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研究成果の概要（和文）：乳癌の浸潤、転移においてはSDF1/CXCR4/Ga13/Rhoシグナル経路が重要な役割を果たしてい
ることを、これまで我々は報告した。本研究においては子宮頸癌、卵巣癌などの婦人科領域の悪性腫瘍の浸潤、転移に
おけるCXCR4を中心としたGPCRシグナル経路の役割について解析を行った。浸潤能が高い子宮頸癌細胞株においては、
乳癌の場合と異なり、SDF1/CXCR4/Gai/Racシグナル経路の活性化が細胞浸潤を制御していること、さらにSDF1/CXCR4/G
aiシグナル経路はp38の活性化を介して、リンパ管新生を誘導するVEGF-Cの発現を制御していることが示された。

研究成果の概要（英文）：The GEP oncogene, members of the Ga12 family of heterotrimeric G proteins (Ga12/13
), is involved in the progression of human cancers including breast and prostate. This study is focused on
 evaluating the role of GEP oncogene in human gynecological cancer progression.
Expression levels of Ga12/13 in human ovarian cancer tissues were elevated compared to those in normal ova
rian tissues. In human cervical cancer cell lines, activation of SDF-1/CXCR4/Gai/Rac signaling pathway ind
uced migration in vitro. In addition, SDF-1/CXCR4/Gai signaling pathway upregulated VEGF-C expression thro
ugh p38 activation. Increased expression of GEP oncogene, Ga12/13, can result in enhanced signaling downst
ream of CXCR4, thereby influencing cell migration of ovarian cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
 近い将来、本邦では男性の 2 人に 1 人、

女性の 3人に 1人ががんで死亡することが報

告されています。がんによる死亡の 90%以上

は転移によるものであり、そのメカニズムを

解明することが予後の改善につながると考

えられます。癌細胞のリンパ節転移、臓器選

択的転移においては膜 7回貫通型の Gタンパ

ク質共役型受容体(GPCR)であるケモカイン

受容体が重要な役割を果たしていることが

知られています。ケモカイン受容体の生理学

的役割は様々な免疫反応において白血球の

炎症局所への遊走を制御することですが、癌

細胞はケモカイン受容体を高発現し、その細

胞遊走活性を利用することで浸潤、転移を来

たすと考えられます。 

 ケモカイン受容体の一つであるCXCR4は乳

癌細胞で高発現しており、臓器選択的転移に

おいて中心的な役割を果たしていることが

よく知られていますが(Muller A et al., 

Nature, 2001)、卵巣癌、子宮頸部腺癌など

の婦人科悪性腫瘍の転移においてもその関

与が報告されています。しかしながら、CXCR4

が癌細胞の浸潤、転移を制御するメカニズム

は明らかになっていません。CXCR4 は他のケ

モカイン受容体同様、G タンパク質αサブユ

ニットの中でも Gαi と結合することが知ら

れており、CXCR4/ Gαiシグナルは白血球の遊

走活性を制御しています。しかし、悪性度の

高い乳癌細胞の浸潤、転移においては既知の

CXCR4/ Gαiシグナルではなく、Gα13の高発

現に伴う CXCR4/ Gα13/Rho シグナルの活性化

が中心的な役割を果たしていることを我々

は報告しました(Yagi H et al., Sci Signal, 

2011)。 

 一方、転移能の低いタイプの乳癌において

は、ほとんどの場合、CXCR4 の活性化は細胞

浸潤を誘導せず、一部のサブタイプ

(luminal-type)で細胞浸潤が誘導される場

合にはCXCR4/ Gαiシグナルによる低分子量G

タンパク質 Rac1 の活性化が重要であること

を我々は報告しました(Sosa MS et al., Mol 

Cell, 2010)。CXCR4 という同一の細胞膜表面

受容体を介した細胞浸潤でありながら、それ

を制御するシグナル経路が細胞によって異

なることはとても興味深いことです。 

 以上の研究成果と背景から、in vivo にお

ける転移能が高い癌細胞においてはCXCR4依

存性の細胞運動が亢進していると考え以下

の検討を行うこととしました。 

A. 様々な婦人科悪性腫瘍細胞株の CXCR4 依

存性細胞浸潤、およびそれを制御する細

胞内シグナルを解析し、各癌細胞株のマ

ウスモデルでの造腫瘍能、転移能と比較

検討する。 

B. これまで我々は転移の初期の段階である

運動能の亢進に焦点をあてて検討を行っ

てきたが、それ以外の転移の過程、特に

リンパ管新生の誘導に着目し、CXCR4 の

役割を検討する。 

C. CXCR4/Gαiシグナル経路、およびCXCR4/G

α13/Rho シグナル経路における標的分子

を探索し、シグナル選択的な分子標的治

療の in vivo マウスモデルにおける効果

を検討する。 

 

２．研究の目的 
A. 婦人科癌細胞株の転移を制御する CXCR4

シグナルの解析 

CXCR4 依存性の細胞運動が Gαiシグナル、G

α12/13 シグナルのどちらによって制御されて

いるかを解析することを目的としました。 

CXCR4 のリガンドである stromal cell 

derived factor-1(SDF-1)により誘導される

細胞運動、浸潤を卵巣癌細胞株、子宮頸癌細

胞株、子宮体癌細胞株を用いて検討しました。

またさらに、各細胞株の in vitro における

生物学的特性とマウスモデルにおける造腫

瘍能、転移能とを比較検討しました。 

 



B. リンパ管新生の誘導におけるCXCR4シグ

ナルの役割の解析 

 VEGF ファミリーのひとつである VEGF-C は

リンパ管新生において中心的な役割を果た

しています。癌細胞が分泌する VEGF-C がリ

ンパ管新生を誘導し、それにより自身の増殖

やリンパ管への侵入を促進しています。

SDF-1 刺激により、乳癌細胞株内の VEGF-C 

mRNA 量、および分泌される VEGF-C タンパク

質量が増加することが予備実験において示

されました。本研究では婦人科癌細胞株、及

び乳癌細胞株を用いて、CXCR4 により制御さ

れる VEGF-C mRNA 量、タンパク質量の変化を

解析し、Gαiシグナル、Gα13シグナルのどち

らによって VEGF-C mRNA 量が制御されている

のかを検討しました。さらに、CXCR4 を介し

た VEGF-C mRNA の発現制御が転写調節による

ものなのか、3’ UTR を介した mRNA 安定化に

よるものなのかを解析しました。 

 

C. CXCR4 下流のシグナル選択的治療の効果

についての解析 

 CXCR4/ Gα12/13/ Rho シグナル経路を標的と

する場合にはRho下流のエフェクターのひと

つであるRho kinase(ROCK)に対する特異的阻

害剤であるfasudilが治療薬として有用であ

ることを我々は報告しました(Yagi H et al., 

Sci Signal, 2011)。一方、Gαi下流のどのよ

うなシグナル経路が癌細胞の浸潤を制御し

ているかについては明らかになっていませ

ん。本研究では、低分子量 G タンパク質 Rho

ファミリー(RhoA、Rac1、Cdc42)に着目し、G

αi下流で細胞骨格、細胞運動を制御している

分子を同定することを目的としました。 

 
３．研究の方法 
 様々な卵巣癌、子宮頸癌、子宮体癌細胞株

を用いて、CXCR4依存性の細胞浸潤能、in vivo

における造腫瘍能、転移能、およびそれを制

御する細胞内シグナル経路を解析しました。

また、細胞内シグナルの詳細な解析のために、

阻害剤、siRNA、shRNA、GPCR 変異体を用いま

した。 

 
A.  婦人科癌細胞株の転移を制御する

CXCR4 シグナルの解析 

1) SDF-1 依存性の細胞浸潤能の評価 

 CXCR4 のリガンドである SDF-1 依存性の細

胞浸潤を様々な癌細胞株を用いて検討しま

した。また、SDF-1 依存性の細胞浸潤が既知

の細胞内シグナルである CXCR4/Gαi を介し

たものであるかを、Gαiの GPCR への共役能を

阻害する百日咳毒素を用いて検討しました。 

2) CXCR4/ Gα13/Rho シグナル経路の細胞浸

潤における役割の評価 

各種細胞株における SDF-1 依存性の Rhoの

活性化を Rho pull down assay で検討しまし

た。また、C3毒素を用いて Rho を不活化する

ことの細胞浸潤への影響を評価しました。

shRNAを用いてCXCR4及びGα12/13発現抑制細

胞株を作成し、SDF-1 により誘導される Rho

の活性化、細胞浸潤を評価しました。 

3) GPCR 変異体を用いた解析 

receptors activated solely by synthetic 

ligand (RASSL) と い う GPCR の 変 異 体 

(Conklin BR et al., Nat Methods .2008) を

用いて Gαi シグナル、Gα13シグナルを細胞

内に再構築し、それぞれのシグナルの細胞浸

潤における役割を評価しました。  

 

B. リンパ管新生の誘導におけるCXCR4シグ

ナルの役割の解析 

 我々の予備実験において、乳癌細胞株

MDA-MB-231、子宮頚部腺癌細胞株 HeLa では

SDF-1 刺激により VEGF-C mRNA 量及び培養上

清中への VEGF-C タンパク質の分泌が増加す

ることが示されました。 

乳癌、婦人科癌を含む各種癌細胞株を

SDF-1 で刺激した後の VEGF-C mRNA 量、およ

び培養上清中へ分泌される VEGF-C タンパク

質量の経時的変化を定量的PCR、およびELISA



を用いて検討する。また、Gαiシグナルと G

α13シグナルのどちらがVEGF-Cの発現を誘導

するのかを Gαi RASSL と Gα13i5を用いて解

析しました。 

 
４．研究成果 

 転移、浸潤能の高い子宮頸癌細胞株におい

ては、乳癌の場合と異なり、SDF-1/CXCR4/ G

αi/Rac シグナル経路の活性化が細胞浸潤を

抑制していることが、in vitro の実験で示さ

れました。さらに、SDF-1/CXCR4/ Gαiシグナ

ル経路は p38 の活性化を介して、リンパ管新

生を誘導する VEGF-C の発現を制御している

ことが示されました。 

 卵巣癌においては、SDF-1/CXCR4/ Gα13/Rho

シグナル経路の活性化が細胞浸潤ではなく

細胞増殖を制御していることが示されまし

た。今後はさらに Rho シグナルの下流のシグ

ナル伝達経路について解析を行っていく予

定です。 

 CXCR4 は癌細胞の臓器選択的転移を制御す

る分子としてよく知られており、様々な癌種

においてその関与が報告されていますが、

CXCR4 に対する癌分子標的治療は確立してい

ません。その理由として、造血幹細胞の骨髄

への homing/ retention など、Gαiを介した

CXCR4 の生理学的機能が阻害されることに伴

う大きな副作用が挙げられます。本研究にお

いて、我々が新たに同定した CXCR4/Gα13/Rho

シグナル経路に着目し、癌の進展における役

割を解析することは、癌細胞のみで亢進して

いるシグナル経路を選択的に標的とした、副

作用のより少ない新たな分子標的治療の開

発につながると考えられます。また、現在の

市場における治療薬の25%以上がGPCRを標的

としていることを考慮すると、GPCR のシグナ

ルを選択的に阻害するという本研究のコン

セプトはシグナル選択的な GPCR アンタゴニ

ストやアロステリックタンパク質といった

新たな治療薬の開発にもつながり、社会的意

義は大きいものと考えられます。 
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