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研究成果の概要（和文）：癌の悪性化に働くFBI1/Akirin2により下方制御される遺伝子として、BCAMとSPARCを同定し
、癌抑制遺伝子として機能することを明らかにした。これらの結果より、FBI1/Akirin2は、癌抑制遺伝子の転写を抑制
させることで、癌の悪性化に関与するというユニークな制御を行っていることが明らかとなった。さらに、マウスLLC1
細胞においても、FBI1/Akirin2は、肺転移の促進など癌の悪性化に働くことから、普遍的な癌遺伝子である可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that 14-3-3beta protein promotes cell growth and tumori
genicity of rat K2 hepatocellular carcinoma cells. We identified FBI1/Akirin2 as a binding partner of 14-3
-3beta and showed that the complex of these proteins promotes tumorigenicity and metastasis of K2 cells. B
ased on microarray expression analysis, BCAM and SPARC were identified as the downregulated target genes o
f the oncogenic 14-3-3beta-FBI1/Akirin2 complex. BCAM and SPARC are suppressive oncoprotein, and that FBI1
/Akirin2 is involved in tumorigenicity and metastasis of hepatoma through the downregulation of suppressiv
e oncogenes. Furthermore, we demonstrated that FBI1/Akirin2 performs an oncogenic function in LLC1 Lewis l
ung carcinoma cells. Although further investigation is required, these results suggest that FBI1/Akirin2 m
ay perform an universal oncogenic function in various cancers.
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１．研究開始当初の背景 
 癌幹細胞の実在が証明されるにつれ、癌

転移や再発研究は新たな展開を迎えている。

癌の転移には転移臓器で腫瘍を形成するた

めの造腫瘍能と、基底膜への接着・浸潤およ

び運動能の獲得と言った転移能が必要であ

る。前者は癌幹細胞により、後者は上皮・間

葉転換(EMT)により説明される。最近、我々

は癌幹細胞を高い割合で保持するラット肝

癌 K2 細胞でシグナル伝達因子 14-3-3βと、

その新規結合因子 fourteen-three-three 

beta interactant 1 (FBI1)が、核内で転写

抑制複合体を形成し、Ras/Raf/ERK シグナル

伝達経路の時間的・空間的な制御を介して、

造腫瘍能と転移能を促進することを明らか

にした。Ras/Raf/ERK の活性化は幹細胞の自

己複製能に関わると共に、EMT にも必須であ

る。本研究成果は、癌転移および再発の全貌

を明らかにするめためにも重要な知見が得

られると期待される。 
 
２．研究の目的 
癌の最大の脅威は悪性形質である浸潤・運

動能の獲得による多臓器への転移や再発で

ある。本研究においては、癌抑制タンパク質

p53 などにより発現が制御されるシグナル制

御因子 14-3-3 ファミリーに属する 14-3-3β

とその結合因子 FBI1/Akirin2 複合体による

MAP キナーゼカスケードの異常な活性化を介

した癌転移亢進メカニズムの解明を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) FBI1 標的遺伝子の探索 
 K2 細胞を用い FBI1 発現抑制細胞株を樹立
し、マイクロアレイ解析をおこなった。コン
トロール細胞株と比較し、FBI1 発現抑制細胞
株で発現亢進している遺伝子を同定した。 
 
(2) BCAM 安定発現細胞株の樹立と機能解析 
 FBI1 標的遺伝子として同定した BCAM の安
定発現細胞株を樹立した。樹立した細胞株を
用い癌の悪性形質を比較した。 
 
(3) BCAM プロモーター解析 
 ルシフェラーゼ遺伝子の上流に BCAM プロ
モーター領域を挿入し、FBI1/Akirin2 による
転写の制御をルシフェラーゼレポーターア
ッセイで解析した。さらに、BCAM プロモータ
ー領域に 14-3-3βと FBI1 が結合するかを、
クロマチン免疫沈降法により解析した。 
 
(4) SPARC 安定発現細胞株の樹立と機能解析 
 FBI1標的遺伝子として同定したSPARCの安

定発現細胞株を樹立した。樹立した細胞株を
用い癌の悪性形質を比較した。 
 
(5) SPARC プロモーター解析 
 ルシフェラーゼ遺伝子の上流にSPARCプロ
モーター領域を挿入し、FBI1/Akirin2 による
転写の制御をルシフェラーゼレポーターア
ッセイで解析した。さらに、SPARC プロモー
ター領域に14-3-3βとFBI1が結合するかを、
クロマチン免疫沈降法により解析した。 
 
(6) Lewis 肺癌細胞株 LLC1 細胞での FBI1 の
機能解析 
これまでの研究は、ラット肝癌 K2 細胞での
解析であったが、様々な癌においても
FBI1/Akirin2 が癌の悪性化に寄与するか明
らかにするため、Lewis 肺癌細胞株である
LLC1細胞を用いてFBI1発現抑制LLC1細胞株
樹立し、FBI1/Akirin2 の機能を解析した。 
 
(7) FBI1 の転移能の解析 
FBI1 発現抑制 LLC1 細胞株をヌードマウス皮
下へ移植し、造腫瘍能を検討した。また、転
移能を検討するため、尾静脈より FBI1 発現
抑制 LLC1 細胞株を注入し、肺への転移能を
解析した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス 23,000 遺伝子をマイクロアレイ
解析した結果、FBI1 発現抑制 K2 細胞株で 2
倍以上発現亢進している遺伝子が 23 遺伝子
得られた。それらの中で、BCAM と SPARC に着
目し、癌への関与の解析を行った。 
 
(2)BCAM が癌の悪性化にどのように働くか解
析するため、BCAM 安定発現株を樹立した。
BCAM 安定発現株は、足場非依存的増殖や運動
能など癌の悪性化に寄与する性質が抑制さ
れていることを明らかにした。さらに、
NOD/SCID マウスへの移植実験により、造腫瘍
能の抑制も確認された。これらの結果より、
BCAM は癌抑制タンパク質として機能してい
ることが示唆された。 
 
(3) 14-3-3βと FBI1/Akirin2 複合体は、核
内で転写抑制複合体を形成し、MAP キナーゼ
フォスファターゼであるMKP-1の発現を抑制
し、Ras/Raf/ERK シグナル伝達経路を活性化
させる。B-CAM 遺伝子の転写制御に、14-3-3
β・FBI1/Akirin2 複合体が影響を及ぼすか検
討した。B-CAM プロモーターを取得し、ルシ
フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 調 べ た と こ ろ 、
FBI1/Akirin2の量依存的にB-CAMプロモータ
ー活性の抑制が確認された。さらに、
FBI1/Akirin2 が、B-CAM プロモーター上に結
合することをクロマチン免疫沈降法により
明らかにした。 
 以上の結果より、14-3-3β・FBI1/Akirin2
複合体は、癌抑制タンパク質 BCAM の発現を
抑制することで、腫瘍形成能と転移能を獲得



すること明らかとした。 
 
(4)  SPARC が癌の悪性化にどのように働く
か解析するため、ラット肝癌 K2 細胞を用い
SPARC 安定発現株と発現抑制株を樹立した。
SPARC 安定発現株と発現抑制株ともに、足場
依存的増殖能はコントロール細胞株と変わ
らなかった。しかし、足場非依存的増殖能は
SPARC 安定発現株で有意にコロニー形成が抑
制された。この結果より、ラット肝癌で SPARC
は癌抑制タンパク質として機能しているこ
とが示唆された。 
 
(5) SPARC 遺伝子の転写制御に、14-3-3β・
FBI1/Akirin2 複合体が影響を及ぼすか検討
した。SPARC プロモーターを取得し、ルシフ
ェラーゼ活性を調べたところ、FBI1/Akirin2
の量依存的にSPARCプロモーター活性の抑制
が確認された。さらに、FBI1/Akirin2 が、
B-CAM プロモーター上に結合することをクロ
マチン免疫沈降法により明らかにした。 
 以上の結果より、14-3-3β・FBI1/Akirin2
複合体は、癌抑制タンパク質 SPARC の発現を
抑制することで、腫瘍形成能と転移能を獲得
すること明らかとした。 
 
(6) FBI1 発現抑制 LLC1 細胞株は、足場非依
存的増殖能が抑制され、ERK のリン酸化が抑
制された。これらの結果より、LLC1 細胞にお
いても FBI1/Akirin2 は腫瘍促進能を有する
ことが示された。 
 
(7) LLC1 細胞は、肺への高い転移能を示すこ
とが知られていることから、FBI1 発現抑制
LLC1 細胞株の転移能の影響を検討した。その
結果、FBI1/Akirin2発現抑制LLC1細胞株は、
造腫瘍能の抑制および肺への転移能が抑制
された。以上の結果より、14-3-3β・
FBI1/Akirin2 複合体は、ラット肝癌 K2 細胞
のみではなく、様々な癌細胞において腫瘍形
成能と転移能の獲得に関与していることを
明らかとした。 
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