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研究成果の概要（和文）：本研究は、新規発がんシグナルRas/IL-33経路における受容体型チロシンキナーゼMer
の役割の解明を目的とした。これまでに、私たちは、がん化型Ras(G12V)変異体による細胞の形質転換ではIL-33
依存的にMerの発現が亢進することを見出した。本研究では、Ras(G12V)が誘導する細胞遊走能にIL-33とMerが必
要であることがわかった。また、Ras(G12V)のシグナルによりMerのリン酸化が亢進し、Merのキナーゼ活性はRas
による細胞遊走能の促進に必要であることがわかった。以上のことから、Ras/IL-33経路は、Merを介してがんの
発症と悪性化を結びつけていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we attempted to clarify the role of Mer tyrosine 
kinase (Mer) in the novel oncogenic signal, Ras/IL-33 pathway. In the previous study, we concluded 
that Ras accelerates the expression of Mer in depending on IL-33. We found that IL-33 and Mer were 
required for Ras-induced cellular migration. Ras signal promoted the phosphorylation of Mer and the 
kinase activity of Mer was necessary for Ras-induced cellular migration. Taken together, it is 
suggested that Ras/IL-33 pathway contributes the cancer malignant progression via Mer tyrosine 
kinase.

研究分野：細胞内シグナル伝達系

キーワード： Ras　Mer　IL-33　がんの悪性化　がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Ras遺伝子の変異によるRasシグナルの異常な活性化は、多くのがんの原因となることが知られており、特に難治
性がんの一つである膵がんでは約90%の患者でRas遺伝子の変異が見つかっている。Rasの下流シグナルに関して
もMAPキナーゼをはじめとして多くの知見が集積している一方で、MAPキナーゼ経路を標的とした抗がん剤治療に
は、耐性を示す患者も多く存在する。本研究によって新規Rasシグナルの構成因子とその機能が明らかなること
は、今後の抗がん剤開発において重要な基盤となると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

RAS遺伝子の突然変異は多くのがん発症の原因となるため、Rasを起点とする発がんシグナル

を標的とした新しい治療薬の開発が求められている。Ras は低分子量 G タンパク質であり、

Ras(G12V)などのがん化型 Ras変異体は、ERK経路と AKT経路を恒常的に活性化し細胞増殖を

促進する。さらに、浸潤•転移能を獲得した細胞は、悪性化へと進行する。これまでに開発され

た ERK経路と AKT経路の構成分子を標的とする抗がん剤は、Rasの異常による発がんシグナル

を完全に抑制できていない。そのため、他の Rasを起点とした発がんシグナルを明らかにするこ

とが重要になっている。また、Rasの活性化とがんの悪性化との関連が報告されており、その分

子メカニズムの解明が急務である。 

最近になり、私たちは、がん化型 Ras(G12V)変異体による細胞の形質転換では、サイトカイン

IL-33 前駆体の発現が亢進し、その IL-33 前駆体が形質転換に必須であることを見出した（Ohta 

S. et al., 2016）。さらに、この Ras/IL-33経路依存的に発現が更新する遺伝子として受容体型チロ

シンキナーゼMerを同定した。以上のことから、Ras/IL-33経路の下流でMerががんの発症や悪

性化に関わることが示唆された。 

 

２．研究の目的 

 

 上記の通り私たちは、新規の Rasシグナルである Ras/IL-33経路依存的にMerの発現が亢進す

ることを見出した。Merはさまざまながん細胞、がん組織において発現が亢進しており、細胞増

殖や細胞遊走に関わることから、がんの発生、転移、悪性化および予後に重要な役割をもつと考

えられる。よって、Ras/IL-33経路が Merを介してがんの発生と悪性化を結びつけていることが

予想された。本研究は、Ras/IL-33経路における Merの機能を明らかにすることを目的として行

われた。 

 

３．研究の方法 

 

(1) Ras(G12V)による細胞の細胞遊走能に対するMerの作用の解析 

Mer の細胞遊走能に対する作用を検討するため、Mer の発現を抑制した細胞について

Ras(G12V)による細胞遊走能をボイデンチャンバー法で調べた。また、Merが Ras/IL-33経路

の下流で機能しているのか検討するため、まず、IL-33の発現を抑制することで Ras(G12V)に

よる細胞遊走能およびMerの発現を阻害した細胞を作製した。この細胞に、Merを過剰発現

させ、細胞遊走能が回復するかをボイデンチャンバー法で調べた。 

 

(2) 既知の Rasの発がんシグナルにMerが作用しているか検討するため、まず、Merの発現を抑

制した細胞について、Rasの下流に位置する既知の細胞増殖因子 ERK、AKT、および細胞遊

走因子 Pak1の活性化状態を、リン酸化を指標に調べた。さらに、細胞遊走時に形成される特

徴的な構造の糸状仮足と葉状仮足を、細胞遊走因子アクチンと Cdc42および Racの免疫染色

により調べた。 

 

(3) 一般に、受容体型チロシンキナーゼの活性化は、リガンドの結合、二量体化、自己リン酸化 

の過程からなる。まず、Mer のリン酸化状態を調べるため、Ras(G12V)により形質転換した



細胞の抽出液から得た Mer の免疫沈降物について抗リン酸化チロシン抗体によるイムノブ

ロットを行った。次に、Merの自己リン酸化状態を解析するため、Merのキナーゼドメイン

内の ATP結合部位に変異を導入した変異体を発現させた細胞を作製し、Ras(G12V)による細

胞遊走能を解析した。 

 

(4) Mer のファミリー分子として、受容体型チロシンキナーゼの Axl と Tyro3 が知られている。

また、Merのリガンドとして Gas6と Protein Sが知られている。そこで、Ras/IL-33経路によ

って、Axl、Tyro3、Gas6、Protein S の発現が Mer と同様に亢進するのか検討した。まず、

Ras(G12V)により形質転換した細胞について IL-33 の発現を抑制し、つぎに、各タンパク質

の発現を qPCRにより解析した。 

 

(5) Merの活性化因子とMerの下流でシグナルを受けとる因子を同定するため、FLAGタグを付

加した Mer の組換えタンパク質を発現させた細胞の抽出液から Mer 複合体を精製し、Mer

結合タンパク質を質量分析計により同定した。次に、Mer結合タンパク質の発現系を構築し、

MerとMer結合タンパク質との相互作用を免疫沈降法により検討した。 

 

 

４．研究成果 

 

 私たちは、これまでに、Ras(G12V)の発現により形質転換したマウス線維芽細胞 NIH-3T3細胞

では、IL-33 とともに受容体型チロシンキナーゼ Mer の発現が増加すること、さらに、IL-33 の

発現を抑制すると Mer の発現は転写レベルで抑制されることを見出している。Mer のファミリ

ータンパク質である受容体型チロシンキナーゼの Axlと Tyro3、および、Merのリガンドである

Gas6と Protein Sの発現量を qPCRで調べたところ、Ras(G12V)の発現と IL-33の発現抑制の双方

で発現量に変化はみられなかった。 

 IL-33 は受容体 ST2L に結合しサイトカインとして機能することから、Mer の発現亢進が IL-

33/ST2L経路に依存するのか検討した。ST2Lの発現を抑制したところ、Ras(G12V)によるMerの

発現量に影響はみられなかった。このことから、Ras/IL-33 経路による Mer の発現亢進に ST2L

は関与しないことが明らかとなった。 

Merは細胞遊走に関わることから、Ras (G12V)による細胞遊走能に対するMerの影響をボイデ

ンチャンバー法により検討したところ、IL-33またはMerの発現を抑制した細胞では細胞遊走能

が低下することがわかった。この IL-33の発現抑制による細胞遊走能の低下は、Merの過剰発現

により回復した。 

ヒト細胞においても IL-33と Merが Rasによる細胞遊走を促進するか調べるため、多くのがん

で変異が見出される Rasファミリーの一つであるK-Rasに変異をもつヒト細胞株A549細胞を用

いて解析を行った。その結果、A549細胞においても IL-33と Merの発現抑制により細胞遊走能

の低下が見られた。また、Merの阻害剤 UNC569で処理した NIH-3T3細胞と A549細胞では、双

方において細胞遊走能が阻害された。 

以上のことから、Mer は Ras/IL-33 経路下で細胞遊走の制御に関わると考えられ、Ras/IL-33 経

路の発がんシグナルは、Mer を介してがんの発症と悪性化を結びつけていることが示唆された。 

次に、受容体型チロシンキナーゼであるMerのリン酸化とキナーゼ活性の、Ras (G12V)が誘導

する細胞遊走能に対する影響を検討した。まず、shRNA を用いて Mer または IL-33 の発現を抑



制した細胞に、shRNA 耐性の野生型 Mer または Mer のキナーゼ不活性型変異体を発現させた。

次に、それぞれの免疫沈降産物について抗リン酸化抗体でイムノブロットしたところ、野生型

Mer のみが Ras (G12V)により形質転換した細胞において強くリン酸化されることがわかった。

また、IL-33の発現抑制による Ras (G12V)の細胞遊走能の低下を野生型Merの発現は回復できた

が、キナーゼ不活性型変異体の発現は回復できなかった。以上のことから、Ras/IL-33 経路によ

って Mer は発現誘導されるとともにリン酸化され、Mer のキナーゼ活性は Ras による細胞遊走

能の促進に必要であることが明らかとなった。 

さらに、Ras/IL-33/Mer 経路の下流で機能する因子を探索するため、Mer を過剰発現させた細

胞の抽出液から Mer 複合体を精製し、その構成因子を質量分析計により同定した。その結果、

新規のMer結合タンパク質として、STK38 と ARHGAP18を同定した。STK38は、G1期/S期移

行、中心体複製、分裂期の染色体整列といった細胞周期の進行への関与が報告されている。

ARHGAP18 は、RhoGTP アーゼ活性化タンパク質であり、細胞の遊走と浸潤を促進するとの報

告がある。以上のことから、Ras/IL-33 経路は、その下流のシグナル分子である Mer と STK38、

ARHGAP18を介して形質転換と細胞遊走に必要なシグナルを送っていると考えられた。 
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