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論 文 題 目 

Epiplakin modifies the motility of the HeLa cells and accumulates at the outer 

surfaces of three-dimensional cell clusters. 

（エピプラキンは HeLa 細胞の遊走能を変化させ、三次元培養下での細胞集塊の外側面に集積する） 

                                                 

                                              

 

要     旨 

緒言： エピプラキン（EPPK）は、1992 年自己免疫性水疱症患者の自己抗原として同定された推定

分子量 450ｋDa の蛋白質で、中間径フィラメント架橋蛋白質であるプラキン・ファミリー蛋白質に属

する。エピプラキンの構造としては、他のプラキン・ファミリー蛋白質と異なり、デスモプラキン I の

B ドメインに相当するドメインがヒトでは 13 個、マウスでは 16 個直列に配列しており、その間はリン

カーで接続されている。EPPK ノックアウトマウスの背部皮膚に創傷を作成した場合、治癒速度は、野

生型あるいはヘテロ型に比べて若干速い傾向にあり、その表皮細胞のケラチン線維は細い傾向にあった。

In vitro でのスロットブロットアッセイにより、ケラチン、ビメンチン、デスミンなどと相互作用しう

ることも示されていた。 



№ ２ 

目的：本研究では、細胞培養系での創傷治癒モデルにおけるエピプラキンの関与について、またケラ

チンやアクチンなどの細胞骨格分子とエピプラキンとの関連性についての検討を行った。 

方法：3 種の si-RNA を用いて HeLa 細胞の EPPK をノックダウンし、ウェスタン・ブロット法及び

免疫蛍光染色法により EPPK 発現の確認、細胞骨格への影響、スクラッチによる創傷モデルにおける細

胞移動距離をタイムラプス法により解析した。GFP-EPPK 3B ドメイン導入細胞についても同様の検討

を行った。また、EPPK の細胞集塊での局在分布を調べるために、マトリゲル内で三次元培養を行った。 

結果： EPPK si-RNA (標的配列：ヒト EPPK4832-4856) は 100 nM において、ウェスタンブロット

法及び免疫蛍光染色法において優位に EPPK の発現低下を認めた。スクラッチ法では対照に比し EPPK

ノックダウン細胞では、優位に細胞移動距離が延長した。細胞増殖による創閉鎖の影響を除外するため、

マイトマイシン C を加えたが、細胞移動距離の変化は認めなかった。GFP を融合させた EPPK 3B ド

メインを導入した細胞では、蛍光は網目状に観察され、ケラチンと走行が一致した。スクラッチ法では、

対照に比し、細胞移動距離の短縮が観察されたが、経時的に個々の細胞を観察したところ、GFP は局在

部位が変化した。ファロイジン染色では、アクチン線維は EPPK ノックダウン細胞で細胞膜付近に突

起状に観察されたが、EPPK 3B ドメイン導入細胞では伸張して観察された。E-カドヘリンやアクチン

の蛋白発現量にウェスタンブロット法では差は認めなかった。また三次元培養では、EPPK は細胞集塊

の外側面に存在し、内部には発現は認めなかった。タイトジャンクションのマーカーである ZO（zonula 

occludens）-1 と最も局在が一致していた。 

考察： ケラチン 6a,6b やプレクチン、プラコフィリン、プラコグロビンといったケラチン結合蛋白

質の発現低下はいずれも細胞遊走を亢進させることが知られている。また近年、ケラチン 6 は Src と結

合し、そのキナーゼ活性を負の制御し、創傷治癒における表皮角化細胞の移動能力を阻害するというこ

とが証明されている。さらに、MEK-ERK シグナルによるケラチン 8 のリン酸化は上皮腫瘍細胞の遊走

を高めるということも報告されている。以上のことから EPPK は中間径フィラメントのリン酸化に寄与

し、Src を含む接着斑に関わる分子の結合を変化させている可能性がある。 

結論： EPPK の発現の多寡は細胞遊走能に影響を与えることが in vitro でも示された。EPPK はビ

メンチンよりケラチンとの相互作用が強いことも示された。細胞遊走時、EPPK 分布は動的に変化する

事も明らかとなった。 


