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研究成果の概要（和文）：本研究では癌悪性化における Akt の機能と関連して（１）Akt が細

胞の前後極性の形成と維持に貢献することを見いだした。特に Akt が細胞前方における方向性

を持った微小管の安定化を誘導し持続的に極性を維持する事を明らかにした。また（２）Akt の

活性制御機構について、PAK が Akt とその活性化因子 PDK1 の両方に結合し、PDK1 による

Akt の活性化を促進する「スキャフォールド分子」として働く事を見いだした。さらに PAK

は Akt の基質選択性にも関わる事が示された。 

  

 

 
研究成果の概要（英文）：The proto-oncogene Akt is a key regulator of various biological 

processes such as cell proliferation, survival, metabolism and motility, as well as 

tumorigenesis. We have shown that the serine/threonine kinase PAK serves as a scaffold 

protein in the Akt signaling pathway. We also found that inactivation of PAK1 reduced 

phosphorylation of only a subset of Akt substrates and suppressed Akt-mediated cell 

motility but not cell survival or protein synthesis. PAK thus appears to contribute to the 

signaling specificity of Akt, in addition to its signaling efficiency. PAK appears to affect the 

signaling specificity of Akt by regulating subcellular localization of a specific isoform of Akt 

as well as by associating with a subset of Akt substrates related to cell motility regulation. 

We are now further examining the mechanism by which Akt regulates cell motility. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) Akt には強い細胞生存促進活性があり、
生存シグナル伝達の異常な活性化は、DNA 損
傷、がん遺伝子の活性化、低酸素状態などに
よるアポトーシスの誘導を阻害し、癌化の発
生と進行の重要な要因となると考えられて
いる。しかしながら Akt による生存促進メカ
ニズムについては未だ不明な点がいくつか
残されており、本研究ではこれらについて検
討した。また癌悪性化と関連して、我々は以
前に Akt が細胞運動制御に関わり、がん抑制
遺伝子 PTEN を欠損した細胞の運動性亢進に
Akt の活性化が重要である事を示し、浸潤性
への関与を示唆した（Higuchi et al. 2001）。
そこで本研究では Aktの細胞運動制御メカニ
ズムについても検討した。 
 

(2) Akt は細胞生存、増殖、代謝、運動性な
ど様々な機能を持つ。これらの多様な機能を
発揮する際に Aktは異なる基質をリン酸化す
るが、どのようにして適切なコンテクストで
適切な基質をリン酸化しているかは必ずし
もわかっていなかった。キナーゼがコンテク
スト依存的に基質を選択する際に、しばしば
足場タンパク質（scaffold protein）が用い
られるが、Akt シグナル伝達における基質の
特異性を決定する scaffold protein はこれ
まで同定されていなかった。 
 

 

２．研究の目的 

(1) Akt による生存促進メカニズムおよび細
胞運動性促進メカニズムについて検討す
る。 

 
(2) Akt 経路の scaffold protein を同定し、

その Akt 経路に対する制御について調べ
る。 

 

３．研究の方法 

哺乳類繊維芽細胞を中心に、Akt の機能を分
子の過剰発現、ノックダウン、ノックアウト
等により調べる。結合分子を手がかりに制御
因子ならびにターゲット（基質）を探索する。 
 
 
４．研究成果 
(1) −１ Akt の生存促進におけるターゲッ
ト：Mdm2 を介した E2F1 制御 

細胞周期の G1/S 期制御に中心的な役割を果
たす転写因子 E2Fファミリーのメンバーであ
る E2F1 は、他の E2F ファミリーメンバーと
は異なり、DNA 損傷などの細胞障害に応答し

て分解が抑制され活性化し、アポトーシス誘
導に働くことが知られている。E2F1 遺伝子破
壊によってがん化が促進することが示され
ているが、このとき、E2F1 の持つアポトーシ
ス誘導活性ががん抑制因子としての機能に
重要であると考えられている。そこで E2F1
の制御、特に分解制御メカニズムはがん抑制
を理解する上で重要であると考えられるが、
E2F1 の生理的ユビキチンリガーゼについて
はこれまで不明であった。当グループは、p53
のユビキチンリガーゼとして良く知られて
いる癌遺伝子産物 Mdm2 が E2F1 のユビキチン
化を直接触媒することを in vitro 再構成系
により示した（未発表）。また、この Mdm2 の
E2F1ユビキチン化活性はAktによるリン酸化
で著しく活性化した。さらに、E2F1 上の Mdm2
によるユビキチン化部位を４つ同定したが、
これらのユビキチン化部位を変異した E2F1
タンパク質は細胞内で安定化され、半減期が
長くなる事があきらかになった。さらに
Mdm2-/- p53-/-繊維芽細胞においては、
p53-/-繊維芽細胞よりも E2F1 タンパク質の
半減期が長くなり、Mdm2 遺伝子産物が E2F1
の生理的なユビキチンリガーゼであること
が強く示唆された。従って、Mdm2 とその活性
化因子である Akt（いずれも癌遺伝子）が癌
抑制遺伝子 p53 に加え E2F1 をも分解するこ
とにより癌化を誘導している可能性が示唆
された。 
 
（１）−２ Akt の細胞運動制御における役割
の解析 
我々は以前に増殖因子による繊維芽細胞の
運動性上昇に Aktが必須の役割を果たすこと
を報告した。Akt の活性型は移動中の細胞の
前方（先導端）に局在する。本研究において、
Aktとその活性化因子PDK1が PI3キナーゼか
らのシグナルのポジティブフィードバック
に関与し、細胞の前方を規定することを示し
た。Akt シグナルを抑制すると極性が失われ、
細胞の前方に特徴的なラフリング膜等の構
造が阻害された。 
 長い距離を移動する繊維芽細胞等の細胞
においては、前後極性の維持に微小管が関与
することが知られている。しかし、細胞外の
シグナルに応答していかなるメカニズムで
微小管が配向するのかについては不明であ
った。本研究において、細胞の前後極性の確
立に関わる Akt が、その後の微小管の安定化
に重要な役割を果たす事を明らかにした。
Akt 活性を抑制すると配向を持った微小管の
重合が阻害され、また活性型 Akt を発現する
だけで安定な微小管の量が上昇した。さらに



この際のメカニズムとして、微小管プラス端
のダイナミクスを制御する因子のひとつ EB1
の類似分子が Aktのターゲットとなっている
可能性を示唆する結果を得た。この EB1 類似
分子は微小管を不安定化する機能を持つこ
とを見出したが、Akt はこの分子に結合しリ
ン酸化することによって微小管不安定化機
能を抑制し、結果的に微小管プラス端を安定
化する方向に働くことが明らかになった。 
 
（２） Akt の活性化メカニズム：PAK は Akt

経路のスキャフォールド分子として
機能する 

増殖因子による効率的な Akt の活性化に Rac
が必要である事を以前に報告したが、本研究
で Rac のエフェクターである PAK が直接に
Akt とその活性化因子 PDK1 に結合し、PDK1
による Aktの活性化を促進する事を見いだし
た。このような「スキャフォールド因子」の
同定は Akt 経路では初めてである。 
 
・ Rac-PAK 経路による Akt の活性化 
 細胞に増殖因子や接着因子などの刺激が
加わると、細胞内では PI3K が活性化し、細
胞膜中のリン脂質であるホスファチジルイ
ノシトールをリン酸化して PI(3,4)P2、
PI(3,4,5)P3 を産生する。すると、Akt は自
身の PH ドメインがこれらのリン脂質に結合
することによって細胞膜へ移行し、細胞膜近
傍に存在する上流キナーゼPDK1およびTORC2
（mTOR, mLST8, Rictor, mSin1, Protor から
成る複合体）によってそれぞれ Thr308 と
Ser473 をリン酸化されて活性化すると考え
られてきた。我々はこれまでに、細胞運動性
を制御する際、Akt は低分子量 GTPase 
Rac/Cdc42 の下流で活性化することを見出し
ているが、Rac/Cdc42 の下流で Akt が活性化
するメカニズムは不明であった。そこで、
Rac/Cdc42 の下流でどのような分子が Akt の
活性化に関与するのかを検討することにし
た。活性型 Rac（RacV12）の発現により Akt
のリン酸化が上昇するが、CRIB ドメインに結
合できない変異（RacV12C40）を導入すると、
Akt のリン酸化の上昇がコントロールレベル
まで抑制された。このことから、Rac は CRIB
ドメインを持つエフェクター分子を介して
Akt を活性化することが示唆された。そこで
我々は、CRIB ドメインを持つ Rac のエフェク
ター分子の中で最もよく知られている PAKが
Akt の活性化に関与する可能性について検討
した。RNA 干渉法を用いて PAK をノックダウ
ンすると、活性型 Rac 過剰発現あるいは増殖
因子刺激依存的な Aktの活性化が抑制される
ことがわかり、Rac および増殖因子刺激依存
的な Akt の活性化に PAK が貢献していること
が示唆された。さらに、PAK を細胞に発現す
るだけで Akt のリン酸化の上昇が観察された。

PAK はセリン／スレオニンキナーゼであるが、
面白いことに、キナーゼ不活性型 PAK を発現
した場合にも Aktが強く活性化されることが
わかった。これらの結果から、PAK はキナー
ゼ活性非依存的に Aktを活性化することが示
唆された。 
・ PAK による Akt の活性化メカニズム 
 それでは、PAK はどのように Akt の T308 お
よび S473 のリン酸化を促進しているのだろ
うか。Akt の活性化に PAK のキナーゼ活性が
不要であったことから、PAK が Akt と直接相
互作用するのではないかと考え、免疫共沈実
験を行った。その結果、PAK が増殖因子刺激
依存的に Akt と結合することが示唆された。
また、リコンビナントタンパク質を用いた結
合実験から、PAK と Akt が直接結合し得るこ
ともわかった。Akt は細胞膜へ移行すること
で上流のキナーゼと出会い、活性化されると
考えられていたため、PAK が Akt の細胞膜へ
の移行に関与するのではないかと考えた。実
際に、RNA 干渉法により PAK をノックダウン
すると増殖因子刺激依存的な Akt の細胞膜へ
の移行が抑制され、PAK が Akt の細胞膜への
移行に必要であることが示唆された。もしも
PAK の機能が Akt の膜移行を促進することだ
けであるならば、膜局在型 Akt のリン酸化に
はもはや PAK が必要ないはずである。そこで、
細胞に膜局在型 Akt（Akt m PH：PH ドメイ
ンをけずり、ミリスチル化配列を付加した
Akt）とともに優性抑制型 PAK を発現させ、
膜局在型 Akt（Akt m PH）のリン酸化に与
える影響を調べた。膜局在型 Akt（Akt m PH）
は、これまで活性型 Akt として用いられてき
た変異体であり、増殖因子非存在下でも高い
リン酸化状態にある。そこに優性抑制型 PAK
を共発現すると、Ser473 のリン酸化はほとん
ど影響を受けないのに対し、Thr308 のリン酸
化は顕著に抑制される、という非常に興味深
い結果が得られた。このことはつまり、Akt
の S473 のリン酸化には細胞膜への移行のみ
で十分であるが、T308 のリン酸化には PAK が
持つ何か別の機能が必要であることを意味
している。PDK1 が Akt の T308 をリン酸化す
る唯一のキナーゼであることがわかってい
たため、PAK が PDK1 とも結合し、PDK1-Akt
のスキャフォールド分子として機能するの
ではないかと我々は考えた。実際に、免疫沈
降実験およびリコンビナントタンパク質を
用いた結合実験から、PAK と PDK1 も細胞内で
増殖因子刺激依存的に結合し、しかも直接結
合し得ることがわかった。PAK が PDK1-Akt の
スキャフォールド分子であるなら、PDK1 と
Akt の結合は、PAK の発現量依存的に促進さ
れることが期待されるが、実際に PAK の過剰
発現により PDK1-Akt の結合が促進され、一
方 PAK のノックダウンにより PDK1-Akt の結
合が抑制された。これらの結果から、PAK が



PDK1-Akt のスキャフォールド分子の機能も
持っており、細胞膜近傍で Akt と PDK1 の結
合を促進することにより Akt の T308 のリン
酸化を促進することが示唆された。PAK は増
殖因子刺激のない不活性な状態の時には折
りたたまれた構造をしており、N 末端側に存
在する AID（autoinhibitory domain）によっ
てキナーゼドメインがマスクされているが、
増殖因子刺激存在下では、活性化した Rac が
N末端側に存在するCRIBドメインに結合する
ことによりコンフォメーション変化を起こ
して開いた構造をとり、キナーゼドメインが
露出して活性型となる。PDK１および Akt は
PAK の C 末端側に存在するキナーゼドメイン
に結合することから、増殖因子刺激依存的に
PAK がコンフォメーション変化を起こすこと
によって初めて PDK1 および Akt との結合部
位が露出し、スキャフォールド分子としての
機能を発揮するものと考えられる。内在性の
PAKと PDK1およびAktの結合が増殖因子刺激
依存的であることもこのモデルを支持して
いる。 
 
・PAK による Akt の選択的機能制御 
 これまでに Akt以外のシグナル伝達経路に
おいてはいくつもスキャフォールド分子が
同定されており、シグナル伝達の効率、特異
性、局在などを制御していることが知られて
いる。そこで、PAK が PDK1-Akt のスキャフォ
ールド分子として働くことにより、Akt の活
性化効率だけでなくシグナルの特異性も制
御する可能性があるのではないかと考えた。
まず、PAK が Akt の一部の基質のリン酸化を
特異的に制御する可能性について検討した。
優性抑制型 PAK の発現により PAK 依存的な経
路を阻害すると、増殖因子刺激による Akt の
活性化が部分的に抑制されるが、このとき
Aktの基質であるFOXO3aのリン酸化は顕著に
抑制される一方で、GSK3 および Bad のリン酸
化はほとんど抑制されない、という結果が得
られた。さらに、PAK が Akt の一部の生物学
的機能を選択的に制御する可能性について
も検討を行ったところ、PDGF 刺激依存的な繊
維芽細胞のマトリゲルへの浸潤については
優性抑制型 Akt も優性抑制型 PAK も同様に阻
害するのに対し、タンパク質の翻訳や細胞の
生存率については、優性抑制型 Akt では阻害
されるが優性抑制型 PAKでは比較的阻害され
ないこともわかった。従って、PAK が何らか
のメカニズムで Akt の基質特異性を制御し、
Akt の細胞運動性／浸潤能に関わる機能を選
択的に制御している可能性が示唆された。
PAK が Akt の基質特異性を制御するメカニズ
ムとして、(i) PAK が Akt の局在を規定する
ことにより Aktの基質特異性を決める可能性、
(ii) PAK が Akt の一部の基質にも結合するこ
とにより、Akt の一部の基質が選択的に活性

化される可能性、(iii) PAK が Akt のアイソ
フォーム特異的にスキャフォールド分子と
して機能することにより、Akt の下流シグナ
ルの特異性が変化する可能性、などが考えら
れる。すでに(iii)の可能性に関連して、PAK
が Akt2 に比べ Akt1 とより効率的に結合し、
リン酸化を促進する、という結果も得られた。
さらに細胞運動性についても検討したとこ
ろ、Rac および PAK によって上昇した細胞運
動性は、Akt1 のノックダウンにより完全に阻
害されるが、Akt2 のノックダウンではほとん
ど阻害されないことがわかった。以上の結果
から、哺乳類繊維芽細胞において、増殖因子
刺激の下流で Rac-PAK-PDK1-Akt1 という経路
を介して細胞運動性が制御されている可能
性が示唆された。 
 
考察 
癌の発生および悪性化の過程において、しば
しば生存・増殖・運動などに関わる細胞内シ
グナル伝達の異常な活性化が大きな要因と
なる。例えば原癌遺伝子 Akt も、正常な個体
であれば細胞の生存・増殖・運動を厳密に制
御する重要なシグナル伝達分子であるが、乳
癌、膵癌、子宮癌など様々な癌においては遺
伝子増幅や上流因子の遺伝子変異により異
常に活性化することで癌に寄与している。ま
た、Akt の異常な活性化は種々の抗癌剤耐性
とも相関が高いことが報告されている。従っ
て、Akt 経路は癌の発生、悪性化、抗癌剤耐
性における薬剤ターゲットとして有効であ
ると考えられ、実際に多くの Akt 経路を抑制
する薬剤が開発されつつある。しかし、Akt
経路を制癌の薬剤ターゲットとする際に、非
常に大きな問題点がある。すなわち、Akt 経
路は正常細胞の増殖・生存に必須である上に、
Akt の遺伝子破壊は発生などに重篤な症状を
示す事からも、Akt 経路をやみくもに抑制す
ることは生体にとって有害となる可能性が
高いと考えられるのである。そこで「Akt の
過度な活性化を抑制する」あるいは「Akt の
癌悪性化により関わりの深い機能のみを抑
制する」というストラテジーが Akt 依存的な
癌悪性化を制圧するのに有効であると考え
られる。 
 Akt が癌悪性化を引き起こす原因は必ずし
も明らかでなかったが、癌の浸潤性と関連し
て我々は、Akt が低分子量 GTPase Rac/Cdc42
の下流で活性化し、哺乳類細胞の運動性制御
に必須の役割を果たすことを報告した
（Higuchi et al. Curr Biol 2001）。また、
細胞運動性の制御の際、leading edge におい
て Rac はエフェクター分子のひとつ PAK を介
して Aktを活性化していることを示唆する結
果を得た（Higuchi et al. Nat Cell Biol 
2008）。ここで重要な事に、PAK は Akt の細胞
運動性に関する機能を促進する一方で、生存



やタンパク質合成促進に関する機能にはほ
とんど影響しないことがわかった。従って、
「PAK に依存した Akt の活性化のみを抑制す
る」というストラテジーが、上記のアイデア
に基づいた Akt依存的な癌を制圧する方法と
して期待出来るのではないかと現在考えて
いる。 
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