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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌の転移前炎症におけるスフィンゴシン1-リン酸（S1P）シグナリング
による悪玉エクソソーム成熟機構の詳細を分子レベルで明らかにし、癌の増悪を分子レベルで制御する新たな治
療法開発への道筋を示すことを目指した。その結果、S1Pシグナリングの下流ターゲットとしてプロテインキナ
ーゼC （aPKC）を見出し、さらにS1P-aPKCシグナリングの分子機構が癌増悪や癌遠隔転移において重要な役割を
担うことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The goal of our project is discovery of a key molecular mechanism to develop
 new therapy against cancer. To figure out this purpose, in this project, we tried to make clear the
 detailed molecular mechanism of sphingosine 1-phosphate (S1P) signaling-induced exosome maturation 
on tumor-promoting inflammation. Then we discover that protein kinase c (aPKC) is constantly 
activating downstream of constant S1P signaling in cancer cells. Moreover we found that the S1P-aPKC
 signaling plays a critical role on tumor progression and tumor metastasis.

研究分野：シグナル伝達

キーワード： スフィンゴシン1-リン酸

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果のポイントは、これまでよく分かっていなかったエクソソームが関わる癌の増悪・遠隔転移の分子メ
カニズムについて、S1P-aPKCシグナリングという全く新たなキープレーヤーを見出した点である。また本研究の
成果により、癌の増悪や遠隔転移に対して、S1P-aPKCシグナリングを分子レベルで制御する新たな治療法開発へ
の道筋が示された。今後は、本研究成果を応用した新たながん治療法の実現へ向けて、S1P-aPKCシグナリングの
さらに詳細な分子メカニズムの解明とリード化合物の創出を目指した分子標的創薬の研究を平行して進める。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
	

１．研究開始当初の背景	

	 国内において癌は死因の第１位であり、特に図１に示す通

り全身へ癌が転移（ステージ４）すると余命は著しく低下す

ることが知られていた。そのため、癌の撲滅に向けて癌の転

移を抑える薬の開発が強く求められていた。	

	 癌遠隔転移の分野では、「エクソソーム」をターゲットとす

る新たな癌の診断法・治療法の開発が世界レベルで急速に進

められていた。また最新の研究成果として、転移候補先の転

移前炎症環境におけるエクソソーム積荷タンパク質の重要性

が注目されていた。これは原発巣からの作用により遠く離れた転移前の臓器に免疫系の細胞が

集まり、炎症環境中のいずれかの細胞が S100 や HSP70 などの炎症関連積荷タンパク質を含んだ

悪玉エクソソームを放出し周囲細胞に作用することで、癌細胞が転移しやすい炎症環境として

の土壌を事前に形成するというものであり、実際に炎症関連積荷タンパク質の機能を阻害する

ことで遠隔転移が抑えられることが示されていた。ただ、炎症環境中のどの細胞がどのような

メカニズムで悪玉エクソソームを放出するのか、その詳細は全く明らかになっていなかった。

そこで、癌炎症環境中における悪玉エクソソームの成熟機構の詳細を明らかにすることができ

れば、エクソソームによる炎症環境形成を制御し、結果として癌の遠隔転移を抑制する新たな

治療法の開発が可能になると考えられた。	

	

２．研究の目的	

	 申請者は、図２に示すスフィンゴシンキナーゼ２

（SphK2）によるスフィンゴシン１−リン酸（S1P）の

産生および S1P による S1P 受容体の活性化のメカニ

ズムが、細胞内膜系の多胞体エンドソーム上で恒常

的に働いていること、そして多胞体エンドソーム上

で SphK2 によって産生される S1P が、上記 HSP70 を

含む各種機能性タンパク質のエクソソーム前駆顆粒

へのソーティングを惹起することを明らかにしてい

た（図３）。また、S1P 産生を引き起こす SphK2 や S1P

受容体などの S1P シグナリングに関与する分子の働

きを抑えることにより、積荷を含まないエクソソー

ムの作製にも成功していた。これらの結果は、S1P

シグナリングを制御することにより悪玉エクソソー

ムを善玉エクソソームへと変化させ、転移前炎症を

抑制し、癌遠隔転移を克服できる可能性を示してい

た。	

	 そこで本研究課題では、癌の転移候補先臓器の転移前炎症環境における S1P シグナリングに

よる悪玉エクソソーム成熟機構の詳細を分子レベルで明らかにし、癌の増悪を分子レベルで制

御する新たな治療法開発への道筋をつけることを目的としている。	
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図１：ステージ別の癌による	

	 	 	 死亡率	

図２	S1P の作用メカニズム	
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図３	S1P シグナリングによるエクソソー	
	 	 	ムへの積荷ソーティング機構	



３．研究の方法	

	 本課題研究期間では、上記目的の達成に向け、以下の個別課題について探究した。	

課題１：細胞内局所での S1P イメージング技術の開発	

	 生体細胞内局所での S1P 動態のリアルタイムイメージングを行うために、蛍光共鳴エネルギ

ー移動（FRET）の原理を用いた S1P センサーの開発を行う。	
	

課題２：転移前炎症領域におけるエクソソーム積荷ソーティング亢進細胞の同定	

	 多胞体エンドソーム上での S1P シグナリング活性すなわち S1P 産生を指標として、転移前炎

症領域におけるエクソソーム積荷ソーティング亢進細胞の同定を行う。	
	

課題３：転移前炎症領域における悪玉エクソソーム成熟機構と炎症増悪・転移促進との関係解

明	

	 課題２で同定したエクソソーム積荷ソーティング亢進細胞における S1P シグナリングによる

悪玉エクソソーム成熟と転移前炎症の増悪および癌遠隔転移との関係を明らかにする。	

	

４．研究成果	

（１）生細胞内での S1P 動態を可視化する技術の開発	

	 生体細胞内局所での S1P 動態のリアルタイム

イメージングを行うための、蛍光共鳴エネルキ

ー移動(FRET)の原理を用いた S1P センサーの開

発を行った（図４）。FRET による S1P センサー

は S1P 結合ドメインをシアン蛍光タンパク質

（CFP）及び黄色蛍光タンパク質（YFP）でサン

ドイッチした構造とした。既知の S1P 結合ドメ

インを数種類用意し、遺伝子組換え技術により S1P センサーのプロトタイプを構築し、蛍光光

度計を用いて S1P 検出能力の評価を行ったところ、S1P に対して有意な応答を示す S1P センサ

ーが得られた。さらにこの S1P センサーを培養細胞に遺伝子導入し、細胞内での S1P 応答性に

ついて FRET 蛍光イメージング顕微鏡システムを用いて検討したところ、S1P 添加による S1P セ

ンサーの FRET 変化が観察された。S1P 産生の細胞内での動態を観察した例はなく、今回世界に

先駆けて細胞内での S1P 動態のイメージングに成功したことは画期的である。ただ今回開発し

た S1P センサーの S1P に対する応答性は弱く、引き続きより鋭敏な S1P センサーの構築へ向け

た研究開発が必要である。	

	

（２）S1P の新たな標的タンパク質の同定	

	 上記 S1P センサーの改良に向けた新たな S1P 結合ドメインの探

索を行い、新たな S1P 結合タンパク質としてプロテインキナー

ゼ C（aPKC）を同定した。放射性同位体を用いた in	vitro キナ

ーゼ活性測定により、S1P による aPKC の直接の活性化を検討し

たところ、S1P の前駆体であるスフィンゴシンでは活性化されず、

S1P によってのみ活性化されることが示された（図５）。この結果

は S1P が選択的に aPKC を認識し活性化することを示しており、S1P

センサーの新たな候補となると同時に、S1P シグナリングの新た

な下流シグナルを見出して点で重要である。	
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図４	FRET 原理を用いた S1Pセンサー	
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図５	S1P の直接作用による

aPKC の選択的活性化	



（３）S1P による aPKC の活性化を生細胞内で可視化する技術の開発	

	 aPKC の生細胞内での働き（キナーゼ活性）を

リアルタイムに可視化するために、緑色蛍光タ

ンパク質を用いた蛍光共鳴エネルギー移動

（ FRET:	 Fluorescence	 Resonance	 Energy	

Transfer）の原理による aPKC 選択的活性化検出

レポーター（aCKAR:	atypical	PKC	activity	

reporter）を開発した（図６）。aCKAR は、緑色

蛍光タンパク質の改変型である水色蛍光タンパ

ク質と黄色蛍光タンパク質間の蛍光共鳴エネル

ギー移動（FRET）現象を用いた１分子 FRET レポ

ーターである。①	細胞内で aPKC が活性化し、②	aPKC に特異的な基質配列（赤色部分）がリ

ン酸化（P）を受けると、③	リン酸化された基質配列が青色の部分に結合して形が大きく変化

し、④	結果 FRET 現象が起こらなくなるため蛍光が黄色から水色に変わる。このようにして色

の変化により aPKC の活性化状態を生きた細胞の中でモニターすることができる。	

	

（４）aCKAR を用いた癌細胞内での S1P による aPKC の恒常的活性化の発見	

	 aCKAR を用いて様々な癌細胞内の aPKC 活性を検討した

ところ、多くの癌細胞種において比較的高いレベルの恒

常的な aPKC の活性化が観察された。さらにこの aPKC の

恒常活性を引き起こす因子を探索したところ、S1P が

aPKC に作用して活性化させることが明らかとなった（図

７）。この結果は、生細胞内においても S1P が下流シグナ

ルとして aPKC を選択的に認識し、活性化することを示し

た点で重要である。	

	

（５）S1P による aPKC 活性化と癌増悪との関係の

解明	

	 癌細胞株を用いて aPKC の癌増悪との関係を調

べたところ、aPKC が癌細胞のアポトーシスを抑制

する働きがあることを見出した。さらに S1P-aPKC

シグナリングとアポトーシスとの関係を検討した

ところ、栄養飢餓環境下でアポトーシス抵抗性を

示す癌細胞において S1P-aPKC シグナリングが必

須の役割を担うことを明らかにした（図８）。	

	

図６	aPKC 選択的活性化検出レポーター	
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図７	S1P	による aPKC の恒常的活性化	

癌細胞内の S1Pを枯渇させると、aPKC の恒常活性が約 70%抑えられる（青→赤）。さらに細胞内に S1P

を添加すると aPKC の恒常活性が処置なしのレベルまで回復する（赤→黄）。	
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図８	S1P-aPKC シグナリングによる癌細胞のアポトーシス抵抗性の制御	

siRNA によるノックダウン法により癌細胞に発現する aPKC の量を減少させると、癌細胞はアポトーシ

スを起こす。ここに野生型の aPKC を発現させるとアポトーシスの誘導は抑えられるが、S1P の結合に

必須のアミノ酸を変異させた aPKC ではアポトーシス誘導は抑えられない。	



	 S1P-aPKC シグナリングと癌増悪との関係を模

式図にまとめると図９の様になる。癌細胞では

S1P が恒常的に産生されており、その結果として

S1PのターゲットであるaPKCの恒常的な活性化が

形成され、この S1P-aPKC シグナリングの高い恒常

活性が癌細胞のアポトーシス抵抗性を正に制御す

る。この結果は、S1P の恒常的な産生を引き起こ

す SphK の恒常的な活性化が癌増悪の律速となる

ことを示した点で重要である。	

	

（６）エクソソーム内へのエクソソーム積荷タンパク質ソーティングと S1P-aPKC シグナリング

との関係の解明	

	 癌細胞において、エクソソーム積荷タンパク質のエクソソーム内へのソーティングにおける

S1P-aPKC シグナリング阻害の影響を検討したところ、S1P-aPKC シグナリングの阻害によりエク

ソソームの成熟が抑えられることが明らかとなった。この結果は、癌の増悪や遠隔転移のトリ

ガーとなる悪玉エクソソームの成熟には、S1P-aPKC シグナリングが重要な役割を担うことを示

唆しており、S1P シグナリングによる悪玉エクソソーム成熟機構の詳細を分子レベルで解明し

た点で重要である。	

	

	 本研究課題を通して、S1P の下流ターゲットとして aPKC を見出し、さらに S1P-aPKC シグナ

リングの分子機構が癌増悪（アポトーシス抵抗性）や癌遠隔転移（悪玉エクソソーム成熟促進）

において重要な役割を担うことを明らかにした。本研究の成果により、癌の増悪や遠隔転移に

対して、S1P-aPKC シグナリングを分子レベルで制御する、新たな治療法開発への道筋が示され

た。今後は、本研究成果を応用した新たながん治療法の実現へ向けて、S1P-aPKC シグナリング

のさらに詳細な分子メカニズムの解明とリード化合物の創出を目指した分子標的創薬の研究を

平行して推進していくことが必要不可欠である。	
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