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研究成果の概要（和文）： 
新規細胞運動抑制因子 SH3P2 は Myo1E と特異的に結合すること、SH3P2（Ser202）のリン

酸化によって SH3P2 から解離した Myo1E は、CD44、および MMP-3/-9 の発現調節などを介
して細胞運動を制御すること、またそれには Myo1E の Ser736/Thr1032のリン酸化が関与するこ
とを見いだした。すなわち、ERK-MAP キナーゼ経路の恒常的活性化が SH3P2／Myo1E 複合
体形成の制御破綻を誘起し、それががん細胞の運動・浸潤能亢進に繋がる可能性を提示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We have found that SH3P2, a novel negative regulator of cell motility binds to Myo1E, 
which dissociates from SH3P2 in an RSK1-mediated Ser202 phosphorylation-dependent 
manner and regulates the expression of CD44 and MMP-3/-9. These results suggest 
that SH3P2／Myo1E complex is an essential machinery that functions downstream of 
the ERK-MAP kinase pathway to modulate cell motility. 
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１．研究開始当初の背景 

ERK-MAP キナーゼ経路は様々な細胞外刺
激に応答して活性化され、細胞増殖、分化、
運動性亢進など、多彩な生理応答の誘導にお
いて中心的な役割を果たしている。申請者は
ここ数年来、特に細胞運動制御における
ERK-MAP キナーゼ経路の役割に注目して
解析を進め、ERK-MAP キナーゼ経路は細胞
運動を調節する分子群  (Ezrin、CD44、

Matrix metalloproteinase [MMP]-9 等) の
遺伝子発現を介して細胞運動を亢進させる
こと、ERK-MAP キナーゼ経路の機能亢進は
がん細胞の高い浸潤能獲得に連動すること
を見出した。 
最近、申請者は ERK-MAP キナーゼの下流

に位置し、細胞運動制御に関与する新規分子
の探索を進めた結果、SH3 Domain を有する
分子量約 30kDa のタンパク質（SH3P2）を
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見出し、それはアクチンフィラメント・モー
タータンパク質であるミオシンの一種、
Myo1E と特異的に結合すること、RSK1 によ
ってリン酸化されること、等を明らかにした。 
ミオシンは、細胞の移動、分裂、食作用、

神経軸索の伸展、細胞形態の維持、細胞内小
器官・小胞の輸送等、多彩な様式の「運動」
において本質的な役割を担っている。ヒトで
は 12 クラス、約 40 種類からなるファミリー
分子の存在が報告されており、この多様性に
基づいて上記様々な生理作用が規定されて
いる。ミオシンの基本構造は、約 80kDa の
Motor Domain（N 末端）、軽鎖結合部位（IQ 
Domain）、Tail Domain（C 末端）からなり、
IQ Domain によって活性が、Tail Domain に
よって特性が規定されている。クラス 1 ミオ
シンに分類される Myo1E と Myo1F の Tail 
Domain には、それらに保存された Tail 
Homology (TH) 1 領域に加えて、プロリン残
基に富んだ TH2 領域、および SH3 Domain
が存在する点で、極めて特徴的である。重要
なことは、TH2 領域と SH3 Domain が、い
ずれもタンパク質相互作用に関与する点で
ある。この点に関連して、申請者は最近、
Myo1E の TH2 領域には PI(4,5)P2、あるい
は SH3P2が結合すること、SH3P2はMyo1E
と PI(4,5)P2 の結合を阻害することを見いだ
している（図１）。 
さらに、RNAi 法を利用して Myo1E の発現

を抑制すると細胞の運動能が低下すること
や、PI(4,5)P2が細胞膜、ゴルジ体、輸送小胞
に局在するホスホイノシタイドであること
に注目して解析を進め、Myo1E が細胞内小胞
の輸送・分泌過程に密接に関わっている可能
性を示唆する結果を得た。そして、これらの
知見をもとに、「静止期細胞において SH3P2
は Myo1E と結合してその機能を抑制してい
る。血清等の刺激によって ERK-MAP キナー
ゼ経路が活性化されると、RSK1 によって
SH3P2 がリン酸化され、その結果として
Myo1E は SH3P2 から解離する。これが契機
となって、Myo1E は PI(4,5)P2等との結合を
介して細胞内小胞（MMP-9 等、細胞運動に
関与する分子を含む）を先導端に向かって輸
送し、それが細胞運動亢進に連動する」、との
作業仮説を考えた。 
 
 

 
 

２．研究の目的 
本研究では、申請者が同定した SH3P2／

Myo1E 複合体形成の生理的役割を、特に細
胞内小胞の Exocytosis と関連させ、「Myo1E
が F-アクチン系を利用した細胞内小胞輸送
を介して、どのような機能を持つ分子を先導
端に輸送し、細胞運動亢進に連動するか？」
「SH3P2／Myo1E 複合体形成の制御破綻が、
がん細胞の運動・浸潤能亢進に繋がる
（SH3P2 が新しいタイプのがん抑制遺伝子
として機能する）可能性」、に焦点を当てる。
これらの解析を通して、細胞運動制御機構に
関する分子レベルでの理解を、新しい観点か
ら深める事が、本研究の最終目的である。 

 
３．研究の方法 
本研究では、まず（１）Myo1E を利用し

た小胞輸送は、どのような機能を持つ分子を
輸送するか？ （２）SH3P2 及び Myo1E の
SH3 Domain には如何なる分子が結合する
か？に重点をおいて解析を進め、SH3P2／
Myo1E 複合体による細胞内小胞輸送と細胞
運動制御の相関を分子レベルで明らかにす
る。続いて、SH3P2／Myo1E 複合体形成の
生理的な役割、その制御破綻が、がん細胞の
高い運動・浸潤能獲得に繋がる可能性につい
て、（３）様々ながん細胞を利用した解析、
（４）SH3P2 遺伝子変異マウスの作製・そ
れを利用した解析、を進め、細胞運動制御に
関する総合的な理解を深める。 

 
（１）Myo1E 輸送分子の同定 

Myo1E が輸送する細胞内小胞に含まれる
分子に関しては、特に細胞の接着、運動、浸
潤に関与する様々な分子に焦点を当て、
Myo1E による細胞内小胞輸送が抑制される
条件下（RNAi 法による Myo1E の発現抑制、
SH3P2 の過剰発現など）、逆にそれが促進さ
れる条件下 （RNAi 法による SH3P2 の発現
抑制、Myo1E の過剰発現など）での比較解
析を進めることで、それらの同定を進める。 
① 膜タンパク質に着目した解析 
ここでは、代表的な接着因子であるインテ

グリン、CD44、及び細胞外基質等の分解に
関 与 す る 細 胞 膜 結 合 型 プ ロ テ ア ー ゼ
MT-MMPs に着目する。上記条件下、各タン
パク質の免疫染色、フローサイトメータによ
る細胞膜表面発現量の解析、あるいは細胞膜
画分を用いたウエスタンブロットを行うこ
とで、それらの量的変動を比較する。 
② 分泌タンパク質に着目した解析 
がん細胞の浸潤と密接に関連する分泌タン

パク質として MMPs、及びプラスミノーゲン
アクチベータに着目する。上記条件下、細胞
培養上清を回収、濃縮し、Zymography、あ
るいはウエスタンブロット法で各タンパク
質の量的変動を比較する。 



 

 

（２）SH3P2 及び Myo1E の SH3 Domain
結合分子の同定 

SH3P2及びMyo1Eの各種欠失変異体を用
いた結合実験により、SH3P2／Myo1E 複合
体形成には SH3P2 の C 末端領域と、Myo1E
の TH2 領域が必要であることを確認してい
る。一方、SH3P2 は N 末端に、Myo1E は C
末端にいずれも SH3 Domain を有すること
から、そこには何らかの分子が結合する可能
性が極めて高い。そこで、各 SH3 Domain
に結合する分子を、GST 融合 SH3 Domain
タンパク質を用いた GST pulldown assay、
GFP 融合 SH3 Domain タンパク質を用いた
免疫共沈法によって見出し、それらについて
MALDI-TOF を利用して同定を進める。さら
に、同定した分子が SH3P2、Myo1E、ある
いは SH3P2／Myo1E 複合体の機能に及ぼす
影響等に着目して解析する。 

 
（３）SH3P2／Myo1E 複合体形成制御の破
綻とがん細胞運動・浸潤能亢進の関連 

Migration assay（Boyden chamber を利
用）、Matrigel invasion assay などによって、
細胞の運動・浸潤能を評価する。なお、これ
までに約 40 種類のがん細胞株について、
SH3P2 と Myo1E の発現量、及び ERK-MAP
キナーゼ経路の活性レベルを比較解析して
いる。本項目では、上記各解析に基づいた細
胞の運動・浸潤能を、SH3P2 と Myo1E の発
現量、ERK-MAP キナーゼ経路の活性レベル
と比較することで、それらの相関を明らかに
する。 

 
（４）SH3P2 遺伝子変異マウスの解析 
現在、熊本大学・発生医学研究センター・

荒木喜美准教授の技術指導、協力のもと、
SH3P2 遺伝子変異マウスの作出を進めてい
る。具体的には、SH3P2 遺伝子にトラップ
ベクターが挿入された ES 細胞クローン
（ XH892 ； International Gene Trap 
Consortium より入手）を C57BL/6 の胚盤胞
に注入してキメラマウスを作製し、得られた
キメラマウスを C57BL/6 マウスと交配して
ラインを樹立しているところである。これを
利用して、SH3P2、及び SH3P2／Myo1E
複合体形成の個体レベルでの生理的意義、及
び役割の解明を目指す。 
具体的には、まずヘテロ接合体同士の交配

により、SH3P2 遺伝子変異のホモ接合体を
作出、その表現型を解析する。ホモ個体が胚
性致死となる場合には、いつどのような異常
により致死に至るのかを発生学的手法によ
って解析する。ホモ個体が出生した場合には、
マウスの生育過程を経時的に観察する。 
 
 
 

４．研究成果（図２） 
（１）Myo1E 輸送分子の同定 

N-Ras の変異によって ERK-MAP キナー
ゼ 経 路 が 恒 常 的 に 活 性 化 さ れ て い る
HT-1080 細 胞 を 用 い て 、 EGFP 、
EGFP-SH3P2 、 あるいは EGFP-SH3P2 
(S202A)（非リン酸化変異体）を安定発現さ
せた細胞株を樹立して解析を進めた。その結
果、HT-1080 細胞では内在性 SH3P2、およ
びEGFP-SH3P2のいずれも Ser202がリン酸
化されており、このとき Myo1E との結合は
認められなかった。一方、EGFP-SH3P2 
(S202A)では、Myo1E との結合が確認できた。 
さらにこれらの細胞株を用いて、① 膜タン

パク質および② 分泌タンパク質に着目して
解析を試みた結果、CD44、MMP-3、および
MMP-9 が SH3P2／Myo1E によって発現、
分泌調節される可能性を見いだした。なお、
インテグリンβ1、MT1-MMP、あるいは
MMP-2 に関しては有意な影響は認められな
かった。 

 
（２）SH3P2 及び Myo1E の SH3 Domain
結合分子の同定 
① SH3P2 の SH3 Domain 結合分子の同定 

GST pull down assay によって SH3P2 と
特異的に結合する分子の同定を進めた結果、
分子量約 230 kDa のタンパク質（p230）が
SH3P2 の SH3 Domain に結合する可能性を
見出した。 
② Myo1E の SH3 Domain 結合分子の同定 
①と同様にして、Myo1E の SH3 Domain

と特異的に結合する分子の同定を進めた結
果、分子量約 40 kDa（p40）、および 55 kDa
（p55）のタンパク質が結合すること、さら
にそれは運動能の高い細胞において認めら
れることを確認した。また、MALDI-TOF を
利用して同定を進めた結果、p40 は SRBC 
(sdr-related gene product that binds to 
c-kinase)であることが明らかとなった。なお、
SRBC はごく最近、カベオラの形成に関与す
ることが報告されており、現在その点との関
連に着目して解析を進めている。 

p230 、および p55 にについては、同定を
進めている。 
 
（３）SH3P2／Myo1E 複合体形成制御の破
綻とがん細胞運動・浸潤能亢進の関連 
① SH3P2 のリン酸化 

SH3P2 の Ser202 リン酸化を認識する抗体
を作成して、各種がん細胞株における
SH3P2 のリン酸化状態を比較検討した結果、
ERK-MAP キナーゼ経路が恒常的にリン酸
化／活性化されているがん細胞株では、
RSK1のリン酸化とともに、SH3P2のSer202

のリン酸化が亢進していること、さらにそれ
は PD184352（MEK 阻害剤）、あるいは



 

 

BI-D1870（RSK 阻害剤）によって抑制され
ることを確認した。また、それらの細胞株で
は共通して高い運動・浸潤能を有することを
明らかにした。 
② Myo1E のリン酸化 

Myo1E がリン酸化によって機能制御され
る可能性に着目して解析を進めたところ、細
胞外刺激に応答して Ser736、Thr935、および
Thr1032 がリン酸化されることを見いだした。
また、各種阻害剤、および非リン酸化変異体
（S736A、T935A、T1032A）を利用した解
析により、Thr935 のリン酸化には PI3K-Akt
経路が、Thr1032のリン酸化には RhoA-ROCK、
あるいは Rac1-PRK2 経路が関与することを
明らかにした。なお、Ser736 に関しては上記
経路、および ERK-MAP キナーゼ経路に依存
しない、他の経路によってリン酸化される可
能性が示唆された。（現在、各部位の特異的
リン酸化抗体を作成中。） 
③ Myo1E のリン酸化と機能制御 

Myo1E のリン酸化の意義を明らかにする
ために、Myo1E 非リン酸化変異体などを利
用しながら解析を進め、Ser736のリン酸化は
Myo1E の細胞内局在、細胞膜ラッフリング
形成、および Myo1E 分子の安定性に関与す
ること、Thr935のリン酸化は細胞膜ラッフリ
ング形成に関与することを見いだした。一方、
Thr1032 のリン酸化は SH3P2 との結合に関
与することを見いだした。 
 
（４）SH3P2 遺伝子変異マウスの解析 
ヘテロ接合体同士の交配により、SH3P2 遺

伝子変異のホモ接合体を作出した。作出した
ホモ接合体は正常に出生、生育することが確
認された。現在、マウスの生育過程を経時的
に観察している。 
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