
１． は じ め に

悪性腫瘍の臨床では，外科的に原発巣を除去できたにも

かかわらず後発遠隔転移をきたし，転移巣を制御できない

ために不幸な転帰をたどることがある．もし腫瘍の転移を

制御することができるならば，治癒率の向上に大きく寄与

するはずである．腫瘍の転移には，局所からの浸潤，血管

やリンパ管内への侵入と循環，血管やリンパ管内よりの逸

脱，遠隔組織内への侵入と成長という過程に分類される

が，中でも最初のステップは局所から間質内への浸潤であ

る１，２）．この過程では，細胞間接着の減弱，マトリックスメ

タロプロテアーゼなどの活性化，細胞の運動能の抗進など

が重要であると考えられている．細胞運動能の向上に寄与

するものとして，細胞骨格であるアクチン束状化のダイナ

ミックな変化が重要な因子のひとつであると認識されてお

り，これら変化に寄与する分子群の同定は様々な研究室か

ら積極的に研究され報告されている３，４）．著者らは，１９９８

年に細胞の転移・浸潤のメカニズムの解明を目的に新規ア

クチン束状化タンパク質アクチニン-４（actinin-４）のクロー

ニングを行い，アクチニン-４とがん細胞の運動性と転移

に関わる細胞生物学的機能について研究を進めてきた．本

総説では著者らの研究を中心に紹介しながら，アクチニン-

４とがんの転移・浸潤機構との関係ならびに，最近わかっ

てきたがん以外の疾患とアクチニン-４の関わりについて

論じたいと思う．

２． 乳がんの予後と相関する新規非筋肉型アクチニン，

アクチニン-４のクローニング５）

著者らは，悪性腫瘍の浸潤・転移のメカニズムの解明を

目的に肺大細胞がん細胞株である Lu-６５を抗原として

BALB-cマウスに免疫し，浸潤性乳管がんに強く反応する

NCC-Lu-６３２というモノクローナル抗体を作製した．本モ

ノクローナル抗体を用いて免疫染色を行うと，正常乳腺組

織では筋上皮と乳腺上皮の境界に反応し，がん化した部分

では腫瘍と間質の境界部に点状に強く濃染することが確認

された．さらに，本抗体が認識する抗原分子の同定を目的
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線維を束状化するアクチニン-４が単離され，本分子の発現が細胞突起形成に関わり運動

性を向上させることが解ってきた．臨床病理学的には，アクチニン-４タンパク質の発現
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にヒト正常表皮細胞株から作製した λgt１１エクスプレッ

ションライブラリーを用いてイムノスクリーニングを試み

たところ α-アクチニンとしては４番目で非筋肉型として

アクチニン-１に続く新規アイソフォームであることが判

明したため，アクチニン-４と命名した５）．アクチニン-４

は，アクチニン-１と構造が非常に類似しており，アミノ

酸で８６％の相同性を有していた．

α-アクチニンは，N末端から球状のアクチン結合ドメイ

ンと二量体を形成するためのロッドドメイン，C末端には

カルシウムが結合するモチーフ（EFハンドドメイン）を

有している（図１―１A）．α-アクチニンは中央部にあるロッ

ドドメインを使って二量体を形成し，ダンベル状になり，

両端のアクチン結合ドメインを使ってアクチンを架橋し束

状にする６）．哺乳類の α-アクチニンは４種類が同定されて

いて５～８），アクチニン-１，-４が非筋肉型で，-２と-３が筋肉

型である．α-アクチニンには多くの結合分子が報告されて

いる．非筋肉型アクチニンと結合する分子で初期のころか

ら注目されていたものは，フォーカルアドヒージョン（fo-

cal adhesion）に存在する β１-３インテグリン（integrin）や

ビンクリン（vinculin）などである９，１０）．フォーカルアドヒー

ジョンにはストレスファイバーとよばれるアクチンフィラ

メントの束が接していて，基質上を細胞が移動するための

足場になると考えられている（図１―１B）．α-アクチニンは

フォーカルアドヒージョンにストレスファイバーをリンク

するために重要な役割を担っていると考えられていた．し

かしながら，われわれが作製したアクチニン-４を特異的

に認識するモノクローナル抗体 NCC-Lu-６３２を用いて細胞

を蛍光免疫染色すると，アクチニン-４はフォーカルアド

ヒージョンではなく，むしろ細胞運動が亢進していると考

えられる細胞突起に濃縮していることが観察された．ヒト

扁平上皮がん細胞株である A-４３１をコンフルエントに培

養し，人工的にスクラッチを行う wound healing assayを用

いてアクチニン-４の局在を検討しても，細胞運動の先進

部であるスクラッチ部の細胞にアクチニン-４が濃縮する

ことが確認できた（図１―２）．臨床病期�，�期の浸潤性

乳管がん６１症例を用いて病理組織学的にアクチニン-４の

局在を検討したところ，アクチニン-４が細胞膜または細

胞質に濃縮している症例は核に染まる症例にくらべて統計

学的な有意差を持って予後が不良であった（図１―３）５）．浸

潤性乳管がんの免疫染色の結果からアクチニン-４タンパ

ク質の発現と局在は乳がん患者の予後予測マーカーになり

える可能性が示唆され，フォーカルアドヒージョンにアク

チンストレスファイバーをリンクするだけの機能ではなく

がん浸潤に対して何らかの積極的な貢献をしている可能性

が示唆された．

図１―１
A：アクチニン-４の分子構造
N末端にアクチン結合ドメインを持ち，中央に４個のスペクト
リン様繰り返し配列を持つ（ロッドドメイン：R１―４）．C末端
には EFハンドドメインを持つ．中央部でダンベル状に二量体
を形成し両端のアクチン結合ドメインで，アクチンファイバー
を束状化する６）．
B：フォーカルアドヒージョンの構造
インテグリンによって細胞外基質と細胞の足場を形成する．イ
ンテグリン β鎖の裏打ちに α-アクチニンやビンクリンなどが
結合し，α-アクチニンによって束状化されたアクチンファイ
バーをフォーカルアドヒージョンに接合する．

☆☆
貼

１‐１‐２

図１―２ 細胞運動能亢進部におけるアクチニン-４タンパク質の
濃縮

A-４３１細胞をコンフルエントに培養し，人工的に細胞のモノ
レーヤーをスクラッチし，細胞運動面を付与した（wound heal-
ing assay）．この状態でマウスモノクローナル抗体 NCC-Lu-６３２
で免疫蛍光染色を行ったところアクチニン-４タンパク質は，ス
クラッチ面に濃縮した．矢印はスクラッチ面．（文献５を改変）
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３． 大腸がんにおけるアクチニン-４タンパク質の発現の

亢進とリンパ節転移への関与１１）

浸潤性乳管がんでアクチニン-４タンパク質の発現の亢

進が患者予後予測マーカーになりえることがわかってきた

が，がんにおけるアクチニン-４の発現とその細胞生物学

的意義については不明だった．そこでさらなる検討を行っ

た．大腸がん患者２６例を定量的免疫組織化学染色法にて

検討したところ，１９（７２％）例の患者で正常大腸粘膜に比

べて腫瘍部のほうにアクチニン-４タンパク質の発現の亢

進が観察された（図２―１）．ドキシサイクリン誘導系プロ

モーターを用いてアクチニン-４を厳密な条件下で過剰発

現できる大腸がん細胞株 DLD-１ Tet-off ACTN４を作製し，

その生物学的意義の検討を行った（図２―２）．DLD-１Tet-off

ACTN４にアクチニン-４タンパク質を過剰発現させて細胞

形態を観察すると，過剰発現していない状態に比べて細胞

突起が多く観察されるようになった（図２―２）．この構造

物を走査型電子顕微鏡で観察すると，細胞周辺部から発生

している指状に発達した糸状突起であることが判明した

（図２―３）．過剰発現したアクチニン-４は HAタグを付加し

てあるため，その局在を蛍光抗体法を用いて確認すること

ができる．そこで蛍光抗体法で局在を検討したところ電子

顕微鏡で確認した糸状突起に強く濃縮することが観察され

た（図２―４）．この形態学的変化が細胞の運動性に関わる

かどうかについて細胞走化性試験を用いて確認したとこ

ろ，アクチニン-４の過剰発現を誘導した株はそうでない

株に比べて単一細胞あたりの走化性が亢進していた（図２―

５）．以上の結果よりアクチニン-４は大腸がんで細胞突起

を形成させ運動性の亢進を導く機能を持つことが推察され

た．そこでこの運動性の亢進が大腸がんの転移に関わるか

どうかを in vivo での検証を行った．DLD-１Tet-off ACTN４

を SCIDマウスの盲腸部に同所性移植し転移形式を観察し

たところ，DLD-１Tet-off ACTN４は mockに比べて所属リ

図１―３ 浸潤性乳管がんにおけるアクチニン-４発現と予後の関
係

A：無再発期間の予後曲線
B：全生存期間の予後曲線
実線は細胞膜または細胞質にアクチニン-４が濃縮している症
例．
破線はアクチニン-４が核に染色する症例．
無再発期間や全生存期間に対する予後曲線とも細胞膜または細
胞質に濃縮する症例（実線）のほうが統計学的有意差（p＜０．０１）
を持って予後が不良である．縦軸は生存率．（文献５を改変）

図２―１ 正常大腸粘膜と大腸がん部におけるアクチニン-４の発
現差異

A：Bともに正常大腸粘膜部とそれに連続する大腸がん部の組
織．抗アクチニン-４ウサギポリクローナル抗体を用いて同部に
対して蛍光免疫染色を行った．タンパク質発現量の定量は，蛍
光強度を計測しその発現比を計算した．（文献１１を改変）
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図２―２ アクチニン-４タンパク質をドキシサイクリン非存在下に誘導する大腸がん
細胞株 DLD-１Tet-off ACTN４の樹立

A：ウエスタンブロット法によるドキシサイクリン（Dox）非存在下におけるアク
チニン-４タンパク質の誘導の確認．上段抗 HA抗体，中段抗アクチニン-４抗体，下
段抗 β-アクチン抗体．
ドキシサイクリンの非存在下にのみアクチニン-４が誘導される．
B：ウエスタンブロット法で検出されたタンパク質発現量比較．誘導時は，非誘導
時に比べて５倍程度タンパク質発現が増強する．
C，D：タンパク質発現非誘導時と誘導時の細胞形態の変化．wound healing assayに
て比較．非誘導時の細胞形態には突起形成がみられないが（C），タンパク質誘導時
にはスクラッチ面に対して細胞突起の誘導が優位に観察される（D）．（文献１１を改
変）
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ンパ節である腸間膜リンパ節への転移が優位であった１１）．

４． 細胞間接着に関わる E-カドヘリンと細胞浸潤におけ

るアクチニン-４のかかわり１２）

細胞間接着に重要な分子である E-カドヘリン（E-

cadherin）の不活化は細胞間接着の消失をもたらし，腫瘍

細胞は間質にばらばらと浸潤していくことになる１３，１４）．特

に大腸がんの浸潤先進部では細胞間接着が減弱し，細胞が

ひとつ，または数個の集団で原発巣から離脱している様子

が観察できる．Onoらはこの現象をフォーカル デディ

ファレンシエーション（FD：focal dedifferentiation）と定

義し，肝転移との関係を報告した１５）．著者らも，以前から

FD部では E-カドヘリンの減弱とアクチニン-４の発現亢進

を見出していた（図３―１）１１）．E-カドヘリンの消失には様々

な分子機構が報告されているが，E-カドヘリン消失後に裏

打ちタンパク質 β-カテニン（β-catenin）が FD部に濃縮す

るという報告がある１６）．であるならば，カドヘリン―カテ

ニン複合体が破綻したのち，β-カテニンに対するタンパク

質複合体がその構成を変化させ積極的に細胞運動に関わる

という考え方も成立する．そこで，そのタンパク質複合体

の構成の変化を E-カドヘリンタンパク質を発現していな

い大腸がん細胞株 SW４８０を使って網羅的に解析すること

でさらなる転移機構の解明を試みた．すると，このタンパ

ク質複合体の中にアクチニン-４がふくまれることが見出

されてきた．SW４８０細胞では両者が細胞膜の泡状突起部

に局在し複合体をなしていると考えられる（図３―２）．さ

らに大腸がん組織を用いて β-カテニンとアクチニン-４の

局在を検討してみると，FD部でその共局在が認められた

（図３―３）．さらにこの複合体は E-カドヘリンを遺伝子導入

することにより親和性の低下が認められた１２）．

すなわち細胞間接着と細胞突起形成の間ではアクチニ

ン-４，β-カテニン，E-カドヘリンタンパク質複合体のバラ

ンスが重要な役割を担うのではないかということを示唆す

る所見である．

５． 肺小細胞がんにおける特異的アクチニン-４選択的

スプライスバリアントの同定１７）

アクチニン-４は，細胞膜上の突起部に濃縮するだけで

図２―３ 走査型電子顕微鏡を用いたアクチニン-４タンパク質誘導時と非誘導時における細胞の超微形態の観察
A，C：アクチニン-４タンパク質の非誘導時の細胞形態．細胞は平坦で細胞突起の形成は目立たない．
B，D：アクチニン-４タンパク質の誘導時の細胞形態．辺縁部に指状をした糸状突起の形成が著明である．（文献１１
を改変）
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なく条件によっては核内に局在することが観察されてい

た５）．特に肺小細胞がんでは，核内に強く濃縮することが

観察されていた．肺小細胞がんは足場非依存性の増殖を行

い１８），病理組織学的には核細胞質比が小さく１９），臨床的に

は物理的強度が脆弱であることが知られている１９）．事実，

肺小細胞がんをファロイジンで蛍光染色してもあまりきれ

いにアクチンファイバーの局在を示すことができない．そ

こで著者らはアクチニン-４の機能異常がアクチン細胞骨

格に異常を与え，先に述べた肺小細胞がんの生物学的性質

を規定しているのではないかと仮定し，肺小細胞がん株の

アクチニン-４遺伝子変異を調べた．すると，アクチニン-４

の遺伝子変異は確認できなかったが，予想していない新規

のスプライスバリアントが確認できた（図４―１）．このス

プライスバリアントは，後述する家族性糸球体巣状硬化症

の家系に遺伝子変異がみられるエキソン８をスキップ

し２０），いままでに知られていない新規エキソンを挿入する

タイプの選択的スプライスバリアントであった（図４―２）．

このスプライスバリアントは肺小細胞がんに特異的に発現

しており，正常組織からは精巣にしか発現が確認できない

ことからがん精巣抗原である可能性が示唆される（図４―

１）１７）．喀痰細胞診等での診断マーカーとしての応用が期待

される．

６． その他臓器に対するアクチニン-４発現と悪性化との

関連

その他臓器に対するアクチニン-４と悪性化との関連を

著述した代表的な論文を表１に示す．現在まで多様な腫瘍

でのアクチニン-４発現と悪性化との関連が報告されてい

る５，１１，１２，１７，２１～２７）．最近著者らの研究グループでは膵がんにお

けるアクチニン-４タンパク質発現と予後との相関を１７２

例の臨床材料を用いて検討している．膵がんは転移性の高

い腫瘍で，５年生存率も固形がんのなかでは最も予後不良

ながんのひとつである．膵がんの予後不良症例に統計学的

な有意差を持ってアクチニン-４タンパク質増加を認めて

おり（Kikuchi et al 論文投稿準備中），これら発現増加の

原因と悪性化機構をより詳細につめることにより膵がん細

胞の浸潤・転移機構の解明を進めたいと考えている．

図２―４ アクチニン-４タンパク質誘導時の，DLD-１ Tet-off ACTN４細胞におけるアクチ
ニン-４タンパク質の局在

誘導されたアクチニン-４タンパク質は細胞塊辺縁に発達した細胞突起部に濃縮すること
が確認できる．上段：アクチニン-４，下段：アクチン．（文献１１を改変）

〔生化学 第７９巻 第７号６４８



７． エンドサイトーシスとアクチニン-４

エンドサイトーシス（endocytosis）は細胞外のものを細

胞内に取り込む過程のひとつである．細胞外物質であるリ

ガンドが細胞表面にあるレセプターに結合することによっ

て開始される．昨今，悪性腫瘍治療の分子標的に受容体型

チロシンキナーゼ（receptor tyrosine kinase）が選択され，

それに対する阻害剤が臨床現場で使用されている．受容体

型チロシンキナーゼもエンドサイトーシスにより膜表面か

ら吸収（internalization）されることから，がん研究者の間

でもエンドサイトーシスは注目を集めている２８，２９）．Arakiら

は，このエンドサイトーシスのうちのひとつであるマクロ

ピノサイトーシス（macropinocytosis）に必要な細胞表面

の環状ラフリング部（dorsal surface ruffles, circular ruffles）

にアクチニン-４が濃縮することを見出した３０）．その後，他

のグループから受容体型チロシンキナーゼによって活性化

され，エンドサイトーシスに重要な役割を持つ低分子 G

タンパク質（small G protein）である Rab５が，その GAP

（GTPase-activating protein）でありエフェクターでもある

RN-treと共調し環状ラフリングを形成することが見出され

た．この RN-treは Rab５，アクチニン-４，F-アクチンの３

種類の分子と同時に結合できることから，Rab５のシグナ

ル伝達に対する主要分子成分にアクチニン-４が含まれる

ことが判明した３１）．アクチニン-４は，他の研究からも後期

エンドソームに対して BERPと結合し，トランスフェリン

レセプターのリサイクリングに関与すると報告されてい

る３２）．さらに最近著者らも，前立腺細胞株を使ってアクチ

ニン-４に結合するタンパク質を免疫沈降法を用いて網羅

的に探索し，クラスリンを始めとしたエンドサイトーシス

関連タンパク質群との結合を明らかにした２７）．

８． 腎疾患とアクチニン-４遺伝子変異

２０００年にアクチニン-４は悪性腫瘍とはまったく異なっ

た分野の疾患を研究しているグループから注目を浴びるこ

図２―５ アクチニン-４タンパク質非誘導時と誘導時の細胞運動能の変化
一定時間における単位細胞あたりの運動能を，培養皿に薄く撒いた蛍光ビーズが貪食され除か
れた面積を測定することにより評価した．DLD-１ Tet-off ACTN４のアクチニン-４非誘導時と誘
導時の運動能と，同一条件における mock細胞の運動能（C）．アクチニン-４タンパク質を誘導し
たときの方が，非誘導時に比べて統計学的な有意差をもって運動能の亢進が認められる．A，B
の写真は測定に使用した代表的な写真．（文献１１を改変）
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図３―１ 大腸がん切除標本における FD部でのアクチニン-４タンパク質の発現亢進と E-カドヘリンタンパク質
発現の減弱

大腸がん切除標本を抗アクチニン-４ウサギポリクローナル抗体と抗 E-カドヘリンマウスモノクローナル抗体を
用いて二重蛍光免疫染色を行いそれぞれのタンパク質発現を観察した．
A，C：アクチニン-４，B，D：E-カドヘリン．
矢印は FD部．アクチニン-４タンパク質発現は腺管形成を保ち高分化構造部を有している部分に比べて，FD部
で増強し，E-カドヘリンはその逆に高分化構造では発現がみられるが FD部ではその減弱が認められる．（文献
１２を改変）

図３―２ E-カドヘリンを発現していない大腸がん細胞株 SW４８０におけるアクチニン-
４と β-カテニンタンパク質の局在

アクチニン-４（A）と β-カテニン（B）タンパク質の蛍光免疫二重染色を行った．細胞辺
縁の泡状の突起に両タンパク質ともに濃縮することが観察される．（文献１２を改変）
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とになる論文が発表された．それは，ハーバード大学のグ

ループが常染色体優性の遺伝形式をとる家族性糸球体巣状

硬化症（familial focal segmental glomerulosclerosis）の解析

から，第１９染色体の q１３に責任遺伝子座があることを示

し，このような家系にアクチニン-４のエキソン８にアミ

ノ酸置換型の遺伝子変異がみられるということを報告した

ことに端を発する２０）．この報告によると，アクチニン-４タ

ンパク質は尿ろ過に重要な役割を持つ糸球体上皮の足状突

起部に局在することが確認された．そもそも糸球体巣状硬

化症は糸球体上皮の足状突起（foot process）が融合するこ

とにより発症すると考えられていたことから，糸球体巣状

硬化症はアクチニン-４の遺伝子変異が足状突起形成を阻

害することにより発症すると考えても矛盾はない．事実，

その後の研究により，アクチニン-４のノックアウトマウ

スは，出生後に持続性タンパク尿症状を呈することが確認

され，電子顕微鏡的にも足状突起の癒合や剥離が観察され

ている３３）．さらに最近では全身性エリテマトーデス

（SLE：systemic lupus erythematosus）に出現する抗核抗体

にアクチニン-４が交差反応することが指摘され，SLE腎

症とアクチニン-４の関係が注目され始めている３４，３５）．

９． ま と め

以上述べてきたようにアクチニン-４の発現の亢進は，

アクチンを束状化し，細胞突起形成を促し，細胞の運動性

を亢進させ，転移巣形成を促進させるようである．次の興

味はアクチニン-４タンパク質が細胞内に蓄積するための

機構である．この機構を明らかにすることができれば，１）

がん細胞が，正常細胞が持っていた機構の一部を使って悪

性化形質を獲得していったのか，２）それともこの機構が

破綻もしくは過剰反応できる機構を獲得することによって

積極的に悪性化形質に導かれたか，いずれかがはっきりし

てくる．もし，２）によってがん細胞自身がアクチニン-４

図３―３ 大腸がん切除標本におけるアクチニン-４と β-カテニンタンパク質の共局在
A，Bはアクチニン-４，C，Dは β-カテニンによる蛍光免疫染色像．FD部においてアクチニン-４と β-カテニンタン
パク質の共局在が観察できる．（文献１２を改変）

６５１２００７年 ７月〕



図４―１ 肺小細胞がんにおける新規アクチニン-４スプライスバリアントの発現
＋印のバンドはアクチニン-４スプライスバリアント，＊は既知のアクチニン-４
の mRNAを RT-PCRで増幅し，制限酵素 BanIIで酵素消化しスプライスバリア
ントを検出した．
上段：肺がん細胞株における新規アクチニン-４スプライスバリアント mRNA発
現状況．
１：Lu６５，２：PC９，３：Lu９０，４：H６５，５：N２３１，６：Lu１３０，７：Lu１４３
レーン１―３ 非肺小細胞がん
レーン４―７ 肺小細胞がん
中段：ヒト正常組織トータル mRNAにおけるアクチニン-４スプライスバリアン
トの発現
L：肝臓，B：脳，P：胎盤，S：脾臓，H：心臓，T：精巣，I，小腸
下段：ヒト肺がん切除標本における新規アクチニン-４スプライスバリアントの
発現状況．（文献１７を改変）

図４―２ アクチニン-４スプライスバリアントのエキソン構造とアミノ酸アライ
メント

スプライスバリアントは既存のアクチニン-４のエキソン８（８３bp）をスキップ
しエキソン８とエキソン９の間にあるエキソン８′（８３bp）を挿入する．アミノ
酸は３箇所変化する．
ACTN４-Ub：既存アクチニン-４，ACTN４-Va：アクチニン-４スプライスバリアン
ト
（文献１７を改変）
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のタンパク質異常蓄積機構を積極的に獲得することによっ

て転移性を増しているのであれば，それをブロックするこ

とにより転移抑制をかけられるような分子標的治療の開発

が可能になるかもしれない．

抗体単離から始まったアクチニン-４の研究は細胞運動

能の制御だけにとどまらずエンドサイトーシスへの関与や

腎臓病発症の責任遺伝子として，われわれが考えていな

かった新たな側面への展開を見せ始めている．今後の更な

る研究の発展に期待したい．
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