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レ チ ノ イ ン 酸 に よ る E一カ ドヘ リン 発現調節 の 免疫電

顕に よ る解析

lB− 28TWIST
遺伝子 の 発現とE−cadherin の 分布
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【目的】レ チ ノ イ ン酸は表皮細胞の増殖 と分化 の 調節

に 必須の 因子 で ある。我 々 は マ ウス 歯肉上皮細胞株

（GE1 ）を用い て 、レ チ ノ イ ン 酸がサイ トケ ラチ ン

とデ ス モ グ レ イ ン の mRNA 発現を顕著に 抑制 し、レ

チ ノ イ ン 酸処理 に よ っ て デス モ ゾーム が消失する こ

と を 、透 過 型 電 顕 と RT−PCR で 明 ら か に し た

（Hatakeyama　2004 ）。今 回 、　 GEI 細胞 を用 い て、 レ

チ ノイ ン 酸 による adherens 　junctionの 構成分子 で あ

る E一カ ドヘ リン の 発現 の 調節 を免疫電顕 、ウェ ス タ

ン ブ ロ ッ ト、お よび RT −PCR にて解析 した。同時に

desmoglein　1＆2 に対す る免疫 電顕 も行 っ た。【方法】
GEI 細胞は通常 の 培養 条件で約 2 週 間培養す る と重

層化す る。
G1 細胞をペ トリ皿 内 に 置い た ア ク ア フ ィ

ル ム 上 で培養 し、細胞 が 重層 し た後、all・trans−retiloic

acid （at−RA ，　 Sigma，−aldrich ） を 1 μ M 濃度 で 培 地

　（SFMIOI ＋ 1％ EGF ＋ 1°
／o　feta1　calf 　serum ）に添加 し

て さらに 5 日間
一10 日間培養を続けた。免疫電顕お

よ び RT−PCR を行い 、　 E一カ ドヘ リン発現の 変化を検

討 した。at−RA を含まない 培地 で 培養 した GEI 細胞

を対照 とし て 同様の こ とを行 っ た 。 【結果】対照の

GE1 細胞は 5〜6 層に重層 しデ ス モ ゾーム 構造が よく

形成 され 、同部位に desmoglein　l＆2 に結合 し た 金 コ

ロ イ ドが み られ た。
一

方、1μ M 濃度の at−RA 処 理 細

胞 で は デス モ ゾーム は ほ ぼ完全 に 消失 し、金 コ ロ イ

ドは 消失 した。
一

方、　 E一カ ドヘ リン に つ い て は 、
RT−PCR に て at−RA 処理細胞の mRNA 発現は対照細

胞に 比 べ て有意に増加 した 。 免疫電顕に お い て は E一

カ ドヘ リン に結合 した金 コ ロ イ ドの細胞膜 へ の 結合

が 対照細胞に 比 べ て 増加 を示 す所見が得られ た 。 【考

察1at−RA は E一カ ドヘ リン 発 現を亢進 させ adherens

j  ction の 形 成を促す可 能性が示唆 され た 。

【目的】TWIST 遺伝子 は basic−helix−loop−helix構造をも

つ 転写因子 で 、初期胚 葉の 発 生に 関わるこ とが知られ

てい る。近年 、本遺伝子 が E−cadherin の 発現 に関連し、

癌の 転移 に重要な役 割をして い るこ とが報 告された。

我 々 は、TWIST 遺伝子 とE−cadherin の 発現機構を解析

するため に ヒト大腸癌 SW480 細胞 に TWIST 遺伝子を

強制発 現させ 、 E−cadherin の 発現動態を観察した 。

【方 法 】TWIST 遺 伝 子 の 全 長 を green　 fluorescent

protein（GFP ）ならび に pFLAG
−CMV の 発現ベ クタ

ー
に

組み込み後 、SW480 大腸癌細胞に 移入させ 、融合蛋 白

を発現させ た。TWIST と E −cadherin の 発 現は共焦点レ

ーザー
蛍光顕微鏡により観察した。また、TWIST 遺伝子

の 断 片を GST 融合蛋 自として合成し、こ れを抗原 とした

ウサギポリクロ ナ
ー

ル 抗 体作成 し、western 　blot並び に

蛍光抗体法に使用した 。

【結果および考察】

共焦点 に よる観察に より、GFP − TWIST 融合蛋 白と今

回作成した TWST 抗体の 免疫染色に よる蛋 白の 分布

は 一致した。 SW480 ，　Caco2 細胞 の TWIST 分布は細

胞質 と核 、両者に 分布 した が 、細胞 質に多くの 分布を示

し、核の みに限定した局在は少なか っ た。 TWIST の 分

布が核 に多い 細胞は E−cadeherin の 細胞膜 の 局在が減

少 、ない しは認 められな い 細胞も散 見 され たが、多くの

細胞 は E−cadherin の 局在性変化 は見られなか っ た。一

過性 強制発 現 の 実 験系で は western 　 blot によっ て も

E−cadherin 　down　regulation は確認 され なかっ た。

TWIST が E−cadherin などの 細胞 間接 着発現を抑制する

こ とは 多くの 報 告 に よ り知 られ て い る。しか し、我 々 は

TWIST が 発現して い るに もか か わ らず 、　E −
cadherin の

分布 は基本 的には変化なく、細胞間接着も維持され て

い ることを観察 した 。 この ことは TWIST の 局在に起因す

ると考えられた。また、細胞質の TWIST の 局在は、活性

制御機構が存在して い るこ とが示 唆された。
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