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研究成果の概要：

乳癌をはじめ幾つかの癌において、レセプター型チロシンキナーゼである EGF レセプター
の高発現と、癌の悪性度との間に相関があることが知られている。しかし、癌の浸潤形質獲
得に特異的なシグナル伝達経路があるか否かについては、不明のままであった。申請者らの
研究成果から、シグナル分子 GEP100 が EGF レセプターを介したシグナル伝達経路と、乳癌の
浸潤形質獲得に必須な低分子量G蛋白質Arf6の活性化とを結び付ける新規のシグナル伝達経
路の存在が明らかとなった。さらに、病理学的解析から、この GEP100-Arf6 経路が浸潤性乳
癌の約 80%に存在することが示唆された。
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１．研究開始当初の背景
癌の最も大きな脅威はその転移性にある。

ヒトにおける悪性新生物の約８０％以上が
上皮組織に由来する癌であるが、多くの上皮
癌において、癌細胞が基底膜に対して高い浸
潤能を獲得することがその転移性に大きく
寄与すると考えられている。

申請者らは、細胞浸潤を制御する基本的分
子機構を明らかにし、どのような制御の破綻
が癌細胞の常軌を逸した浸潤性をもたらす
のかを解明することを目標として研究を進

めてきた。その過程の中で、低分子量 G 蛋白
質 Arf6 が浸潤性の高い乳癌細胞においてそ
れらの浸潤活性に根幹的役割を果たしてい
ることを見出した。即ち、Arf6 が浸潤性乳癌
細胞の浸潤仮足に局在し、その発現を siRNA
処理により抑制すると、マトリクスメタロプ
ロテアーゼの分泌や活性化には影響を与え
ないものの、浸潤仮足形成や chemo-invasion
活性などの浸潤活性が阻害されることを見
出した。さらに、Arf6 の GTP 非結合型変異体
と GTP 水解活性欠損型変異体が共に浸潤活性
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を阻害することを見出した。これらの結果は、
Arf6 及び、その GTPase cycle の制御に関わ
る GAP(GTPase activating protein)あるいは
GEF(guanine nucleotide exchange factor)
が乳癌細胞の浸潤性獲得において必須の分
子装置であることを示唆するものである。申
請者らは、さらに、Arf6 を中心とした、細胞
浸潤に必要な複合体が存在することを明ら
かにした。この複合体は GTP 型 Arf6 のエフ
ェクターとして同定した AMAP1 と、AMAP1 結
合蛋白質でありインテグリン裏打ち蛋白質
であるパキシリンと、アクチン細胞骨格構造
の再構成に関与するコータクチンとの３者
からなる。その複合体形成は Src ホモロジー
ドメイン 3（SH3 ドメイン）によって媒介さ
れる。各々の SH3／プロリン結合をペプチド
により阻害すると、乳癌のみならず肺癌、神
経膠芽腫(glioblastoma)由来細胞の浸潤活
性を著しく抑制できることを見出した。さら
に、コータクチンの SH3 ドメインと AMAP1 の
プロリンリッチ配列との結合様式について X
線構造解析を用いた解析から、この結合イン
ターフェース構造が他の一般的な SH3／プロ
リン結合とは大きく異なることを明らかに
した。また、SH3 domain array を用いた解析
から、AMAP1 のプロリンリッチ配列とコータ
クチン SH3 ドメインとの結合が、既知の SH3
ドメインとの結合に比較して特異性が高い
ことを見出した。そして、AMAP1／コータク
チン結合を特異的に阻害する細胞透過性ペ
プチドを用いて、この結合インターフェース
が乳癌の浸潤転移を阻害するための副作用
の少ない分子標的と成り得ることを肺転移
モデルマウス系において例示した。

２．研究の目的
本研究は、これまで見出してきた乳癌浸潤

における Arf6 の役割についてより詳しく解
析し、癌浸潤の基本機序を明らかにするため
に、Arf6 の活性化に関わる分子群、特に、
ArfGEF を明らかにし、それらの作用機序の解
明することを目的とする。乳癌をはじめ幾つ
かの癌において、レセプター型チロシンキナ
ーゼである EGF レセプターや HGF レセプター
/c-Met が高発現と、癌の悪性度との正の相関
が知られている。また、Arf6 の活性化が EGF
あるいは、HGF レセプターからのシグナル伝
達により誘導されることが細胞生物学的に
示唆されている。分子生物学的、発生工学的、
そして、病理学的手法を駆使して、乳癌をは
じめ幾つかの癌細胞での浸潤形質獲得過程
において、EGF レセプターや HGF レセプター
/c-Met などのレセプター型チロシンキナー
ゼから ArfGEF を介して Arf6 の活性化に至る
シグナル伝達の分子機序を明らかにする。さ
らに、Arf6 の活性化に伴うシグナル伝達分子

群の相互作用の変化に関する解析を進め、癌
の浸潤・転移阻害剤の分子標的の探索も行う。

３．研究の方法
（１）ArfGEF の作用機序の解析

Arf6 は、EGF レセプター、c-Met などレセ
プター型チロシンキナーゼ群よって活性化
される。同定した ArfGEF のチロシンリン酸
化などの修飾が GEF 活性に与える影響を検討
する。また、ArfGEF は、複数の蛋白質相互作
用モジュールを有する。活性化に関わるレセ
プター群やそれらの制御に関わるアダプタ
ー分子などとの相互作用を検討した。ヒト乳
癌をはじめとし、肺癌、神経膠芽腫などの
様々な癌について同定した ArfGEF の発現と
悪性度の進行との相関、また、レセプター型
チロシンキナーゼ群との共発現について病
理学的解析を行った。
（２）ArfGEF の細胞生物学的解析

同定した ArfGEF の蛋白質レベル、mRNA レ
ベルでの発現について、正常乳腺上皮細胞あ
るいは浸潤性の低い乳癌細胞と浸潤性の高
い細胞との間で比較検討した。遺伝子発現と
浸潤性との間に相関が見られる場合、浸潤性
の低い細胞内で強制発現させることにより
浸潤形質がもたらされるか否か検討した。ま
た、ArfGEF の浸潤仮足形成時あるいは、レセ
プター型チロシンキナーゼ群からのシグナ
ル伝達による細胞内動態の変化について検
討した。
（３）乳癌細胞の肺転移モデルマウスを用い
た解析

これまでに確立しているマウスの転移モ
デルを用いて、ArfGEFをknock-downあるい
は、過剰発現させた場合の転移活性に与え
る影響を検討した。
（４）Conventional/conditional 遺伝子欠
損マウスの解析

同定した ArfGEF、GEP100 の各種組織の発
生・分化における発現パターンを調べ、遺伝
子 破 壊 マ ウ ス の 作 製 を 進 め て い る 。
Conventional 遺伝子欠損マウスの作製につ
いては、胎生致死となる可能性があることが
明らかとなった。胎生致死に至る過程を解析
するとともに、特定の組織に特化した解析を
行うために conditional遺伝子欠損マウスの
作製を進めている。最初の解析は、既に所属
する研究機関が保有する neu 遺伝子のトラン
スジェニックマウスで見られる乳癌発生・悪
性度の進行が ArfGEF の conventional あるい
は、conditional 遺伝子欠損マウスとかけ合
わせることにより、どのような影響を受ける
か検討する。その他の癌のモデルマウス、及
び、conditional 遺伝子欠損マウスに用いる
cre マウスについても随時導入する。
（５）浸潤／転移阻害の分子標的の探索



本研究期間前半に、GEP100 が活性化された
EGFR に直接結合することによって Arf6 を活
性化すること、また、その際の GEP100 と EGFR
との会合が GEP100 の pleckstrin homology
(PH) 領域と EGFRのチロシンリン酸化部位と
の直接的結合であることを明らかにした。こ
れらの研究成果に基づいて、阻害剤探索のた
めのスクリーニング系を立ち上げ、阻害的に
働くペプチドあるいは低分子化合物の探索
を行う。特に、候補に挙がった ArfGEF を中
心としたシグナル伝達分子間の相互作用に
関しては、その結合インターフェースの立体
構造を確定し、既知の相互作用と比較を行う。
それらの構造解析により、目的とする阻害剤
に関する構造的知見を提示し、基本デザイン
を試みることによって阻害剤の探索に役立
てる。

４．研究成果
本研究期間前半において、乳癌細胞の浸潤

において Arf6 を活性化する GEF の同定を行
っ た 。 浸 潤 性 の 高 い 乳 癌 細 胞 で あ る
MDA-MB-231 細胞をモデルとし解析を行った
結果、この細胞株で発現している ArfGEF の
中で GEP100 の発現を抑制した時のみ、有意
な浸潤活性の抑制が認められた。GEP100 は、
リガンドにより活性化された EGFR に直接結
合することによって Arf6を活性化すること,
また、GEP100 と EGFR との結合様式も明らか
にした。MCF7 など非浸潤的乳癌細胞では、
GEP100、Arf6 共に殆ど発現していない。MCF7
細胞に GEP100 の強制発現を試みたところ、
Arf6 との共発現においてのみ、EGF 刺激依存
的な浸潤性の誘導を見出した。病理学的解析
から、GEP100 の発現がヒト浸潤性乳管癌の約
80%に観察されることを見出した。さらに、
それらの悪性度の高いケースで、特に EGFR
との共発現が見られた。

これらの研究成果は、Nature Cell Biology
誌 (2008, 10, 822-832)に掲載され、同じ号
の News & Views、Science Signaling 誌 (2008,
1, ec9)の Editor’s choice、Nature Reviews
Cancer 誌 (2008, 8, 80-81)の Research
Highlight にも取り上げられた。さらに、2007
年 12 月 17 日付の朝日新聞、日本経済新聞、
読売新聞、産経新聞にも記載された。

本研究期間後半において、マウスモデルの
構 築 と 構 造 解 析 を 進 め た 。 GEP100 の
Conventional 遺伝子欠損マウスは、胎生致死
となる可能性があることが明らかとなった。
現在、どの段階まで発生が進んでいたかの検
討を進めつつある。乳癌の浸潤形質獲得との
関連を明らかにするため、乳腺特異的 GEP100
遺伝子欠損マウスの作製を進めている。特に、
既に所属する研究機関が保有する乳癌モデ
ルマウス（MMTV-NeuT マウス）との掛け合わ

せにより、乳癌の発症・悪性度の進行が
GEP100 遺伝子欠損により、どのような影響を
受けるか明らかにする。関連事項として、培
養細胞のレベルでは、これまでに、erbB2 蛋
白質の発現が高い乳癌細胞株及び、肺癌細胞
株において、GEP100 が erbB2 と相互作用し、
Arf6 を活性化し、浸潤形質誘導に関与するこ
とを示唆する結果を得ている。

さらに、GEP100 と EGFR との結合インター
フェースの立体構造についてオックスフォ
ード大学の Feller 博士のグループと共同研
究を開始した。それにより、結合阻害に関す
る構造的知見を提示し、阻害剤の基本デザイ
ンを試み、焦点を絞り込んだ阻害剤の探索を
行う予定である。

固形癌の場合、ある特定の癌(例えば、小
細胞肺癌、膵臓癌)を除けば、多くの場合、
腫瘍サイズ・増殖性と浸潤・転移性との間に
相関がある。ErbB ファミリーの EGF レセプタ
ー(EGFR)や ErbB2、c-Met を介した増殖シグ
ナル伝達経路の関与がさまざまな癌腫で示
唆されている。実際の臨床の場で、EGF レセ
プター(EGFR)や ErbB2を分子標的とした阻害
抗体やキナーゼ活性を阻害する低分子化合
物により、癌の悪性度の進行を抑制すること
が報告されているが、それらの分子標的が
様々な生命機能に関わる根幹的なものを標
的としているため副作用が問題となってい
る。我々の研究成果から、GEP100 が erbB フ
ァミリーを介したシグナル伝達経路と、乳癌
の浸潤形質誘導に必要な Arf6 の活性化とを
結び付ける特異的な、新規シグナル伝達経路
の存在すること、さらに、その分子機序から
新しい視点からの分子標的となることの可
能性が示唆された。今後、GEP100-Arf6 経路
がどのようなシグナル伝達経路と連関して
浸潤形質を誘導するのかについてその固有
性と普遍性を明らかにすると共に、GEP100 と
レセプター型チロシンキナーゼとの結合イ
ンターフェースを詳細に解析することによ
り、より特異性の高い、新しい視点からの癌
浸潤・転移治療の分子標的の提示、治療方法
の開発に結びつくことが期待される。
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