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研究成果の概要（和文）： Src キナーゼは乳癌、大腸癌などで活性が報告されている。我々は

Srcキナーゼによるマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）の分泌の亢進がどのように制御さ

れ細胞の浸潤が促進されるのかを調べてきた。我々は今回の研究を通し、サイトカインである

TNFalpha, また IL-1betaが Src、FAKのシグナルを介して MMP の分泌を促進し、浸潤を亢進す

ることを明らかにした。また、一酸化窒素により、Src, FAK がニトロソ化され、その活性が

亢進し、それが癌細胞の浸潤へとつながることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：The Src kinase is often activated in breast cancer and colon cancer. 
We have been investigating the mechanisms of how Src kinase activates MMP secretion and 
enhances cell invasion. We have found cytokines such as TNFalpha and IL-1beta activated 
Src and FAK, which was required for the stimulation of MMP-9 secretion and cell invasion. 
We also found that nitric oxide induced cell invasion, which was dependent on the 
activation of FAK and Src by S-nitrosylation. 
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１．研究開始当初の背景 

原癌遺伝子である Src はヒト乳がん、大腸癌
などでその活性が亢進していることが報告
されており、実験系において癌細胞の浸潤、
転移に関与していることが報告されている。
しかしながら、その明確な浸潤、転移機構に

関しては不明である。我々は Srcの様々なシ
グナル伝達経路について研究を重ねてきた。
とくに活性型である v-Srcを発現したモデル
細胞を用いて Srcが RAS/MEK/ERK のシグナル
を活性化し、細胞外マトリックスを破壊する
マトリックスメタロプロテイナーゼ（MMP）
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を活性化すること、また Src シグナル系はヒ
アルロン酸合成を亢進し、細胞周囲にヒアル
ロン酸の豊富なマトリックスを形成し、ヒア
ルロン酸―CD44 のシグナルを介して細胞の
運動と MMP`の分泌を促進することを報告し
てきた。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究で Srcが RAS/MEK/ERK経路を
活性化し、MMP の分泌を促進することを明ら
かとしている。そこでさらに Srcがどのよう
なシグナル経路を介して MMPの分泌を促進す
るのかを調べ、癌の浸潤を制御する様々な機
構を明らかにしようと試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）．細胞、サイトカインイよる刺激、Src, 
FAK の活性化の検討 
ラット由来の線維芽細胞、3Y1 細胞、そして
3Y1 細胞に v-Src を導入した SR3Y1 細胞を主
に用いた。また乳がん、胆管癌由来の細胞株
などを用いた。これらの細胞を様々なサイト
カイン、ホルモンなどで刺激し、FAK, Src
などの活性をりん酸化特異的抗体をもちい
て観察した。 
 
（２）．動物実験 
胆管癌由来の HUCCT1細胞１ｘ１０７個をそれ
ぞれのマウスの腹空内に移植し、約一月増殖
させる。その後 PBS、コントロール siRNA, ま
たは Nek2siRNA をマトリックスと混ぜ、腹空
内に４回打ち込み、そして癌細胞の増殖を観
察した。 
 
４．研究成果 
（１）．サイトカインによる MMP分泌の促進、
細胞の浸潤の亢進には FAKが重要である。 
TNFalpha や IL-1beta などのサイトカインは
癌細胞の浸潤、転移に関与していることが報
告されている。そこで我々はそのメカニズム
の解明に取り組んだ。細胞をこれらのサイト
カインで刺激すると、細胞の接着斑に局在す
る Focal Adhesion Kinase (FAK)のリン酸化
が亢進し、酵素活性が上昇することを見出し
た。また、これらのサイトカインの刺激によ
り胆管癌、乳癌由来の細胞の浸潤が促進し、
MMP の分泌が上昇することが判明した。FAK
の活性化が細胞の浸潤に重要であるか検討
するため、FAK の発現を siRNA を用いて抑制
し、細胞のサイトカイン刺激下における浸潤
を検討した。すると FAK の発現抑制により、
サイトカイン刺激による細胞の浸潤、そして
MMP の分泌が顕著に抑制されることが判明し
た。また、FAK の下流のシグナル分子である
RAS, ERK などの分子の活性も FAK の発現抑
制により抑えられた。FAK はサイトカインに
よる RAS, ERK などの刺激を制御し、細胞の

浸 潤 を 制 御 す る 可 能 性 が 示 さ れ た 。
Invadopodia は癌細胞が細胞外基質に浸潤す
るときに伸ばすダイナミックな突起様の構
造体である。しかしこの構造体がどのような
機構でできるのが不明である。IL-1beta の刺
激により、Invadopodia の形成が促進される
ことが判明した。この形成に必要なシグナル
を検討したところ、SHP-2 という分子が重要
であることが判明した。また、FAK、Src など
の 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ っ て も
Invadopodia の形成が抑制された。この結果、
Src, FAK,そして SHP-2 がサイトカインの刺
激による Invadopodiaの形成に重要な働きを
していると考えられる。 
 

（２）。Nek2 の発現は胆管癌でその発現が亢
進し、その発現抑制は癌の増殖を抑制する。 
胆管癌は手術が主な治療法であるが、多くの
場合、発見時には進行しており、手術による
効果は期待できない。抗がん剤も効果的なも
のがなく、手術できない症例はほとんど治療
効果が期待できない。近年癌の治療において
分子標的治療が効果を発揮している。そこで
胆管癌における分子標的治療を開発するた
め、癌で発現が亢進している分子の探索をお
こなった。そして Nek2 というプロテインキ
ナーゼの発現が胆管癌由来の多くの細胞、そ
して組織で発現が亢進していることを発見
した。そして Nek2 を標的とした治療が開発
できるか、様々な胆管癌由来の細胞に Nek2
に対する siRNA を導入し、その効果を検討し
た。Nek2は中心体に局在し、中心体の形成を
制御している報告がある。胆管癌細胞の Nek2
の発現を抑制すると、癌細胞の増殖が抑制さ
れ、多くの細胞がアポトーシスをおこすこと
が明らかとなった。正常細胞では Nek2 の発
現を抑制しても大きな変化は観察されなか
った。次に動物モデルを用いて Nek2 抑制の
癌細胞の増殖における効果を検討した。マウ
スの腹空内に胆管癌由来の細胞である
HUCCT1 細胞を移植し、そして Nek2 に対する
siRNA を導入し、その効果を検討した。移植
した癌細胞に siRNAが導入されること、そし
て Nek2の発現が抑制されることを確認した。
siRNA の導入によりマウスにおける移植した
癌細胞の増殖は顕著に抑制され、またマウス
の生存も改善した。皮下移植された癌細胞に
Nek2siRNA を導入しても同様の結果が得られ
た。この結果は Nek2 を標的とした癌治療の
可能性を示唆する。 
また、我々は TLK1 というプロテインキナー
ゼが胆管癌でその発現が亢進していること
を見出した。TLK1の発現を抑制しても癌細胞
の増殖に変化が見られなかった。胆管癌の治
療として、シスプラチン、ゲムシタビンの２
種類の抗がん剤が使われている。これらの抗
がん剤は DNAに損傷を与える。また、TLK1は



 

DNA 損傷の修復に関与していることが報告さ
れている。そこで我々は TLK1 の発現抑制が
抗がん剤に対する感受性を亢進するかを調
べた。胆管癌細胞に TLK1 に対する siRNA を
導入し、そして細胞をシスプラチン、または
ゲムシタビン存在下で培養した。TLK1の発現
抑制により、シスプラチンによる細胞障害性
が亢進したが、ゲムシタビンにおる細胞障害
性の亢進は観察されなかった。TLK1発現抑制
により、シスプラチンによる DNA損傷が促進
され、そして細胞死が顕著に誘導された。こ
の結果は、TLK1の機能を抑制することで、胆
管癌のシスプラチンに対する感受性が亢進
することを示し、TLK1 が癌治療の標的分子と
なりえる可能性を示唆する。 
 
（３）。システインのニトロソ化が Src の活
性を制御し、癌細胞の浸潤を促進する。 
Src は膜結合型のチロシンキナーゼであり、
細胞の増殖、分化など多くの生理的な役割を
担っている。Src の活性は主にチロシンのり
ん酸化によってなされている。C 末端のチロ
シンがりん酸化されると、その部位は Src の
SH2 領域と分子内結合し、そして酵素が閉じ
た構造をとることで、不活性化する。また、
キナーゼ領域の自己りん酸化が酵素活性を
制御している。酵素活性の制御は様々な方法
で行われるが、Src の活性は主にりん酸化に
より制御されると考えられてきた。我々は以
前より Srcの酵素活性制御にシステイン残基
が重要な働きを担っていることを報告して
きた。システインと結合する薬剤、また水銀
などの重金属が Src のシステインに結合し、
その活性を制御することを見出してきた。ま
た、一酸化窒素（NO）が Src の活性を顕著に
亢進することを報告している。今回我々は
Srcの NO による活性が、Src の C 末端に存在
する４９８番目のシステインのニトロソ化
によるものであることを明らかにした。 
細胞を SNAPという NO産生試薬で刺激すると、
Src が活性化する。このときの Src のニトロ
ソ化をビオチンスイッチ法を用いて検討し
たところ、Src がニトロソ化されることが見
出された。さらにニトロソ化に重要なシステ
インを同定するため、Src のシステインをそ
れぞれアラニンに変換し、NO による活性化を
検討した。その結果、４９８番目のシステイ
ンをアラニンにかえた C４９８A－Src では、
NO による活性化が観察されなかった。さらに
C４９８A－Src を発現した細胞を作成し、そ
の影響を調べた。すると、野生型 Srcに対し、
SNAP刺激による活性が低下し、また細胞の運
動能が抑制されることを見出した。また SNAP
刺激後、C４９８A－Src のニトロソ化は野生
型のニトロソ化に比べ、低下していた。この
結果は、Src の４９８番目のシステインが NO
によりニトロソ化され、そして活性化され、

細胞運動を亢進することを示唆する。さらに
癌細胞における浸潤に Srcのニトロソ化が関
与しているかを検討した。MCF7細胞は乳癌由
来の細胞である。性ホルモンであるエストロ
ゲンは乳癌の形成に関与している。そこで、
エストロゲン刺激による細胞の浸潤を検討
したところ、MCF７細胞はエストロゲン存在
下でその浸潤が亢進することが観察された。
MCF７細胞をエストロゲンで刺激すると NO産
生酵素である eNOS の発現が亢進することが
報告されている。そこでエストロゲン刺激に
よる NO の産生を検討したところ、２４時間
後に NO の産生が促進していることが確認さ
れた。さらに Src の活性を検討したところ、
エストロゲンにより Srcが活性化され、そし
てその活性化は NO 合成阻害剤で抑制される
ことが判明した。また、エストロゲンにより、
Src がニトロソ化されることが明らかとなっ
た。C４９８A－Srcを MCF7細胞に導入すると、
野生型 Src に比べその活性は減尐しており、
またニトロソ化も抑制されていた。さらに C
４９８A－Srcを発現すると、エストロゲンに
よる浸潤の亢進が抑制された。これらの結果
は、NOが Src の４９８番目のシステインをニ
トロソ化し、そしてその酵素活性を制御し、
細胞の浸潤を促進することを示唆する。 
 
（４）。V-Src によるギャップ結合の抑制は
Ras、 AKT の活性化に依存的である。 
細胞間には小さなイオンなどを交換するト
ンネルのような結合が存在し、それをギャッ
プ結合と称する。ギャップ結合はコネキシン
という一群のタンパク質のファミリーによ
り形成されている。V-Src などの癌遺伝によ
り癌化した細胞ではギャップ結合が抑制さ
れることが知られている。しかしながら、
v-Src によるギャップ結合の抑制の機構はい
まだ明らかでない部分がある。Ras は様々な
刺激により活性化される GTP結合タンパク質
である。V-Src を細胞に発現させると、Ras
が活性化されることが知られている。そこで
我々は、Ras が v-Src によるギャップ結合の
抑制に重要であるかを検討した。V-Src 癌化
細胞にドミナントネガティブ型の Rasを誘導
的に発現できる細胞株を作成し、Ras の活性
を一過性に抑制し、ギャップ結合を観察した。
ギャップ結合は細胞に蛍光色素をマイクロ
インジェクションで導入し、その色素が周囲
の細胞に広がっていく様子でその機能を定
量できる。ギャップ結合が正常ならば、周囲
の細胞に色素が広がっていき、癌細胞などで
ギャップ結合が抑制されていると、色素は広
がっていかない。Ras の活性を抑制すると
v-Src 癌化細胞におけるギャップ結合が有意
に回復した。また、薬剤などを使って一過性
に Rasの活性を抑えても同様の結果が得られ
た。 



 

次に我々は AKTというプロテインキナーゼの
役割についても検討した。V-Src 癌化細胞に
ドミナントネガティブ型の AKTを導入し、ギ
ャップ結合を調べたところ、有意に回復した。
また、薬剤を用いて AKT の活性を抑制しても
同様な結果が得られた。これらの結果より、
v-Src によるギャップ結合の抑制は Ras と
AKTが重要な働きをしていると考えられる。 
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〔学会発表〕（計１５件） 
 
1．発表者 高原悠子、千賀威、浜口道成 
Role of Pinch-1 for integrin signaling 
学会名 日本生化学会 
発表年月日 平成２０年１２月１２日 
発表場所 神戸 
 
2.発表者 浅野恵理、千賀威、浜口道成 
細胞分裂期における palladin のリン酸化 
学会名 日本生化学会 
発表年月日 平成２０年１２月９日 
発表場所 神戸 
 
3.発表者 千賀威、ラーマンアミナー、浜口
道成 
NO シグナルと癌の浸潤転移 
学会名 日本癌学会 
発表年月日 平成２０年１０月２８日 
発表場所 名古屋 
 
4. 発表者 丹下正一郎、浜口道成 
A Role for Ras Signaling on Histone H3 
Ser10 Phosphorylation in Cells 
Transformed with Oncogenic Tyrosine 
Kinase, v-Src. 
学会名 日本癌学会 
発表年月日 平成２０年１０月２８日 
発表場所 名古屋 
 
5. 発表者 ナイナイモン、伊藤聡子、千賀
威、浜口道成 
Focal Adhesion Kinase regulates 
proinflammatory cytokine 
IL-1 -dependent MMP-9 production  
学会名 日本癌学会 
発表年月日 平成２０年１０月２８日 
発表場所 名古屋 
 
 

 
6．発表者 丹下正一郎、浜口道成 
v-Srcによるヒストン H3のリン酸化は Rasシ
グナルが関与する。 
学会名 日本生化学会 
発表年月日 平成１９年１２月１３日 
発表場所 横浜 
 
7．発表者 浜口道成 
癌の浸潤転移と Src/Shp-2シグナル 
学会名 日本生化学会 
発表年月日 平成１９年１２月１２日 
発表場所 横浜 
 
8．発表者 兵頭寿典、伊藤聡子、千賀威、
浜口道成 
ギャップ結合機能における SHP-2の機能解析 
学会名 日本生化学会 
発表年月日 平成１９年１２月１２日 
発表場所 横浜 
 
9．発表者 角田伸行、 山崎由紀子、伊藤
聡子、千賀威、二村雄次、浜口道成 
Nek2siRNA を用いた乳癌の分子標的治療の開
発 
学会名 日本癌学会 
発表年月日 平成１８年９月２９日 
発表場所 横浜 
 
10．発表者 ラーマンアミナー、千賀威、浜
口道成 
一酸化窒素による細胞運動の亢進、浸潤の機
構 
学会名 日本癌学会 
発表年月日 平成１８年９月２８日 
発表場所 横浜 
 
11．発表者 山崎由紀子、伊藤聡子、角田伸
行、千賀威、二村雄次、浜口道成 
乳癌細胞における SHPS-1の腫瘍抑制効果 
学会名 日本癌学会 
発表年月日 平成１８年９月２８日 
発表場所 横浜 
 
12．発表者 伊藤聡子、千賀威 山崎由紀子、
浜口道成 
v-Src によるギャップ結合よく背における
Rasシグナルの役割 
学会名 日本癌学会 
発表年月日 平成１８年９月２８日 
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浜口道成 
Suppression of cell spreading by v-Crk 
requires AP-1 dependent transcription 
学会名 IUBMB International Congress of  
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Biochemistry and Molecular Biology 
発表年月日 平成１８年６月２１日 
発表場所 京都 
 
14.発表者 伊藤聡子、千賀威、浜口道成 
The role of gap junctional intercellular 
communication and protein kinae Akt in 
osteosarcoma metastasis 
学会名 IUBMB International Congress of 
Biochemistry and Molecular Biology 

発表年月日 平成１８年６月２１日 
発表場所 京都 
 
15．発表者 ヒーラルビスワス、千賀威、伊
藤聡子、浜口道成 
Role of SHP-2 in v-Src-induced MMP-2 
producion and cell invasion 
学会名 IUBMB International Congress of 
Biochemistry and Molecular Biology 

発表年月日 平成１８年６月２１日 
発表場所 京都 
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