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研究成果の概要（和文）：血液中の癌細胞は転移先臓器の活性化した血管内皮細胞に接着して血管外へ浸潤す
る。AKAP12は様々なシグナル伝達分子との結合を介して時空間的に細胞内シグナル調節を行う。
申請者はAKAP12欠損マウスや初代培養細胞を用いた実験によって、AKAP12による転移抑制機構の解明を試みた。
その結果、AKAP12はがん遺伝子SrcとStat3の不活性化を介した線維芽細胞からの内皮活性化因子VEGFの分泌抑制
と、内皮細胞における接着分子E-セレクチンの発現抑制を担っていることが解った。すなわち、AKAP12が欠損す
ると線維芽細胞と血管内皮細胞が活性化して転移を促進するというメカニズムが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：AKAP12 controls Src signaling through direct scaffolding activity. AKAP12 is
 downregulated in the metastases of many human cancer types, and AKAP12-null mice (KO) are 
metastasis-prone. Here, we show that lung metastasis formation by mouse melanoma cells is 9-fold 
higher in syngeneic KO compared to WT hosts. Although melanoma cells adhered equally to KO or WT 
lung fibroblasts (LF), co-injection of melanoma cells with KO-LF increased lung metastasis at foci 
of activated endothelium. Increased melanoma adhesion on KO lung endothelial cells (LEC) was 
facilitated by increased E-Selectin and enhanced by VEGF from KO-LF. Finally, the ability of AKAP12 
to attenuate Stat3 activation in KO-LF required its Src-scaffolding domain. Taken together, these 
data suggest that AKAP12 normally suppresses metastatic colonization by attenuating the expression 
of Selectin in local endothelial cells and VEGF secreted by neighboring fibroblasts in an 
AKAP12-regulated, Src/Stat3-dependent manner.

研究分野：病態医化学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
転移には血液中のがん細胞が活性化した血管内皮細胞に接着することが必須である。一方、AKAP12は時空間的に
細胞内シグナルを調節する。本研究では、患者の転移組織において認められるAKAP12の発現低下と転移促進の関
係性を、様々な実験モデルを用いて検証した。その結果、AKAP12の欠損は「血管内皮細胞上の接着分子発現誘
導」と「線維芽細胞の細胞老化性分泌による血管内皮細胞の活性化」を介して転移を促進することを明らかにし
た。これはAKAP12の転移先臓器における新規機能を明らかにしただけでなく、このメカニズムを標的とする新し
い転移治療法の開発に繋がる基盤的研究成果になることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 癌が増殖すると近隣組織の血管内へ浸潤する。血管内へ浸潤した癌細胞は血液中を漂い、転
移する臓器の血管内皮細胞に接着して血管外へ浸潤する。このことは、転移成立に至要なステ
ップである。転移先となる遠隔臓器では、様々な外因性要因（放射線や加齢、発がん物質等の
暴露など）による遺伝子発現の変化（欠損や変異）によって血管の恒常性が破綻し、転移促進
性の微小な環境が形成されるが、これには細胞内外からのシグナルによる血管内皮細胞の活性
化が必須である。本研究の対象分子である AKAP12 は細胞内に存在する足場タンパク質であり、
その分子内の様々なシグナル伝達分子との結合領域を介して時空間的な細胞内シグナルの調節
を行う（図１）。AKAP12 欠損（KO）マウスは、前立腺の過形成や扁平上皮癌の発癌試験に対す
る高い感受性を示し、癌抑制遺伝子 Rb の前立腺特異的欠損マウスとの交配によって前立腺の異
形成と鼠径リンパ節転移を生じることから、発癌･転移促進性の微小環境の解析に最適なモデル
マウスである。我々は、KOマウスと野生型（WT）マウスそれぞれに癌細胞を静脈投与する肺転
移モデルの解析によって、肺組織における AKAP12 の欠損が血管内皮細胞の活性化を誘導して転
移を促進するという研究結果
を得た。しかし、この研究成果
を効果的な転移治療へ結び付
けるためには、阻害標的となる
特異的な分子や遺伝子の探索
および同定が不可欠であり、
AKAP12 による血管内皮細胞の
活性化を介した転移促進性の
微小環境形成の細胞内シグナ
ル分子による制御調節機構の
解明が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 癌患者における血行性転移の成立は、血中の癌細胞が転移先臓器へ生着するステップに大き
く依存する。癌細胞は血管内皮細胞上の接着分子を介して血管外浸潤･転移するが、これには血
管内皮細胞の活性化が必須である。我々は、癌を取り巻く間質における細胞内足場タンパク質
AKAP12 の発現低下が「血管内皮細胞上の接着分子発現誘導」と「線維芽細胞の細胞老化性分泌
による血管内皮細胞の活性化」を介して転移促進に寄与することを見出した。しかし、この転
移制御機構を治療法開発へ応用するためには、その細胞内シグナルおよび転写レベルでの解明
による標的分子の探索･同定が不可欠である。そこで本研究では、AKAP12 による血管内皮細胞
の活性化を介した転移促進性の微小環境形成における分子メカニズムを解明し、この機構を阻
害する新しい転移治療法の開発へ繋がる基盤的基礎研究の遂行を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究計画では、AKAP12 による血管内皮細胞活性化の分子機構を血管内皮細胞と線維芽細胞
の視点から細胞内シグナル・転写レベルで明らかにし、転移治療標的の探索に繋げる。目的完
遂のために、［１］AKAP12 による接着分子 E-セレクチンの発現を制御する細胞内シグナルの解
明、［２］AKAP12 による線維芽細胞の細胞老化と血管内皮細胞活性化因子分泌メカニズムの解
明、［３］治療標的となり得るシグナル経路・分子の阻害による転移治療効果の検討、を行う計
画である。in vitro および in vivo による実験系を用い、血管内皮細胞活性化による転移促進
性の微小環境形成を標的とした転移治療へ展開できる基盤研究を目指す。 
 
４．研究成果 
 我々は AKAP12 欠損（KO）マウスにおけ
る肺転移がどのような機序を介して亢進
するのかを同定するために、2 種類の悪性
黒色腫由来細胞（B16-F10 および SM1WT1）
を用いて肺転移モデルを詳細に解析した。
これらの細胞株はヒトの悪性黒色腫に見
受けられる BRAF 遺伝子が野生型の細胞
B16-F10 と BRAF 遺伝子に変異のある細胞
SM1WT1 であり、これらを用いることによっ
て悪性黒色腫のほぼ全般の挙動を把握す
ることが期待できる。これらの細胞を尾静
脈投与した後の経時的なサンプリングの
結果、KO マウスでは癌細胞の肺への接着が
亢進していることが示唆された（図２）。
このことから、野生型（WT）マウスと KO
マウスの肺から単離してきた血管内皮細
胞上の細胞接着因子の発現を検討したと



ころ、E-セレクチンの発現が KO マウス由来の肺内皮細胞（Lung Endothelial Cell: LEC）で亢
進していることが明らかとなった。このことから、AKAP12 が欠損している血管内皮細胞では、
細胞接着因子の E-セレクチンが発現亢進し、転移促進性に寄与していることが解った。 
 また、肺の微小環境を構成するその他の細胞として線維芽細胞が考えられるため、WTマウス
および KO マウスの肺由来線維芽細胞（Lung Fibroblast: LF）の転移への寄与を検討するため
に、WT-LF もしくは KO-LF を前移植する肺転移モデル系を確立し、転移の検討を行った（図３）。
その結果、KO-LF を前移植したマウスでは、
転移の増加が認められた。そこで WT-LF と
KO-LF の違いを炎症性シグナルの視点から
検討すると、KO-LF において転写因子の
STAT3 の活性化と細胞老化の亢進が生じて
いることを見出した。細胞老化性分泌
（ Senescence-associated Secretory 
Phenotype: SASP）が起きると炎症性サイ
トカインや細胞活性化因子の分泌が亢進
することが報告されていることから KO-LF
からの分泌因子を探索したところ、代表的
な血管新生因子である VEGF の発現が増加
していることも見出した。これらのことか
ら、AKAP12 の欠損によって SASP に陥った
KO-LF から VEGF 等が分泌され、隣接する血
管内皮を活性化しているという仮説を立
てた。それを立証するために LF と LEC の
共培養実験を行った。その結果、KO-LF の馴化培地を LEC に処理すると、LEC における E-セレ
クチンの発現が亢進することや、癌細胞の接着が増加することが示された。これは KO-LF と
KO-LEC の組み合わせで最も顕著に生じることが解った。更に、AKAP12 による細胞内シグナル制
御経路を検討するために、AKAP12 分子内のシグナル伝達分子の結合領域を欠損した変異体を 5
種類作製して KO-LF に導入し、炎症性シグナルの STAT3 の活性化が生じるか、抑制されるかを
検討した。その結果、癌遺伝子である Src との結合領域を欠損した AKAP12 変異体を導入した
KO-LF のみで KO-LF と同様の STAT3 の活性化を認めた。このことから、AKAP12 が欠損すると Src
の制御が不能になり、STAT3 が活性化して VEGF の発現亢進し、近隣の LEC 上の E-セレクチン発
現を上昇させることで肺転移巣の形成に寄与しているという新しい転移巣形成メカニズムが明
らかとなった。これらの研究成果から、AKAP12 の制御による転移抑制メカニズムが明らかとな
ったことで、このシグナル経路やその調節シグナル分子を標的とした新たな転移治療法開発の
基盤となる基礎研究が達成できたと考えられる。 
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