
    博士（医学）  山本  貢
学位論文題名

    ．  r、  」  ・
ユビキチン1丿ガーゼestrogen responslvenngerproteln
  （EFP）の細 胞増殖に及ぼす影響と作用機序の解析

学位論文内容の要旨

【背景と目的】ユピキチン化はタンバク質の翻訳後修飾のーつであり，細胞周期制御，シ

グナル伝達，癌抑制遺伝子の発現調節などのさまざまな生体内の重要な機能を司っている．

ユ ピキチン は，ユビキチン活性化酵素(El）に転移され，ユピキチン結合酵素(E2)を介し
て 最終的に ユピキ チンリガ ーゼ(E3)に よって認識されている基質夕ンパク質に付加され

る．基質夕ンバク質上に4つ以上のポリユピキチン鎖が形成されるとプ口テアソームにより

認識され分解される，基質夕ンバク質を認識・結合するE3は多数存在しており，そのうち
のいくつかは腫瘍の発生機序に深く関係している．

  Estrogen-responsive finger protein (EFP)は，そのmRNAの3’非翻訳領域にestrogen receptor

(ER)結合部位であるestrogen-responsive element (ERE)を持ち，エスト口ゲンによりその発

現 レベルが 調節される一次応答夕ンパク質である，EFPは630アミノ酸で構成され，N末端
に RINGフィン ガードメインを持つ，RINGフィンガードヌインは環状構造の中に2n2゙ を配

位した特徴的な構造をしており，ユピキチンリガーゼ活性を示すタンバク質の多くが有する

モ チーフで ，EFPもE3である ことが 知られている．EFPはェスト口ゲン依存性細胞増殖と
生殖器官の正常の発生に不可欠と報告されている．EFPは正常乳腺と比較して授乳期乳腺と

良性腫瘍で高発現しているが，乳癌では逆に発現は低下しており，乳腺組織の分化に重要な

役 割を担っ ている と考えら れる． また，正 常組織で はERの発 現とEFPの発現はよく相関
す るが，乳 癌組織では両者の発現に相関を認めない，これは乳癌細胞ではEFPの発現量が

エスト口ゲンのコント口ールから外れていることを示しており，EFPが癌化のメカニズムに

関与している可能性を示唆している．Uranoらは，EFPは14－3-3aをユピキチン化し分解を
促進するE3であり，G2停止を引き起こすnegative regulatorであると報告した，同時にEFP

をノックダウンした乳癌細胞では増殖が抑制され，EFPの過剰発現した乳癌細胞ではエスト

口 ゲン非依 存性増殖を示すことも報告している．これはEFPが細胞増殖に対して促進的に
働 き ， エ ス ト ロ ゲ ン に よ る 増 殖 コ ン ト 口ー ル を 仲 介し て い るこ と を 示し て い る．

  乳癌はェストロゲン依存性増殖を示す代表的な腫瘍性疾患であり，ER発現が認められる

乳癌患者には，エストロゲンレベルを低下させる，またはエス卜口ゲンに対する競合的阻害
薬を投与する内分泌療法が行われるのが一般的である．しかし，その大部分はいずれ内分泌

療 法に対し て耐性を獲得する，したがってEFPの機能解明は腫瘍発生機序の解明のみなら

ず ， 内 分 泌 療 法 に 対 す る 耐 性 獲 得 機 序 の 解 明 に も っ な が る 可 能 性 が あ る ．
【 材 料 と方 法 】 細胞 培 養 ：T-47D細胞 及びHeLa S3細胞は ，10％FCS含有DMEMを 用いて
培養した，エストロゲン不含状態では，Charcoal/Dextr．an処理FCSを含むDMEM（フェノー

ル レッド不 含1で48時間培 養して から使用 した．RNAi：EFPの 発現抑制にはsiRNAによる
RNAiを 用 い た． EFP cDNAの 711-729領域を対 象とし たshRNAを デザイ ンし，PCR法を 行

った．遺伝子導入：T-47D細胞およびHeLa S3細胞への遺伝子導入はレ卜口ウィルスベクタ
ー を用いて 行った ．HEK293T細 胞およ び免疫螢光染色の際のHeLa S3細胞への遺伝子導入

はりン酸カルシウム法を用いて行った，SDS-PAGEおよびウェスタンプ口ッティング法：細
胞 溶 解 バ ッ フ ァ ー に よ り 細 胞 抽 出 液 を 調 整 し ， SDS-PAGEを 行 っ た ． enhanced
chemiluminescence systemで検出，NIH imageにより定量化した．細胞増殖アッセイ：96ウ
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エルプレートに細 胞を播種し，O，24，48及び 72時間後に細胞数の計測を行った．コ口ニ

ーアッセイ：0.53％ポトムアガロースの上にT-47D細胞混合0.4％トップアガ口ースを凝固さ

せて培養を行い， 14日目に長径100山以上のコ ロニーを計数した，免疫螢光染色：カパー

グ ラス の上 でHeLa S3細胞を培養し，HA-EFPを遺伝子 導入した．2％ホルムアルデ ヒド溶

液で固定した後，一次抗体および二次抗体で反応させ，最後に核染色を行った，一次抗体に

は 抗 HA抗 体 お よ び 抗 p27抗 体 を 用 い た ． RT-PCRお よ び qPCR： HeLa S3細 胞よ りRNAを

抽出しRT-PCRおよびqPCRを行った．

【結果】ERaの発現している乳癌細胞Tー47Dに ，FLAG-EFPを導入し発現させウェスタン解

析を行ったところ ，内在性EFPとほぼ同量(93％）のFLAG-EFPの発現が認められた，同様に

siRNAを 導入 した細胞を作製し，EFPの発現量をウエスタン解析したところ，著明 な発現

量減少(39％）が認められた．次に作製した細胞株を用いて細胞増殖アッセイを行った，その

結果，コント口ー ル細胞と比較して，EFP過剰発現細胞では増殖が抑制され，ノックダウン

細胞では増殖促進 が認められた．エスト口ゲン不含状態でも同様にEFP過剰発現細胞では

増殖が抑制され， ノックダウン細胞では増殖促進が認められた．EFPは14-3-3aを分解して

細胞増殖を促進す ることが既に知られているが，本実験では逆の結果となり，EFPの別の機

能の存在が予想された．また、この機能にはエストロゲンは関与していない可能性が考えら

れた，軟寒天培地 を用いたコロ二一アッセイでは，EFP過剰発現細胞でコロニー形成が抑制

さ れノ ック ダウン細胞で コ口二ー形成が促進されており，EFPはanchorage-independent

growthに対して抑 制的に作用すると考えられた．EFPの細胞周期における作用を調べるた

め にウ エス タン解析を行 い，EFP過剰発現細胞ではMycの発現量減少が認められ， 一方，

p27や 14-3-3aの発現量増 加が認められた，EFPノック ダウン細胞では逆にMycの発 現量増

加が認められたが ，p27と14-3-3aの変化を確認することはできなかった．この結果はエス

ト口ゲン非存在下でも同様であった．

  そこ でERaを発 現し てい ない HeLa S3細 胞を 用い て解 析を 行っ た結果，HeLa S3のEFP

過 剰発 現細 胞でも同様に 細胞増殖は抑制されており，Mycの発現量減少とp27の発 現量増

加が認められたが ，14-3-3aの発現量には変化が認められなかった．したがって，EFPはMyc

あるいはその上流のシグナル伝達経路に対して作用していると推測された．またその作用機

序にはェスト口ゲンは関与していない，もしくは関与していても必須ではないと考えられた．

  RT‐ PCRお よ び qPCRを 行 い ， Mycと p27の nlRNA量 を 計 測 し た と こ ろ mRNA量 に 変 化

を 認め なか った ．し たが って ，EFPはMyc及びp27の合成量には影響を与えておら ず，分

解量を変化させていることが示唆された．

【考察】本報告で はEFPを過剰発現した細胞で は細胞増殖速度が抑制されることを明らか

に した ，ERdが発現しているT‐47D細胞のみならず， ERaの発現していないHeLaS3細胞で

も同様の結果であったことから，この機序に対してエストロゲンは関与していない，あるい

は関与はしていて も必須ではないと考えられる，この結果はUranoらの報告とは異なるが，

乳癌組織ではEFPの発現が低下していることか ら考えると，むしろ合理的と考えられる．

しかし一方で，EFPが乳癌（invasiveductalcarcinoma）で高発現しているという報告もあり，

一元的に考えることはできない可能性もある．

  次にCyclinC，CyclinE，CyclinBをそれぞれ制御しているMyc，p27及び14．3－30の発現量

を 調べ ると ，EFPはMycを 減少 させ p27を 増加させていることが判明した．これは 細胞周

期 制御 のシ グナル伝達に おいてEFPの作用点がMycか，あるいはより上流であるこ とを示

し てい る． Mycお よび p27の発 現量 変 化にはndボA量の変化は伴っておらず，夕ン バク質

合成ではなく，分解量の変化を反映していると考えられる．

  今後 は， EFPが Mycと直 接結 合し て いる のか ，EFPは Mycを ユビ キチン化してい るか，

Mycの減少にプ口テアソームが関与しているか などを検討していく必要がある．最終的に

は，EFPの細胞周期制御に関する機能を解明することで，乳癌の発生機序，エスト口ゲン依

存性の獲得・消失に関わる新たな知見が期待できるかもしれない．

【結諭】ある種の 細胞系列においては，EFPは細胞増殖に対して抑制的に作用していること

が 判 明 し た． EFPは Mycを 減少 させ ，p27を 増 加さ せて いた が， 両者 のmRNA量 には 変化

を 与 え て お ら ず ， 合 成 で は な く ， 分 解 を 制 御 す る こ と が 明 ら か と な っ た ．
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学位論文審査の要旨

主査  教授  田中伸哉
副査  教授  平野  聡
副査  教授  武冨紹信
副査  准教授  神山俊哉

学 位 論 文 題 名

    ．  ．r丶  」  ．
ユビキチンリガーゼestrogen responslvenngerproteln
  （EFP）の細胞 増殖に及ぼす影響と作用機序の解析

  Estrogen-responsive finger protein (EFP)は、エストロゲンによりその発現レベルが調節さ
れる一次応答分子である。EFPは14-3-3「をユビキチン化し分解を促進するユビキチンリガ
ーゼであり、細胞増殖を促進し、EFPの過剰発現した乳癌細胞ではエストロゲン非依存性増
殖を示すと報告されている。これはEFPがエストロゲンによる増殖コントロールを仲介し
ていることを示している。一方、乳癌組織でのEFPの発現量、Estrogen-receptor(ER)や14-3-3
aの発現との相関は一定の結果となっておらず、一元的には説明困難である。そこでEFP
の他の機能の探索、および細胞増殖におけるEFPの位置づけを明らかにするため、今回の
研究を行った。
  まずER陽性乳癌細胞T-47Dにレトロウイルスベクターを用いてEFPおよびsiRNAを遺
伝子導入し過剰発現(193％）およびノックダウン(39％）の安定変異株を作成した。細胞増殖ア
ッセイの結果、EFP過剰発現細胞では増殖が抑制され、ノックダウン細胞では増殖促進が認
められた。コロニーアッセイでは、EFP過剰発現細胞でコロニー形成が抑制されノックダウ
ン細胞でコロニー形成が促進されており、EFPはanchorage-independent growthに対しても抑
制的に作用すると考えられた。ウエスタン法による解析では、EFP過剰発現細胞でMycの
発現量減少が認められ、p27および14-3-3aの発現量増加が認められた。EFPノックダウン
細胞では逆にMycの発現量増加が認められたが、p27と14-3-3aの変化を確認することはで
きなかった。以上の結果はエストロゲン非存在下でも同様であり、この機能にはエス卜ロゲ
ンは関与していないか、必須ではないと考えられた。この結果は既知の知見とは異なるが、
乳癌組織でEFPの発現が低下しているという報告もあり、むしろEFPが増殖を抑制する方
が合理的とも考えられる。ERを発現していないHeLa S3細胞でも同様にEFP過剰発現細胞
を作成しアッセイを行ったところ、細胞増殖が抑制され、Mycの発現量減少とp27の発現
量増加が認められたが、14-3-3csの発現量には変化が認められなかった。EFPはMycあるい
はその上流のシグナル伝達経路に対して作用していると推測された。RT-PCRおよびqPCR
を行い、Mycとp27のmRNA量を計測したところmRNA量に変化を認めなかった。したが
って、EFPはMyc及びp27の合成量には影響を与えておらず、分解量を変化させているこ
とが示唆された。EFPとMycのin vivo binding assayを行い、EFPとMycが結合しているこ
とを明らかにした。
  ある種の細胞系列においては、EFPは細胞増殖に対して抑制的に作用していることが判明
した。EFPはMycを減少させ、p27を増加させていたが、両者のmRNA量には変化を与え
ておらず、合成ではなく分解を制御していることが示唆された。EFPはMycと結合するこ
とが明らかとなり、今後、Mycをユビキチン化しているかどうかを明らかにすることが期
待された。
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公開発表後、副査の平野教授より1）ユビキチンリガーゼの種類、2冫乳癌とERとの関連、

3）乳癌とEFPとの関連、4冫ユビキチンと癌化との関連、5）今回の結果が既知の報告と異な

ったことの理由についての質問があった。それに対して1）正確にはわからないが数百種類、

2)80％陽性だがホルモン療法無効例もある、3）臨床の報告は一定しておらず関連は不明、5）

癌種により異なる、5）細胞種の違いによると考えている等の回答があった。主査の田中教授
か ら はDMycと p27に 注 目 し た理 由 、 2） 複 数 の細 胞 株 で調 べ た か、 3)EFPとMycの 結合

はユビキチン化に必要なのか、4）使用した細胞のERの発現は確認したか、5)survivala8say

など他のアッセイは行ったか、6）臨床検体でEFPの発現を確認したかについての質問があ
った。それに対して1）まず大まかな当たりをっけるために選択したが偶然結合が認められ

た、 2）T47DとHeLaの2種類で確認した、3）複合体を形成し直接結合でないこともあるが

結合は必要、4）5）今回は行っていない、6）今後行いたい等の回答があった。また、副査の武
冨教 授より 1）導 入したEFP遺伝子にはEREをプロモーターとして用いたのかとの質問に、

1）用いていないとの回答がなされ、ERの有無による違いを検証したことにはならないので

はないかとの指摘があった。

この 報告は EFPが細 胞増殖を 抑制し 、Mycと 結合す ることを示した初めての報告であり、
EFPの細胞増殖における位置づけの解明に寄与するものと思われた。

審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や単位取得なども併

せ 申 請者 が 博 士（ 医 学 ）の 学 位 を 受け る の に充 分 な 資格 を 有 する も のと 判定し た。
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