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研究成果の概要（和文）：がん化の制御機構を分子レベルで明らかにするために、がん原遺伝子

産物 Src チロシンキナーゼの制御に関わる膜アダプター蛋白質 Cbp、および新たに見いだした

後期エンドソームに局在する MEK1 アダプター蛋白質 p18 の機能解析を行い以下の成果を得

た。１）Cbp が活性化した Src を膜ドメイン「ラフト」にリクルートすることによってがん化

活性を抑制することを見いだし、Cbp ががん抑制遺伝子として機能することを示した。２）p18
が Src によるがん化経路の必須の足場として機能することを明らかにし、p18-MEK1 経路が主

要ながん増殖シグナル経路となる可能性を示した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular basis for the regulatory mechanisms of 
Src-mediated tumor progression, we analyzed the function of a transmembrane raft 
adaptor Cbp (Csk binding protein), and a novel membrane adaptor p18 which was 
identified from lipid rafts of late endosomes. We found that Cbp expression is 
downregulated via some oncogenic pathways, and that Cbp suppresses Src function by 
sequestering activated Src to lipid rafts. These findings suggest that Cbp functions as a 
type of tumor suppressor. We also found that p18 plays a crucial role in regulating 
endosome dynamics as well as cell growth by recruiting Src/Ras-MEK1-ERK pathway to 
late endosomes. These results indicate that the p18 pathway is crucial for regulating cell 
transformation and tumor growth. 
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１． 研究開始当初の背景 
 代表的ながん原遺伝子産物である c-Srcチ

ロシンキナーゼは、大腸がんなどヒトの多く

のがん腫で発現上昇や活性化が認められ、が

ん悪性化形質（浸潤・転移・血管新生など）

の発現と強い関連性があることが古くから

指摘されている。しかしながら、ヒトのがん

においてはc-src遺伝子に有意な変異が認め

られないことなどから、がんの進行に伴う

c-Src の活性化機構やがん形質発現制御機構

に関しては未だに不明な点が多く残されて

いる。 

 
(1) Src の制御機構 

 c-Src は本来、細胞の増殖・分化・接着・

運動を制御する細胞内シグナル伝達系にお

いて必須の役割を担う分子スイッチとして

機能する。正常細胞内では、c-Src は C 末端

制御部位がリン酸化された不活性型で存在

し、細胞増殖因子や細胞外基質などの外部刺

激に応答して活性化することによってFAKや

Cas などの主要な基質蛋白質をリン酸化し、

下流シグナル経路（ERK、AKT、JNK、STAT 経

路など）を駆動する。我々は、Src の制御部

位のリン酸化を担う細胞質型チロシンキナ

ーゼ Csk(C-terminal Src kinase)を同定し、

Csk 欠損による Src の恒常活性化によって発

生異常や一部のがん形質の発現が認められ

ることから、Csk を介する制御系が c-Src の

正常機能発現に必須であることを明らかに

している(Nada et al. Nature, 1991; Cell, 

1993)。しかしながら、Csk 欠損マウスが胎生

期に致死となることなどから、Csk の生理的

機能はまだ充分には理解されていない。 

 また、実際のヒトのがんで Csk の遺伝子変

異や発現異常は検出されず、c-Src が活性化

したがん細胞においてもそのほとんどが機

能的な Cskを発現していることが確認されて

いる。従って、がんにおける c-Src の活性化

やその制御には Csk以外の因子の関与が示唆

されいたが、その実体はまだ明らかにされて

いない。 

 一方で我々は、Csk に結合する膜アダプタ

ー蛋白質 Cbp(Csk binding protein)を細胞膜

ミクロドメイン「ラフト」より分離同定し、

Cbp が Csk の膜へのリクルートを促すことに

よって Srcの制御に関与することを明らかに

してきた (Kawabuchi et al. Nature 200)。

しかしながら、Cbp の役割、特にがん化にお

ける役割に関しては不明な点が多く残され

ている。 

 

(2) Src のがん化経路 

 がん細胞の増殖は、Src や K-Ras などのが

ん原遺伝子産物の恒常活性化による下流シ

グナル経路の制御破綻によって加速する。こ

れまでの膨大な先行研究により、遺伝子発現

に至るまでの細胞内経路の大枠が明らかに

なってきているが、個々のがん遺伝子が多様

な機能を有することなどから、提示されてい

る経路は未だに混線状態にあり、正確な配線

図が描けていないのが実状である。がん化に

伴ってシグナルネットワークが破綻した場

合に、その異常箇所の発見や対処法の策定を

迅速に行うためにも、正確な配線見取り図が

重要となる。がん増殖に深く関わるとされる

MAPK 経路に関しても、細胞内の多様なコンパ

ートメントに特異的な足場蛋白質が存在し、

それらが上流経路に応じて使い分けられる

ことによって個々の機能が空間的に制御さ

れることが明らかにされているが、がん増殖

に直結した細胞内ルートはいまだに決定的

ではない。 

 そこで我々は、増殖因子によって活性化す

る Srcシグナル経路の全面的な見直しを図り、

新たな Src基質として内膜系後期エンドソー

ムの脂質ナノドメインに特異的に局在する

膜アダプター蛋白質 p18を同定した（図２）。

p18 欠損マウスの解析から p18 が発生に必須

の分子であることが示され、また、結合蛋白

質の探索の結果、p18 が MAPK 経路の MEK1 特

異的な足場蛋白質として知られるMP1-p14複

合体の必須の膜アンカーとして機能するこ

とが明らかとなった。しかしながら、p18 の

Src によるがん化における意義はまだ明らか

ではない。 

 

 
 図 1．後期エンドソームアダプターp18 

 
２．研究の目的 
(1) Src の制御機構 

 本研究では、Src によるがん化の制御機構

の詳細を明らかにするために、まず、Csk の

生理的機能およびがん化における意義を解

析する。そのために、Csk を表皮細胞および

神経冠細胞特異的に KO したマウスの表現型
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の解析を行う。また、Csk 変異マウスに対し

て化学発癌実験を行い、がん化における Csk

の意義を確認する。 

 次いで、新たに見いだされた Csk の足場と

なるラフトアダプター蛋白質 Cbpの機能を明

らかにする。まず、がん化と Cbp の関連性を

検討し、Cbp-Csk を介する Src の制御機構を

解析する。また、ラフトの意義についても検

討を加える。以上の成果をもとに、Src の制

御機構の全容を明らかにする。 

 
(2) Src のがん化経路 

 一方で、Src を介するがん化経路をエンド

ソーム系という新たな足場に注目して解析

する。本研究室で新たに同定された後期エン

ドソームアダプターp18 の生理機能を p18 KO

マウスや細胞を作製して解析し、さらに、が

ん化における意義を解明する。この情報をも

とに、Src などのがん遺伝子によるがん化シ

グナル経路の実体を浮き彫りにする。 

 
３．研究の方法 
(1) Src の制御機構 

 a) Csk の生理機能解析 

 ヒトのがんが高頻度で発生する上皮系組

織におけるCskの生理的機能を明らかにする

ために、表皮細胞特異的に Csk を KO したマ

ウスを作製し、その表皮組織の構築や機能へ

の影響を詳細に観察するとともに、培養表皮

細胞を用いて細胞レベルでの解析を行う。ま

た、Csk 遺伝子のヘテロ変異マウスに対して

化学発癌実験を行い、発癌過程における Csk

の意義を検討する。 

 また一方で、細胞遊走における Csk の意義

を明らかにするために、体内を長距離遊走す

ることが知られている神経冠細胞を標的と

したコンディショナル Csk KO マウスを作製

し、その表現型を詳細に解析する。 

 b) Cbp の機能解析 

 Cbp の特にがん化との関連性を明らかにす

るために、まず、がん化に伴う Cbp の発現変

動を蛋白質、mRNA レベルで調べる。次いで、

Cbp の強制発現系や Cbp KO 細胞を用いて Cbp

のがん化における意義を検討する。Cbp によ

る Srcおよび Cskの制御機構を明らかにする

ために、それら分子間の相互作用や細胞内局

在、特にラフトへの移行を検討する。また、

ラフトの主要成分であるコレステロールを

コントロールすることによって、ラフト自体

のがん化への影響を解析する。さらに、Src

の他のファミリー分子によるがん化に対す

る効果を検討し、Cbp の機能を一般化する。 

 

(2) Src のがん化経路 

 後期エンドソームアダプターp18 の生理機

能を明らかにするために、まず、p18 の発現

パターンをウエスタンブロットや免疫組織

化学で詳細に解析する。また、全身性 p18 KO

マウス、および表皮特異的な p18 KO マウス

の表現型を詳細に観察し、さらにそれらに由

来する細胞株を樹立して分子レベルでの機

能解析を行う。特に、p18 と MEK1-ERK 系との

関連性や、エンドソーム系の制御における機

能に注目した解析を行う。 

 また、がん化との関連性を検討するために、

細胞増殖や Src, Ras, Pak などのがん遺伝子

によるがん化における p18経路の意義を検討

する。関連性が示された場合には p18 経路を

通るシグナル経路の全容を明らかにする。 

 
４．研究成果 

(1)Src の制御機構 

 a) Csk の生理機能解析 

 Csk を表皮細胞特異的に KO すると、表皮組

織の過形成や細胞間接着の異常が観察され

た。その原因を解析した結果、Csk KO により

Src が活性化した結果、炎症性サイトカイン

の分泌や細胞骨格系の再編が亢進すること

が明らかとなり、Src の活性が表皮組織の恒

常性の維持に必須であることが示された

(Yagi et al. 2007)。神経冠細胞での Csk KO

でも細胞間接着の異常と細胞遊走の異常に

より角膜形成が不全となることが観察され、

細胞の遊走における Src活性の意義が確認さ

れた(Takatsuka et al. 2008)。また、Csk 遺

伝子のヘテロ変異マウスに対して化学発癌

実験を行った結果、Csk 変異マウスで発癌頻

度が有意に高くなることから、Csk ががん抑

制遺伝子として機能する可能性が示された。 

 b) Cbp の機能解析 

 がん化に伴う Cbpの発現変動を調べた結果、

Src や Ras でがん化した細胞や、Src が活性

化したヒトがん細胞において、Cbp の発現が

顕著に低下していることが見いだされた。そ

れらの細胞に Cbpを強制発現するとがん化が

抑制されること、Cbp 欠損細胞が Src による

がん化に対して感受性が高くなることから、

Cbp もがん抑制遺伝子として機能する可能性

が示された(Oneyama et al. 2008)。 

 Cbp と Src との相互作用やラフトへの移行

を検討した結果、リン酸化された Cbp が活性

化型Srcを直接結合してラフトに捕捉するだ

けでがん化が抑制されることを見いだした。

また、ラフトの主要成分であるコレステロー

ルがSrcによるがん化に対して抑制的に作用

すること、また、これらの作用が Src 以外の
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ファミリーメンバーにも適応出来ることが

明らかとなった(Oneyama et al.2009)。以上

の結果より、Cbp が主に Src の活性化による

がん化促進において抑制的に作用すること

が明らかとなった（図２）。 

 

 
図２．Cbp による Src の制御機構 

 
(2) Src のがん化経路 

 p18 の発現分布を解析した結果、p18 が上

皮系組織に強く発現し、細胞内では後期エン

ドソームに限局して存在することが明らか

となった。全身性の p18 KO の解析から p18

が発生に必須の分子であることが示され、ま

た、結合蛋白質の探索の結果、p18 が MAPK 経

路の MEK1 特異的な足場蛋白質として知られ

る MP1-p14複合体の必須の膜アンカーとして

機能することが明らかとなった。p18 欠損細

胞の解析からは、p18-MEK1 経路が後期エンド

ソームを中心としたエンドソーム系の相互

作用を触媒してメンブレントラフィックを

活性化し、その結果としてがん化と関連する

様々な細胞機能（接着、運動、分泌、浸潤な

ど）を統御する機能を有することも明らかと

なった(Nada et al. 2009)。さらに、p18 が

活性化型の Src のみならず K-Ras や Pak1 の

発現による足場非依存性の細胞増殖に必須

の役割を担うことが見いだされ、p18 経路が

増殖シグナルをも伝えることが示された。こ

れらの結果から、後期エンドソームのラフト

上の p18 を経由する経路が、がん形質発現と

細胞増殖亢進、すなわちがん化のメインルー

トの一つとなる可能性が示唆された（図３）。 

    
  図３．p18を介するがん化経路 
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