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乳 がん細胞 は、原発巣 で無秩序 に増殖 し、 さらに周 囲の組織 に浸潤 す るこ とで他 の

組織や器 官へ と転移 す る。 乳がん細胞 の浸潤 過程 にお いて、細胞 と細胞 外マ トリクス

（Extracellularmatrix，ECM） の接着、ECMの 分解、細胞 移動が 関与す る。ECMは

細胞や組織 の支持体 と して働 くのみ でな く、細胞 膜表 面 の受容体 を介 して細胞 内ヘ シ

グナル を伝達 し、細胞 の増殖 、接着 、移 動 、分化 な ど様 々な細胞機 能 を制御 す る。G

タンパ ク質共役受容 体 （GPCR，Gprotein・coupledreceptor） サブフ ァ ミリーの一つで

あ るAdhesion・GPCR（ 接着性GPCR） は長い細胞外 ドメイ ン （Extracellulardomain，

ECD） を持つ こ とを特徴 と し、細胞 ・細胞 間接着や細胞 一ECM間 接着 に関与す ると考 え

られ てい るが、そ の機能 には不明 な部分 が多 い。 当研 究室 にお いて、乳 がん細胞 の浸

潤 に関与す るAdhesion・GPCRのsiRNAを 用 いた網羅 的ス ク リーニ ングが行 われ、候

補分子 の1つ としてGPR56が 同定 され た。本研 究ではGPR56の 乳がん細胞 にお ける

機 能解析 を行 なった。

まず、CRISPR／Cas9シ ステ ムを用い て高転移性 ヒ ト乳 がん細胞MDA・MB・231の ゲ

ノム編集 を行 いGPR56の ノックア ウ ト細胞 を樹立 した。MDA・MB・231細 胞 を コラー

ゲ ンゲル 中で3次 元培養す る と、 も との親株 （コン トロール細胞）で はゲル 中に突起

を伸 ばす浸潤様構造 を もつ細胞塊 が形成 され たが、GPR56ノ ックア ウ ト細胞で は浸潤

様構 造の形成 が顕著 に低 下 した。また、GPR56ノ ックア ウ トによる浸潤様構 造形成 の

低下 は、GPR56の 過剰発現 に よ り回復 した。 またMDA・MB・231細 胞 の増殖 をMTT

ア ッセイ に よ り調べ た ところ、2種 類 のGPR56ノ ックア ウ ト細胞 で コン トロール細胞

と比較 して細胞増殖 が低下 してい ることが明 らか となった。 一方、 コラー ゲン に対す

る細胞接着能 は、 ノ ックア ウ ト細胞 とコン トロール細胞 で大 きな差 は見 られ ない こ と

が明 らか となった。またECM分 解能 にお けるGPR56の 役割 をゼ ラチ ン分解 ア ッセイ

によ り解 析 した ところ、2種 類 のノ ックア ウ ト細胞 で異 な る結果 とな り、GPR56は ゼ

ラチ ンの分解 に関与 しない こ とが示唆 され た。次 に細胞移動 にお けるGPR56の 役割

をWoundhealingア ッセイ によ り検討 した ところ、GPR56ノ ックア ウ トによ り、細

胞移動 に遅れ が生 じるこ とが明 らか となった。 さらに コラー ゲ ンゲル上 での細胞移動

を解析 した ところ、 ノックア ウ ト細胞 では コン トロール細胞 に比べ、移 動距離 が短 く

な るこ とが明 らか とな り、この表 現型 はGPR56△ECDの 過剰発現 に よ り回復 した。さ

らに、コン トロール細胞 の移動 はGq阻 害剤 とROCK阻 害剤 に よ り抑制 され た。以上

の結果 か ら、GPR56はGq及 びROCKの 活性化 を介 して細胞移動 を促進す る ことに

よ り、乳 がん細胞MDA－MB・231の 浸潤 を制御す る可能性 が示唆 され た。
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Gタ ンパ ク質共役受容体 （GPCR） は7回 膜貫通型 の受容体 であ り、細胞外 か らの

シ グナル を受容 し、細胞 内で共役 してい る三量体Gタ ンパ ク質 を介 して細胞 内にシ グ

ナル を伝 達す る。Adhesion・GPCRサ ブ ファ ミリー に属す るGPR56は 、い くつ かの癌

に お いて そ の発 現 量 が変 化 して い る こ とが 知 られ て お り、2次 元 培養 下 にお い て

GPR56は 癌細胞 の細胞増殖や細胞接着 、細胞遊 走を制御す ることが明 らか に されつっ

あるが、3次 元培養 下での乳 がん細胞 にお け るGPR56の 機 能 について は未 だ不 明で

ある。

申請 者 は 高 転 移 能 を も つ ヒ ト乳 が ん 細 胞 株MDA－MB－231細 胞 を 用 い て

CRISPR／Cas9法 に よ りGPR56ノ ックア ウ ト細胞 を樹立 し、乳がん細胞 の細胞移動 に

お け るGPR56の 役 割 を明 らか に した 。 コ ラー ゲ ンゲル を用 い た3次 元培 養 下 で

MDA・MB・231細 胞 を培養す る と、細胞 が突起 をゲル 中に伸 展 させ る浸潤様構造 の形成

が誘導 され るが、GPR56ノ ックア ウ ト細胞 では浸潤様構造 の形成 が低 下 していた。 こ

のノ ックア ウ トの効果 はGPR56の 過剰発 現 によ りレスキ ュー された。 このよ うな浸

潤様構造 の形成 が どの よ うに制御 され てい るのか を調 べ るた め、細胞増殖 、細胞接着 、

細胞移動 、お よび細胞外 マ トリックスの分解 にお けるGPR56の 役割 を親株 （コン ト

ロール細胞）とノックア ウ ト細胞 を用 いてMTTア ッセイ、Spreadingア ッセィ、Wound

healingア ッセイ、ゼ ラチ ン分解 ア ッセイ に よ りそれぞれ検討 した。その結果 、GPR56

が細胞増殖 と細胞移動 に関与す る可能性 が見 出された。 細胞 移動 にお けるGPR56の

役割 を解析す るた め、 コラーゲ ンゲル上 での細胞移動 をタイ ムラプスイメー ジングに

よ り詳細 に解析 した結果 、GPR56ノ ックア ウ ト細胞 において細胞移動が コン トロール

細 胞 よ りも低 下 す る こ と、 ま た ノ ッ ク ア ウ ト細 胞 の 細 胞 移 動 が 活 性 型 変 異 体

GPR56△ECDの 過 剰発 現 に よ りレス キ ュー され る こ とを明 らかに した。 さ らに、

MDAMB－231細 胞 の細 胞移 動はGq阻 害剤 と、ROCK阻 害剤 に よ り抑制 されたが、

GPR56△ECDの 発現 に よる細胞移動 はROCK阻 害剤 でのみ抑制 され た。 これ らの結

果 か ら、GPR56がGqの み な らず他 のGタ ンパ ク質 とも共役 し、その下流でROCK

が働 くこ とに よ り細 胞 移 動 を正 に制 御 す る可能 性 が示 唆 され た。 以上 の結果 か ら

GPR56はGqお よびROCKの 活性化 を介 して細胞移動 を促進す ることに よ り乳 がん

細胞MDA・MB－231の 浸潤 に関与す る可能性 が明 らか となった。

以上 の よ うに、本論文 は乳 がん細胞 の移 動 にお けるGPR56の 新 たな役割 を示す も

ので、学術 上、応用上貢献す るところが少 な くない。 よって審査委員 一 同は、本論文

が博 士 （バィ オサイエ ンス） の学位論 文 として価値 あるもの と認 めた。


