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研究成果の概要（和文）：小胞輸送は癌の発生に密接に関連するが、生物学的意義は不明の点が多い。ユビキチン依存
性小胞輸送系ESCRTによる発がん、細胞悪性化、細胞死制御について解析した。遺伝子改変細胞マウスを用い解析を行
った結果、1)ESCRT-0およびESCRT-IはEGFR受容体分解に重要である、２）ESCRT-0およびESCRT-IIIに結合性脱ユビキチ
ン化酵素AMSH-LPは発癌を誘導する可能性が高い、3)ESCRT-0は神経系の発がんに関与しないが、ネクロプトーシスおよ
びアポトーシスという２つの細胞死メカニズムを負に制御することを見いだした。ESCRTは発がんおよび細胞死を制御
することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Vesicular transport is tightly related with oncogenesis, malignant transformation 
and cell death. In the present study, we analyzed roles of ESCRT in vitro and in vivo. First, we found 
that ESRT-0 and ESCRT-I both regulate EGFR degradation. Second, AMSH-LP, a deubuiqutination enzyme 
associated with ESCRT-0 and ESCRT-III, may be involved in oncogenesis, and AMSH-LP knockout mice 
manifested shorter life span. Third, ESCRT-0 defect did not induce tumor formation, but cells defective 
for ESCRT-0 showed enhanced necroptosis and apoptosis, partly through the enhanced ER stress. Together, 
this study showed a pertinent role of ESCRT in cellular growth and death.

研究分野：腫瘍学

キーワード： ESCRT　増殖因子受容体
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 (1)生体内では、タンパク質を的確に生産し
輸送•分解する小胞輸送により、タンパクが
適正な細胞内分画に最適量で配置されてい
る。酵母を始めとする生物種において、小胞
輸送系は遺伝学的に解析されており、輸送の
異常により細胞内小胞の形態異常や受容体
タンパク過剰が誘導される。ヒトやマウスの
ような哺乳類においても、小胞輸送の異常が
発癌や細胞死に関連すると予想されてきた。
しかしながら、病態モデルの作成が困難であ
ることから、具体的な関係は殆ど知られてい
なかった。 
 
(2)ユビキチン化によってタンパクを認識し
輸送する ESCRT 系（Endosomal Sorting 
Complex Required for Transport）の哺乳類
における分子同定を行い、その生物学的な役
割を解析してきた。当初の解析では ESCRT
分子 STAM1,STAM2および Hrsの欠損によ
って原腸陥入などの発生•分化異常がおこる
ことが明らかとなった。一方、癌関連受容体
の輸送•分解異常を求めて検索してところ、
EGFR分解過程においてESCRTが重要な役
割を果たしており、小胞輸送によって輸送の
みならず分解が制御されることが明らかと
なった。しかしながら、以上のような細胞株
主体の解析には限界があり、生体としての炎
症、シグナル異常、アポトーシス異常などの
結果としての悪性化や発癌との関連は十分
な解明がなされていない。 
 
２．研究の目的 
 (1) ESCRTを中心とした輸送分解系を対象
とし、癌の発生と悪性化に密接に関連する小
胞輸送の役割を解析する。ユビキチン依存性
小胞輸送系を中心とする輸送系に関する生
物学的意義と分子機構の解明に取り組み、発
がんにおける意義を明らかにする。 
 
(2)遺伝子改変マウスを用いた解析によって
ESCRT による受容体制御の異常が炎症、細
胞死、発癌•悪性化を誘導するかについて検
討する。一方、細胞株を用いた検討により、
炎症やオートファジーに異常を来たし悪性
化を誘導するか調べる。炎症の誘導•遷延化
によって細胞死誘導や発がんに導くかにつ
いてその機序を解明する。これらのアプロー
チにより、ESCRT 輸送系を介した発がんと
悪性化形質制御を明らかにする。発がんに関
連する輸送関連遺伝子を同定することによ
り、新規癌治療•予防法開発のための基盤と
なるデータを収集することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)ESCRT欠損マウスを用いた発癌モデルの
解析：発癌と悪性化における小胞輸送系
ESCRT の意義を明らかにするため、マウス
発癌モデルを用いて発がんと生存率等の解
析を行う。Hrs, Vps37, AMSH-LP欠損マウ

スを用いる。 
(2)神経腫瘍に関する ESCRTの役割の解析：
神経系特異的Creを用いてESCRTが神経系
に与える影響を解析する。さらに、各種抗体
および阻害薬を用いて細胞死の誘導メカニ
ズムを明らかにする。 
(3)ESCRT-I による増殖因子制御について
CRISPR/Cas9 システムを用いたノックアウ
ト細胞と条件付き欠損マウスを用いた解析
を行う。 
(4)薬剤耐性腫瘍における小胞輸送を調べる
ため、EGFR-TKI(Afatinib)と EGFR 抗体
(Cetuximab)による併用療法に関する細胞生
物学的解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1)ESCRT-0 欠損による悪性化解析のため、
ESCRT-0分子 Hrsに着目し、条件付き Hrs
欠損マウス(Hrs-flox)の解析を行った。肺特異
的に Creリコンビナーゼを誘導し、発がんに
対 す る 影 響 を 検 討 し た 。
LoxP-Cre-LoxP(LCL)システムによる特異的
K-Ras 発現モデルを用い、気道•肺特異的な
Hrs 欠 損 の た め
Hrs-flox:LSL-KrasG12D:SPC-TetOTg:rTT
ATgを得るために多数の交配を試みた。これ
まで４遺伝子をすべて持つマウスを得られ
ていない。この原因として同じ染色体に載っ
た遺伝子があるためと思われた。一方、Hrs
を肺特異的に欠損させたマウスは正常に産
まれたことから、肺の発生においては必要で
はないと考えられた。 
 
(2)神経腫瘍形成における ESCRT-0 の機能解
析のため CAMKIIα-Cre: Hrs-flox を作成し
たが、観察期間において発癌した個体はなか
った。脳腫瘍の自然発症には関与しないもの
と考えられた。一方、マウス個体には神経変
性が認められた。脳神経細胞内に異常蛋白が
蓄積し運動機能低下および寿命短縮が認め
られた。この原因を探索した結果、Hrs の欠
損は小胞体ストレスとJNKストレスキナーゼ
によるアポトーシスとネクロプトーシスと
いう２種類の細胞死メカニズムを活性化す
ることがわかった。さらに Hrs 欠損細胞では
オートファジーによる異常タンパク質分解
が停滞していることを発見した。細胞死の抑
制は、多くのがん細胞においても重要な役割
を果たしていることが知られており、上記所
見は発がんや悪性化と密接な関係があると
考えられる。 
 
(3)ESCRT-I による増殖因子受容体制御につい
て解析を行った。CRISPR/Cas9 法によって
VPS37 欠損細胞を複数樹立することに成功し
た。EGFR 刺激後の受容体分解を解析したとこ
ろ、欠損細胞では大きな遅延が認められた。
VPS37欠損細胞ではEGFRシグナルの遷延化が
認められたため、EGFR シグナルの過剰が惹起
されることが期待されたため、ESCRT-I 欠損



マウスを作成した。条件付き VPS37 欠損マウ
スの樹立に成功し、肺特異的 Cre マウスと交
配した。得られた CCSP-CreER:Vps37-flox マ
ウスは、これまでの解析では肺初期発生には
大きな異常はない。肺癌の自然発症について
は生後短時間での発症は認めない。今後さら
に観察期間を延長することが必要である。 
 
(4)ESCRT-0 および ESCRT-III に結合する脱ユ
ビキチン化酵素である AMSH および AMSH-LP
について発がんとの関係を解析した。いずれ
も乳がん易発症系統である BALB/c バックグ
ラウンドに戻し交配した。長期観察モデルで
は、AMSH-LP ヘテロおよびホモマウスの生存
率が低く、乳がんの自然発症率が高い傾向が
あった。P53+/-:AMSH-LP マウスにおいても発
がんに起因する生存期間短縮が認められた。
AMSH-LP の特異的標的蛋白については不明で
あるが、同遺伝子が癌抑制遺伝子である可能
性が示唆された。 
 
 (5)リサイクリング小胞に関する解析として
細胞内輸送と腫瘍細胞の薬剤耐性を解析し
た。EGFR に対するチロシンキナーゼ阻害薬
（EGFR-TKI）の薬剤耐性において、小胞輸送
のうちリサイクリング小胞と呼ばれる特殊
小胞が重要は働きをしていることを明らか
にした。第２世代 EGFR-TKI に対して効果不
十分な EGFR 変異体においては、ESCRT ではな
くRab11依存性のリサイクリングが活性化す
ることを突き止めた。この事実をもとに抗
EGFR 抗体を同時併用したところ、耐性細胞に
対する併用療法の有効性が in vitro 解析で
有効であった。薬剤耐性変異を有する EGFR
陽性の肺癌では小胞輸送が停滞し細胞内小
胞に EGFR が貯留しているが、EGFR-TKI はリ
サイクリングを活性化することにより EGFR
細胞膜上への輸送を誘導することが明らか
となった。今後の併用療法に対し示唆的な知
見であると考えられた。 
 
(6)下咽頭癌の癌幹細胞マーカーとして CD271
を同定した。CD271 は細胞表面の NGF 増殖因
子受容体であることから、細胞内輸送による
制御が存在すると想定されたため、タンデム
タグ法を用いたCD271輸送制御因子の精製を
行った。TOF-MS 解析によって、VPS35 断片を
同定することに成功した。VPS35 は Rab7 およ
び CD271 とともにエンドソームに存在した。
VPS35 はレトロマー複合体構成分子であるた
め、CD271 はレトロマーで輸送され発現制御
をうけることが明らかとなった。 
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