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研究成果の概要（和文）：多くのがん細胞において活性化が認められている c-Src の活性制御機

構の解明を目指した研究を行った。これまでの研究から、活性化した c-Src は細胞膜上の脂質

ラフト上で不活性化されることが明らかにされていた。本研究では、がん化に伴って脂質ラフ

トの構成脂質が質的・量的に変化し、活性型 c-Src が脂質ラフト外に移行しやすく、不活性化

機構から逃れやすい膜環境に変化していることが明らかになった。さらに、この脂質代謝の変

化を抑制することで、活性化 c-Src の移行およびがん化を抑制できることも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The proto-oncogene product c-Src is highly upregulated in various 
cancer cells. Src function is downregulated in the lipid rafts, indicating the lipid rafts serve 
as a negative regulator of activated c-Src. However, it has not been known how lipid rafts 
are altered during c-Src-induced cancer progression. In this study, we newly revealed that 
raft-localization of c-Src is regulated by lipid metabolism and that inhibition of lipid 
alteration suppresses c-Src-induced cell transformation. Taken together, Src regulates raft 
integrity by alteration of lipid metabolism for maintaining c-Src activation.

交付決定額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

交付決定額 2,000,000 600,000 2,600,000

研究分野：総合領域

科研費の分科・細目：腫瘍学・腫瘍生物学

キーワード：がん化、Src、脂質ラフト、スフィンゴ脂質

１．研究開始当初の背景

 がん原遺伝子産物 c-Src は細胞膜直下に存

在する非受容体型チロシンキナーゼである。

細胞外からの刺激に応答して、細胞内にシグ

ナルを伝える役割を担っている。c-Srcは種々

のがん細胞において高発現、活性化しており、

その基質タンパク質にはがん化に重要なも

のが多いことから、がん化・悪性化との関連

が強く示唆されている。したがって、c-Src
活性制御機構の解明はがん抑制において重

要な課題のひとつである。これまでの当研究

グループの研究から、Src 不活性化因子 Csk
と Csk 結合タンパク質 Cbp が同定され

（Okada 1997; Kawabuchi 2000）、タンパク
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質レベルでの不活性化機構を明らかにして

きた。さらに、c-Src の不活性化は細胞膜上

の脂質ラフトで起こることを明らかにした

（Oneyama 2008）。活性化した c-Src は Cbp
によって脂質ラフトにリクルートされ、そこ

で Csk によって効率的に不活性化されると

考えられる。脂質ラフトはスフィンゴ脂質と

コレステロールが高密度に集積した膜ドメ

インであり、細胞内外の情報伝達を担うプラ

ットフォームと考えられている。我々が提唱

した脂質ラフトによる c-Src 活性制御モデル

はこれまでのコンセプトとは異なり、シグナ

ル伝達に抑制的に機能するものである。

２．研究の目的

 脂質ラフトは Src によるがん化に対して抑

制的に機能すると考えられる。しかし、がん

化によって脂質ラフトが変化するのか、また

変化するとした場合どのような影響を与え

るのか不明であった。本研究では、c-Src 発

現誘導細胞をもちいたがん化、特に初期過程

における脂質ラフトの変化を解析する。具体

的には、c-Src 活性制御機構とスフィンゴ脂

質代謝の関係を解析する。これまでのがん細

胞や臨床検体を用いた解析から、がん化とと

もにスフィンゴ脂質の代謝が変動すること

が多数報告されている。しかし、脂質ラフト

の構成脂質として注目した解析は報告され

ておらず、またがん化初期過程における代謝

の変動に注目した報告もない。本研究によっ

て、がん化初期のスフィンゴ脂質の代謝変動

とそれががん化に与える影響を明らかにで

きれば、がん化抑制の新たな一手になると期

待される。

３．研究の方法

正常細胞のマウス繊維芽細胞に Src のウィル

ス型（v-Src）を発現させるとがん化するが、

通常存在する細胞型（c-Src）を過剰発現して

もがん化しない。しかし、Src の不活性化因

子 Csk を欠失した細胞（KO 細胞）では、c-Src
を発現させるだけでがん形質の発現が起こ

る（Oneyama 2008）。この細胞を利用するこ

とで Src によるがん化の本質的な経路を解析

することができる。本研究では、がん化の過

程を解析するために、doxycycline（Dox）に

よって c-Src の発現を誘導することができる

CskKO + pBKT2-c-Src 細胞を利用する

（Inoue 2009）。

４．研究成果 

 まず CskKO + pBKT2-c-Src細胞に Dox を

添加し、c-Src の発現と活性化を解析した。

Dox 添加後、ただちに c-Src の発現が認めら

れ、同時に活性化も確認された。Src の基質

タンパク質であり接着斑に存在する FAK や

cortactin、さらに下流に位置する Akt や Erk
の活性化も認められた。c-Src の活性化は発

現誘導後 12 時間でピークに達した。このと

きの活性型 c-Src の細胞内局在を解析すると、

接着斑への集積は 12 時間以降に加速してい

た。以上の結果は、活性型 c-Src の接着斑へ

の移行は、フルに活性化した後の変化が重要

であることを示唆していた。

 活性型 c-Src の接着斑への移行の原因を探

るために、発現誘導後の c-Src の脂質ラフト

への分配を解析した。本研究では、脂質ラフ

トの性質（界面活性剤に不溶）を利用して生

化学的に濃縮する方法を採用した。この方法

では、c-Src はラフト（DRM）と非ラフト（非

DRM）画分の両方に存在するのに対して、

FAK や cortactin は非 DRM 画分にのみ存在

する（Oneyama 2009）。c-Src 発現誘導開始

から 12 時間のあいだ、活性型 c-Src の一部は

DRM 画分に存在したが、その後 FAK や

cortactinが存在する非DRM画分に移行した。

また、脂質ラフトのマーカータンパク質も同

じタイミングで移動したことから、この現象



は c-Src に特異的なものではないことが推察

された。以上の結果から、活性型 c-Src は脂

質ラフトから離れて接着斑に移行すること、

その原因はがん化にともなう脂質ラフト自

体が変質である可能性が示唆された。

 そこで脂質ラフトを構成するスフィンゴ

脂質の変化を解析した。その結果、c-Src 発

現誘導開始から 12 時間以降にセラミド合成

関連遺伝子群が遺伝子発現レベルで増加し

ていた。さらにセラミドが顕著に増加してお

り、その増加は DRM 画分で確認された。セ

ラミドはアポトーシス細胞死を誘導する因

子として機能することから、一般的にその増

加はがん化に対して拮抗的に作用すると考

えられている。このセラミドの増加の意義を

明らかにするために、スフィンゴ脂質合成系

の阻害剤 D-PDMP を用いてセラミドの増加

を引き起こした条件で解析をおこなった。そ

の結果、D-PDMP の濃度に依存して活性型

c-Src が DRM 画分から遊離することが明ら

かとなった。これとは逆に、セラミドの合成

を阻害する Fumonisin B1（FB1）で処理す

ると、処理濃度に依存して活性型 c-Src が

DRM 画分に集積した。また同様の結果が、

スフィンゴ脂質の合成過程を阻害する

Myriocin で処理した条件でも確認された。さ

らに FB1 処理細胞では、FAK や cortactin の

リン酸化も抑制された。以上の結果は、セラ

ミドの増加は活性型 c-Src の脂質ラフト外へ

の移行と、そこでの基質タンパク質のリン酸

化に寄与することを示唆するものであった。

 次に FB1で活性型 c-Srcの移行を抑制した

ときのがん形質発現を解析した。その結果、

ポドソームの形成、細胞運動、足場非依存性

の増殖など、c-Src の活性化によって引き起

こされるがん形質が抑制された。これらの結

果から、セラミドの増加による活性型 c-Src
の脂質ラフト外への移行は、がん形質の獲得

に重要であることが示唆された。

 本研究の結果を総括する。c-Src 活性化に

よるがん化の過程では、脂質ラフト内のセラ

ミドが一時的に増加する（図 1）。この増加に

よって、脂質ラフトが変質して、活性型 c-Src
は脂質ラフトから遊離しやすくなる。これに

よって活性型 c-Src は脂質ラフトに存在する

不活性化機構から逃れると考えられる。さら

に脂質ラフト外に移行した活性型 c-Src の一

部は接着斑において FAK や cortactinなどの

基質をリン酸化し、がん形質発現の亢進へ導

くと推測される。

 本研究は、がん化初期にスフィンゴ脂質の

代謝がダイナミックに変動して脂質ラフト

が変質すること、さらにその変化ががん化に

促進的に作用することをはじめて明らかに

した。近年、疾患を含む脂質代謝の異常とが

ん化との関連が示唆されはじめており、本研

究成果は分子レベルでの関連を示したもの

である。今後、ヒトがん細胞や臨床検体レベ

ルでの解析を進める必要がある。

図 1. セラミドの増加による c-Src 不活性化

機構の破綻
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