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研究成果の概要（和文）：がん細胞は、周囲の正常組織を破壊しながら増殖し続けて腫瘍を形成

し、さらに悪性度を増して周囲の組織に浸潤し、他の遠隔臓器に転移する。このようながん細胞

の特性は、正常細胞において、がん遺伝子あるいはがん抑制遺伝子に何らかの変異が生じると発

現する。しかし、がん遺伝子あるいはがん抑制遺伝子の変異から浸潤・転移を説明することはほ

とんどできていない。従って細胞外基質との接着面に形成される浸潤突起(インベードポディア
、ポドソーム)についても、その生理的な上流シグナルはごく一部がわかっているにすぎない。 
本研究課題において研究代表者は、浸潤突起形成とイノシトールリン脂質について次のことを見

出した。①浸潤突起の形成は PI3-kinaseの制御を受ける。②浸潤突起形成においてはイノシト
ールリン脂質の一つであるPI(3,4,5)P3だけでなく、PI(3,4)P2の関与も重要である。③PI(3,4)P2
の産生は接着斑(フォーカルアドヒージョン: FA)で起こっており、このことが浸潤突起と通常の
接着斑との違いの一つである、つまり浸潤突起形成の引き金になっている。④PI(3,4)P2の下流
で浸潤突起形成に関わる分子として、アダプター分子 Tks5に注目し、質量分析による結合タン
パクの探索を中心にその機能解析を行った結果、Tks5 はその PX ドメインで PI(3,4)P2 や
PI(3,4,5)P3 と相互作用し、SH3 ドメインなどでアクチン重合に関わる N-WASP や FA に局在
するアダプター分子 Grb2と相互作用することで、上に述べた FAにおけるイノシトールリン脂
質の変化をアクチン重合へと変換する働きをしている。 

 
研究成果の概要（英文）：The great majority of cancers occur in epithelial tissues, yielding 
carcinomas. Given that epithelial cells are on the basement membrane underneath, they 
must degrade it to travel to distant sites. To initiate the invasion process, they must make 
contact with the extracellular matrices (ECM). Thus, the cell-matrix interactions must be 
one of the triggers that allow cancer cells to invade. To penetrate into the ECM, actin-rich 
adhesion structures called invadopodia or podosomes is thought to play pivotal roles for 
degrading it. I have studied the mechanism of invadopodium /podosome formation in 
Src-transformed NIH3T3 cells. In this study, based on the results of RNAi, identification of 
binding proteins by mass spectrometry, protein interaction and live-cell imaging analysis, I 
have established a stepwise mechanism for invadopodium formation. Invadopodia initiate 
from focal adhesions (FAs) due to changes in the phosphorylation status of proteins and in 
the composition of phosphoinositides on the plasma membrane. The onset of actin 
polymerization is triggered by PI(3,4)P2 production and Tks5 recruitment followed by 
N-WASP accumulation. This step involves intricate interactions of Tks5 with both PI(3,4)P2 
and Grb2 at FAs 
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１．研究開始当初の背景 
 浸潤突起は束ねられたアクチン繊維から成
るコアを持ち、アクチン重合に関わるタンパ

クや Src に代表されるチロシンキナーゼ、ア
ダプター分子、インテグリンなどの接着分子、

プロテアーゼが集積する複雑な構造である。

詳しく解析が進んでいるタンパクのひとつで

あるWASPとN-WASP (neural WASP)は上流の
様々なシグナルをうけ、Arp2/3 複合体を活性
化することで急速なアクチン重合を引き起こ

し、フィロポディア(糸状仮足)形成に関わる分
子であることが示された。N-WASP と Arp2/3
複合体の発現とがんの悪性度との相関も報告

されており、これらのタンパクの浸潤・転移

への重要な関与が示唆されている。WASP は
主に血球系に、N-WASP は脳の他、様々な組
織で発現が認められ、いずれも上流の因子で

ある Cdc42や Grb2、Srcによるリン酸化、イ
ノシトールリン脂質による活性や局在の制御

を受けている。N-WASPは v-Srcで形質転換し
た繊維芽細胞において浸潤突起形成と細胞外

基質分解に必須であることや、上皮細胞の管

腔形成において、三次元のコラーゲンゲル中

を遊走する際の浸潤突起形成に関わっている

ことが示されている。N-WASPと同様にWASP
も、マクロファージなどの血球系の細胞で見

られる浸潤突起形成に必須であることが知ら

れている。実際、WASP 遺伝子に変異が入る
ことで引き起こされる疾患、WASの患者から
採取されたマクロファージは浸潤突起を形成

することができない。WASPや N-WASPはア

クチン重合の活性化因子であることから、浸

潤突起でも、突起形成のマシーナリーとして

の機能を果たしていると考えられている。こ

のように個々の構成分子の役割は次第に明ら

かになってきているが、それらの時空間的な

制御機構と三次元における浸潤突起の生理的

な役割についてはほとんどわかっていなかっ

た。がんや骨疾患などに対する効果的かつ選

択性の高い(副作用の少ない)治療を考えたと
き、各々で見られる浸潤突起は有望なターゲ

ットといえ、その形成メカニズムの解明及び

三次元における動態の解析が果たす役割は大

きいと考えられた。 
２．研究の目的 
 研究代表者らのグループはこれまで、細胞膜
におけるイノシトールリン脂質の細胞運動に

おける関与について研究を行ってきたが、そ

の過程で上に挙げた浸潤突起についても、イ

ノシトールリン脂質の制御を受けている可能

性を見出した。ホスファチジルイノシトール

(PI)をはじめとするイノシトールリン脂質は、
イノシトール環と脂肪酸から成る脂質であり、

細胞膜の内側の膜を構成する成分のひとつで

ある。他のリン脂質に比較して 2-10％と少な
い成分であるが、様々な細胞内のシグナル伝

達に関わる重要な分子であることが知られて

いる。イノシトール環へのリン酸の結合する

部位(1,2,3,4,5)によって結合するタンパク分子
が異なり、これによってシグナル伝達の経路

の分配が行なわれている。特に PI(3,4,5)P3は、
細胞膜に最も多く存在するイノシトールリン



 

 

脂質である PI(4,5)P2 から、PI3-kinase によっ
て合成され、Akt へのシグナル伝達を介して
細胞増殖に関わり、がんの発生の鍵を握る分

子として知られている。研究代表者は

PI(3,4)P2 が浸潤突起に特異的に濃縮している
ことを見いだし、これが浸潤突起形成に果た

す役割及び生成メカニズムを解明することを

目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) PI(3,4)P2の産生に関わっている酵素群の
同定：抗体染色、RNAi 法により PI(3,4)P2
産生に関わるイノシトールリン脂質代謝酵素

を探索した。PI(3,4)P2の産生は、PI(3,4,5)P3
の 5 位のリン酸基を脱リン酸化するホスファ
ターゼ、SHIPや synaptojaninの関与が考え
られた。それぞれに特異的な抗体を用いた免

疫染色、RNAi 法による発現抑制を行い、
PI(3,4)P2 産生(特異的結合ドメインを用いて
可視化)や浸潤突起形成に及ぼす影響を調べ
た。 
(2) PI(3,4)P2とアクチン重合を結ぶタンパク
の同定とその性質の解析：浸潤突起に存在す

ることが知られる既存のタンパクの中から、

脂質結合ドメインを持つものを抽出し、各々

の脂質結合特異性を調べた。脂質結合特異性

はリポソーム共沈法にて確認した。さらにこ

の分子を RNAi法による発現抑制を行い、浸
潤突起形成に及ぼす影響を調べた。 
(3) 二次元及び三次元環境における浸潤突起
形成の分子イメージング：上記(1),(2)による
浸潤突起形成メカニズムに関する知見につい

て、イメージングにより検証した。FAにおけ
る分子の動態観察には、全反射蛍光(TIRF)顕
微鏡を用いた。また、実際のがん細胞の置か

れている三次元の環境下でも当てはまるのか

を、コラーゲンゲル内で培養した条件で顕微

鏡観察を行った。 
 

４．研究成果 

研究代表者は本研究において、以下のことを

明らかにした。 

(1) 様々なイノシトールリン脂質結合ドメイ
ンを用いて、活性化型 Src で形質転換した細
胞内のイノシトールリン脂質の局在を可視化

したところ、PI(3,4)P2が浸潤突起に強く濃縮
している。 
(2) PI(3,4)P2 の産生には PI3-kinase と、

PI(3,4,5)P3 の 5 位の脱リン酸化酵素である
synaptojanin2 とが関与しており、いずれも
浸潤突起形成及び浸潤に必須である。 
(3) RNAi法により浸潤突起形成に関わるいく
つかのタンパクの発現を抑制し、浸潤突起が

形成されていない状態で、(1)と同様に様々な
イノシトールリン脂質結合ドメインを用いて

細胞内のイノシトールリン脂質の局在を観察

すると、やはり PI(3,4)P2 がフォーカルアド
ヒージョン(FA)に濃縮していた。通常の FA
には PI(3,4)P2は存在しないことから、FAに
おける PI(3,4)P2 の産生が浸潤突起形成の引
き金になっている可能性が考えられる。 
(4) この下流で浸潤突起形成に関わる分子と
して、2005 年に同定されたアダプター分子
Tks5に注目し、質量分析による結合タンパク
の探索を中心にその機能解析を行った。その

結果、Tks5はその PXドメインで PI(3,4)P2
や PI(3,4,5)P3 と相互作用し、SH3 ドメイン
で dynamin やアクチン重合に関わる

N-WASPと相互作用することで、上に述べた
FA におけるイノシトールリン脂質の変化を
アクチン重合へと変換する働きをしているこ

とが示唆された。 
(5) Tks5 はさらに、Src の活性依存的にもう
ひとつのアダプター分子である Grb2 と結合
た。このことが FAでの Tks5-PI(3,4)P2相互
作用を安定化させていると考えられる。 
 
本研究により、細胞内にごく微量存在するイ
ノシトールリン脂質である、PI(3,4)P2が浸潤
突起形成を制御していることが示された。浸
潤や骨代謝における浸潤突起の重要性と、こ
の構造の持つ特異性、そして限局された
PI(3,4)P2産生という事実から、本研究による
PI(3,4)P2 の産生機構やターゲット分子を介
したシグナル伝達とその制御メカニズムの解
明は、基礎科学においてのみならず、がんや
骨代謝疾患の治療にも貢献しうるものである
と考えられる。 
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