導されるその切断後に Cdc42 に対するドミナ

ントネガティブ阻害剤として作用する。この阻害は、方向性のある細胞遊走を

阻害し、アポトーシスに応答して細胞増殖を促進する。 

 今回第 6章で述べたようにで、ΔN-RhoGDIβ を発現する生き残った細胞におい

て RhoAの活性化も見いだした （図 15）。この活性化は、放射線照射後に生き残

った細胞の細胞増殖と関連している可能性が高いが、ΔN-RhoGDIβ がこの効果に

直接寄与する可能性は低い。第 3章および第 6章の結果から、ΔN-RhoGDIβ の発

現増加は非曝露条件下で細胞増殖および RhoA 活性化を誘導しない （図 2 およ

び図 15C）。したがって、ΔN-RhoGDIβ は RhoA の活性化因子ではない。興味深

いことに、分裂停止後の非増殖性上皮を用いた以前の研究は、Cdc42 の枯渇が

RhoA活性化をもたらすことを示した[49] 。放射線照射された細胞は、有糸分裂
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後の非増殖期の状況に似ている細胞周期で停止するので、我々の実験で観察さ

れるように Cdc42 阻害によって RhoA 活性化が誘発される可能性がある。しか

し、RhoA活性化の詳細な機構の解明は依然として困難である。 

 結論として、RhoGDIβ は転移抑制因子として作用する[72, 73]が、放射線治療

後に 3 型カスパーゼによって生成された切断産物は、転移抑制メカニズムとし

ての細胞極性が排除され、放射線傷害細胞において代償性増殖効果が生じる。

RhoGDIβ は上皮癌において過剰発現しており、その過剰発現は、細胞傷害性癌

治療の結果としての転移性伝播に関連する上記の素因のある事象を引き起こす

可能性がある。 

 

 

図 16．アポトーシスに起因する極性関連機能遂行能力の喪失を調節するための

作業モデル。 放射線または他のアポトーシス刺激は、3 型カスパーゼを活性化

する。 RhoGDIβ は、活性化された 3 型カスパーゼによって切断され、その結果

生成物である ΔN-RhoGDIβ が細胞内に蓄積され、細胞質および核に移行する。 

ΔN-RhoGDIβ はドミナントネガティブに Cdc42 を阻害し、この阻害の結果とし

て、極性関連機能が破壊され、それにより代償性増殖を活性化する。 
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