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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに線維芽細胞増殖因子（FGF1）がその受容体（FGFR）と接着分子インテグリ
ンαvβ3と結合し三量体を形成することを報告している。本研究ではこの3量体形成が血管内皮細胞の増殖や細胞遊走
に重要であることを明らかにした。腫瘍が増殖するときに血管新生を伴うが、インテグリンに結合できないFGF1の変異
体（FGF1-R50E）は腫瘍の増殖を抑制した。また過剰に加えたFGF1-R50Eは野生型のFGF1が誘導する血管新生に対してド
ミナントネガティブに作用した。これよりインテグリンαvβ3とFG１Fの結合が腫瘍の血管新生に重要であることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that Fibroblast growth factor 1 (FGF1) binds both FGF recep
tor and integrin avb3, and also reported that integrin binding defective FGF1 mutant (Arg 50 to Glu, R50E)
 is defective in a fibroblast cell proliferation and migration. In this study, we tested if the interactio
n between FGF1 and integrin avb3 is required for angiogenesis and tumor growth. Here we demonstrated that 
FGF1-R50E is defective in inducing endothelial cell migration and tube formation, and suppressed wild-type
 FGF1-induced signaling (dominant-negative effect) in vitro. FGF1-R50E suppressed growth of colon cancer c
ells which subcutaneously transplanted in nude mice. These findings suggest that FGFR and integrin avb3 cr
osstalk through direct integrin binding to FGF, and that R50E acts as an antagonist to FGFR. We proposed t
hat FGF1-R50E has potential as an anti-angiogenesis and anti-cancer therapeutic.
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１．研究開始当初の背景 
線維芽細胞増殖因子（FGF）は当初、線維芽
細胞に対する増殖因子として同定されたが、
正常細胞のみならず腫瘍細胞もFGFをパラク
ラインもしくはオートクラインで分泌して
いることが分かっており、腫瘍の増殖、遊走、
浸潤と言った癌に特異的な作用を促進して
いると考えられている。 
 インテグリンは細胞接着に寄与するのみ
ならず、細胞外基質をリガンドとしたレセプ
ターとしても働いており細胞内にシグナル
を伝達している。またインテグリンと増殖因
子レセプターとの協調作用が示唆されてお
り、増殖因子レセプターとインテグリンの間
にある共通のシグナル経路いわゆるクロス
トークがあるとされている。そのシグナルは
細胞内のいくつかのステップでリンクして
いると考えられているが、その明確な機序は
解明されていない。 
 そこで申請者らは細胞内シグナル伝達に
は FGFが FGF レセプターとインテグリンの双
方に結合することが必要であるという仮説
を立て、コンピューターシュミレーションを
用い FGF1 が FGF レセプターのみならずイン
テグリンにも結合することを発見した。 
 このモデルに基づいた FGF1 への変異導入
解析からインテグリンとの結合に必須のア
ミノ酸の一つが 50 番目のアルギニン（R50）
であることをインビトロの実験系にて実証
した。申請者らはこのアルギニンをグルタミ
ン 酸 へ と 変 異 導 入 し た 組 換 え FGF1
（FGF1-R50E）を作成し、このインテグリン
結合能欠損FGF1-R50E が細胞増殖、DNA合成、
細胞遊走を阻害することを示した。すなわち
FGF1 とインテグリンの結合は細胞の増殖、遊
走といった細胞機能に必要であるというこ
と を 明 ら か に し て い る  (Mori S. 
J.Biol.Chem 2008) 。これに引き続いて
FGF1-R50Eは野生型FGF1に比較しその効果の
持続時間が短いこと、また FGF1-R50E がドミ
ナントネガティブに作用することも明らか
にしている(Yamaji S. PLoS One 2010)。こ
れらの発見は増殖因子レセプターとインテ
グリンのクロストークは細胞内のみならず
細胞膜表面上でもおきているという、画期的
な概念を示唆することとなった。 
 
２．研究の目的 
FGF1-R50E はインテグリンとFGF受容体のシ
グナル伝達研究において重要なツールにな
るだけでなく、その細胞増殖抑制能から抗腫
瘍効果も期待される。以下の二点を明らかに
することを目的とした。 
（１）インテグリンと FGF レセプターのクロ
ストークは細胞内のみならず細胞膜表面上
でも起きているということを明確にするた
めに、その分子メカニズムを解析することを
目的とした。 
（２）これまでに FGF1- R50E が線維芽細胞
の増殖もしくは DNA 合成を促進しないこと、

またドミナントネガティブに作用すること
をインビトロにて証明している。対象をがん
細胞と血管内皮細胞に広げ FGF1-R50E の抗
腫瘍性、血管新生阻害効果について解析する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸癌細胞株 DLD-1 に野生型
FGF1(WT-FGF1) あ る い は 変 異 型
FGF1(FGF1-R50E)を恒常的に発現させ、ヌー
ドマウスに接種し腫瘍体積を継時的に解析
した。 
（２）FGF1-R50E が癌細胞株（乳癌、大腸癌、
胃癌等）および血管内皮細胞 HUVEC の運動能
に与える影響を、トランスウェルを用いて解
析した。上層には細胞を、下層には WT-FGF1
あるいは FGF1-R50E を加え、6 時間後に遊走
した細胞数を計測した。 
（３）FGF1-R50E が癌細胞株および HUVEC 細
胞の浸潤能に与える影響を、基底膜再構成基
質（Matrigel）を固層化したトランスウェル
を用いて解析した。上層に細胞を加え下層に
は WT-FGF1 あるいは FGF1-R50E を加え、24 時
間後に浸潤した細胞数を計測した。 
（４）FGF1-R50E が内皮細胞の管腔構造の形
成に及ぼす影響を解析するために、HUVEC 細
胞を Matrigel 上に播種し WT-FGF1 あるいは
FGF1-R50Eの存在下で24時間培養し管腔形成
数を計測した。 
（ ５ ） Matrigel に WT-FGF1 あ る い は
FGF1-R50E を加えラット背部皮下に注射しゲ
ル化させ 10 日後にゲルを摘出し、ゲル中に
新生してきた血管を染色し血管数を計測し
た。 
（６）ラットの大動脈を１mm 幅のリング状に
しものを WT-FGF1 あるいは FGF1-R50E を含む
コラーゲンゲル中で培養した。大動脈リング
より新生してくる血管を解析した。 
（７）癌細胞および血管内皮細胞を用い野生
型 FGF1 あるいは FGF1-R50E が細胞内シグナ
ルに与える影響を FAK、FGFR、ERK1/2、AKT
などの因子の活性化を指標に解析した。 
 
４．研究成果 
（１）WT-FGF1 あるいは FGF1-R50E を恒常的
に発現するDLD-1細胞はインビトロにおいて
は増殖能に大きな差は認められなかった。し
かし、これらの細胞をヌードマウスに接種し
腫瘍体積を継時的に解析した結果 FGF1-R50E
では優位に腫瘍の増殖が抑えられているこ
とが分かった。 
（２）上記結果より FGF1 は血管新生を介し
て間接的に腫瘍増殖を促進しているのでは
ないかという仮説をたて、血管新生に着目し
解析を進めた。まず FGF1-R50E が HUVEC 細胞
の運動能に与える影響を、トランスウェルを
用いて解析した。その結果FGF1-R50EはHUVEC
細胞の運動能を促進することはなく、また過
剰の FGF1-R50E は FGF1 によって誘導される
細胞運動を抑制することが分かった（図１）。 
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（３）FGF1-R50E が、Matrigel 上で形成され
るHUVEC細胞の管腔構造に与える影響を解析
したところ、FGF1-R50E は管腔形成を促進す
ることはなかった。また過剰の FGF1-R50E は
FGF1によって誘導されるHUVECの管腔形成を
抑制することが分かった。すなわち
FGF1-R50E のドミナントネガティブな効果が
観察された。 
（ ４ ） Matrigel に WT-FGF1 あ る い は
FGF1-R50E を混和し、ラット背部皮下に注射
し 10 日後にゲルを摘出した。ゲル中の新生
血管数を計測した結果、FGF1-R50E はインビ
ボにおいて血管新生を促すことはなかった。
また過剰の FGF1-R50E は FGF1 によって誘導
されるインビボにおける血管新生を抑制す
ることが分かった。ここでも FGF1-R50E のド
ミナントネガティブな効果が観察された。
（図２）。 
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（５）ラットより採取した大動脈リングに対
する血管新生作用を解析したところ
FGF1-R50E は血管新生を促すことはなかった。
ここでも過剰な FGF1-R50E により WT-FGF1 に
よって誘導される血管新生は抑制された。 
（６）血管内皮細胞を用い野生型 FGF1 ある

いはFGF1-R50Eが細胞内シグナルに与える影
響を ERK1/2 の活性化を指標に解析したとこ
ろ、WT-FGF1 に比べて FGF1-R50E ではその持
続時間が短いことが分かった。過剰な
FGF1-R50EではWT-FGF1に比べてERK1/2の活
性化が早く起きるものの持続時間は短かっ
た。FGF1 とインテグリンの結合が MAP キナー
ゼのシグナル強度の維持に必要であること
がわかった。 
 これら一連の研究より、インテグリンαv
β3とFGF1の相互作用が腫瘍血管新生に深く
関与していることが分かった。更なる解析を
進めることで、FGF1-R50E による血管新生抑
制作用が癌の進展抑制へ応用されることが
期待される。 
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