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緒　言

　がん細胞は悪性化に伴い運動能、接着能を変化させることで浸潤･転移能を獲得する。細胞の運動と接着には Rho フ
ァミリー低分子量 GTPase である Rac と Rho によるアクチン細胞骨格の制御が重要である。我々は Rac の不活化因
子 FilGAP を単離している１）。FilGAP は正常上皮細胞の細胞間接着を安定化し２）、上皮がん細胞において細胞外基質
中の浸潤を促進する３）。FilGAP は Rho のエフェクターである ROCK によりリン酸化されることで活性化される１,４）。
しかしながら、FilGAP のリン酸化による活性化の分子機構は不明であった。今回、我々は細胞内輸送経路の一つクラ
スリン被覆輸送を制御するクラスリン重鎖が非リン酸化 FilGAP に特異的に結合することを見いだした。クラスリン
重鎖との結合が FilGAP の活性に与える影響、そしてがん細胞の浸潤形態に与える影響を調べた。

方法および結果

１．FilGAP はリン酸化依存的にクラスリン重鎖に結合する
　FilGAP のリン酸化による活性制御機構を明らかにする為に、リン酸化依存的に FilGAP に結合する因子の探索を行
った。HEK293T 細胞に全てのリン酸化部位をアラニンに置換した非リン酸化型（ST/A）およびアスパラギン酸に置
換した擬似リン酸化型（ST/D）FilGAP を発現し、FilGAP を免疫沈降し結合タンパク質を銀染色で検出した（図 1A）。
ST/A 変異体特異的に結合する分子量約 180kDa のタンパク質が検出された。このタンパク質を質量分析により解析
したところクラスリン被覆の主要構成タンパク質であるクラスリン重鎖（Clathrin heavy chain: CHC）であることが
分かった。ウェスタンブロットによる解析により CHC は WT よりも ST/A 変異体に強く結合し、ST/D 変異体には結
合しなかった（図 1B）。また、内在性 FilGAP とも CHC は共沈降し（図 1C）、in vitro において FilGAP に直接結合す
ることが分かった（図 1D）。
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図 1． クラスリン重鎖（CHC）は非リン酸化型 FilGAP に特異的に結合する
A）HEK293T 細胞に Flag-FilGAP（非リン酸化型 ST/A あるいは擬似リン酸化型 ST/D）を導入し、免疫沈降
後に SDS-PAGE を行い銀染色した。＊:ST/A 特異的に結合したタンパク質。B）ウェスタンブロットによる
FilGAP と CHC の共沈降の確認。C）COS-7 細胞で内在性 FilGAP と CHC は共沈降した。D）COS-7 細胞抽出
液と精製 GST-FilGAP を反応させたところ CHC が結合することが分かった。

２．クラスリン重鎖は FilGAP の RacGAP 活性を阻害する
　クラスリン重鎖が非リン酸化型 FilGAP に特異的に直接結合したことから、クラスリン重鎖の結合が FilGAP の Rac
に対する GAP 活性に与える影響を調べた。HEK293T 細胞に Flag-FilGAP を導入し精製した（図 2A）。精製した
Flag-FilGAP を用いて in vitro で FilGAP の GAP 活性の測定を行った。ST/A 変異体の GAP 活性は低く、ST/D 変異
体は高い GAP 活性を持つことが分かった（図 2B）。次に精製 MBP-CHC 存在下で FilGAP の GAP 活性を測定した（図
2C）。WT および ST/A は MBP-CHC 存在下で GAP 活性が低下した。しかし ST/D 変異体は MBP-CHC 存在下でも
高い GAP 活性を示した。これらの結果から CHC は FilGAP の GAP 活性を阻害することが分かった。
　細胞内で CHC が FilGAP の GAP 活性を阻害するか調べるために、細胞伸展アッセイにおける Rac の活性を調べた

（図 2D、E）。siRNA で CHC をノックダウンしても Rac の活性は有意な変化はなかった。FilGAP を過剰発現すると細
胞伸展が阻害され Rac の活性が低下したが、ST/A 変異体は WT よりも Rac 阻害活性は低かった。しかし、siRNA で
CHC のノックダウンを行うと WT 発現細胞の Rac の活性が低下し、さらに ST/A 変異体では Rac の活性が大きく減
少した。この結果から細胞内においても CHC が FilGAP の GAP 活性を抑制していることが示唆された。
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図 2． クラスリン重鎖は FilGAP の RacGAP 活性を阻害する
A）HEK293T 細胞に発現し精製した Flag-FilGAP。B）精製した Flag-FilGAP を γ32P 標識した GTP と結合し
た GST-Rac と５分間反応させた。反応後の Rac に結合した γ32P を液体シンチレーションカウンターで測定し
た。*P < 0.05、**P < 0.01（Student's t-test）。C）MBP-CHC 存在下での FilGAP の RacGAP アッセイ。**P <
0.01（Student's t-test）。D）COS-7 細胞を siRNA を用いて CHC をノックダウンを行った後に野生型（WT）ま
たは非リン酸化型(ST/A)FilGAP を遺伝子導入した。細胞はコラーゲンでコートしたディッシュ上に播種し１
時間後に GST-CRIB を用いて GTP-Rac のプルダウンを行った。E）D の結果の定量解析。n=4、*P < 0.05、**P
< 0.01（Student's t-test）。

３．クラスリン重鎖は FilGAP の活性を阻害することでがん細胞の浸潤形態を制御する
　クラスリン重鎖による FilGAP の活性制御ががん細胞の浸潤制御に重要であるかを調べた。乳がん細胞株 MDA-
MB-231 細胞はコラーゲンゲルの上で培養すると伸長した間葉型遊走と丸いアメーバ型遊走という二つの遊走形態で
運動する。間葉型遊走には Rac の、アメーバ型遊走には Rho の活性が重要である５）。FilGAP は Rac を阻害すること
でアメーバ型遊走を促進することが分かっている３）。CHC を siRNA でノックダウンを行うとアメーバ型遊走を行う
細胞が有意に増加した（図 3A、B）。ところが CHC と FilGAP を同時にノックダウンすると FilGAP をノックダウン
した際と同様に間葉型遊走を行う細胞が増加した。この結果は CHC が FilGAP の上流でアメーバ型遊走を抑制してい
ることを示唆している（図 3C）。
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図 3． クラスリン重鎖は FilGAP の上流でがん細胞の浸潤形態を制御する
A）MDA-MB-231 細胞に CHC または FilGAP に対する siRNA を EGFP と共に遺伝子導入した。細胞はゲル状の
コラーゲン上で培養した後に固定後、蛍光染色した。矢頭は丸いアメーバ型遊走を行う細胞を示す。B）遊走形
態の定量解析。n=4、**P < 0.01、***P < 0.001（Student's t-test）。scale bar: 100μm。C）クラスリンによる
FilGAP の活性制御を介したがん細胞の遊走制御モデル。

考　察

　今回、我々は細胞内輸送において重要な働きを担うクラスリン重鎖が FilGAP の活性阻害を介してがん細胞の浸潤を
制御する可能性を見いだした。FilGAP は ROCK によるリン酸化により活性化することが分かっていたが、これはクラ
スリン被覆から FilGAP が遊離することによって起こることが示唆された。クラスリン被覆輸送は酵母からヒトまで
高度に保存された主要な細胞内輸送経路の一つである。クラスリンは主要構成タンパク質であるクラスリン重鎖が３
量体（トリスケリオン）を形成し、さらに重合することで格子状のクラスリン被覆構造を形成する。クラスリン被覆輸
送は細胞膜表面の受容体などのエンドサイトーシスから、エンドソーム、ゴルジ体からの膜輸送を調節することで細胞
の増殖、生存、運動など様々な細胞機能を制御する。このようにクラスリンは一般的に膜輸送を制御することで様々な
細胞機能を制御していると考えられている。細胞運動においてもクラスリンは細胞接着因子の細胞内への取り込む際
に重要な役割を担っていると考えられていた６）。今回、我々はクラスリンが FilGAP の活性を阻害することによりアク
チン細胞骨格を制御することで細胞運動を制御する可能性を見いだした。今後のより詳細な解析によりクラスリンは
FilGAP の活性阻害を介したアクチン細胞骨格と従来知られている膜輸送とを協調的に制御することでがん細胞運動
を制御していることを明らかにしていきたい。
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