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研究成果の概要（和文）： 

癌細胞の運動・接着や浸潤・転移においてアクチン骨格の制御系が果たす機能を解析し、コ

フィリンとその制御因子 LIM キナーゼ、Slingshot が、癌細胞の浸潤仮足の形成、間葉系細

胞遊走からアメーバ様細胞遊走への運動様式の変換において重要な機能を持つことを解明

した。また、Slingshot の活性制御因子として PKD1 を同定した。また、LIM キナーゼ阻害剤

を開発し、癌細胞の浸潤阻害活性を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
We investigated the roles of actin cytoskeletal regulation in tumor cell migration and 
invasion and obtained the results, as follows: Cofilin and its regulatory enzymes, 
LIM-kinase and Slingshot, play critical roles in the invadopodium formation. LIM-kinase is 
critical for the mesenchymal-to-amoeboid cell morphological transition of tunor cells in 3D 
matrices. Protein kinase D1 regulates actin reorganization through Slingshot inactivation. 
We also developed inhibitors for LIM-kinase and found that these inhibitors suppressed 
tumor cell invasion. 
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１．研究開始当初の背景 

  癌の浸潤・転移の阻害は癌治療の最も重

要な標的の一つであり、有効な治療法の開発

のためには癌細胞の浸潤・転移能獲得の分子

機構を解明することが必須である。癌細胞の

浸潤過程において、癌細胞は invadopodia（浸

潤仮足）とよばれる Fアクチンに富む膜突起

構造を形成し、周辺の細胞外マトリックスを

溶解しながら仮足を伸長させる。また、生体

内や３次元培養下の癌細胞では、浸潤突起を

形成しメタロプロテアーゼ依存的に細胞外

マトリックス中を移動する間葉系細胞遊走

とよばれる運動様式から、球状で Rho 依存的

に膜の泡状化(blebbing)が起こりプロテア

ーゼ非依存的なアメーバ様細胞遊走への変

換(mesenchymal-amoeboid transition: MAT)

が認められるが、各々の遊走機構は異なって

おり、遊走機構及び変換機構を解明すること

は生体内での癌細胞の浸潤機構を理解し、癌

浸潤を阻害する上で非常に重要であると考

えられる。アクチン骨格の再構築は、細胞運

動、接着の制御における中心的な役割を担っ

ており、癌細胞の浸潤・転移におけるこれら

の細胞特性の変化（浸潤突起形成、MAT など）

においても重要な役割を担っていると考え

られる。 

 アクチン脱重合因子コフィリンはアクチ

ン再構築を制御する主要因子であり、癌細胞

の運動性、接着性や浸潤・転移における役割

が強く示唆されている。私達は、コフィリン

を不活性化するキナーゼとして LIMキナーゼ

を、また活性化するホスファターゼとして

Slingshot を同定し、これらの活性を制御す

るシグナル伝達機構ならびに細胞運動にお

ける重要な役割を明らかにしてきた。 

 

２．研究の目的 

 癌の悪性化に伴い、癌細胞は運動能を亢進

し、接着性を変化させ、浸潤・転移能を獲得

する。本研究では、アクチン骨格再構築の主

要な制御系であるコフィリン制御系を中心

に、癌細胞の運動・接着性の変化と浸潤・転

移能の亢進におけるアクチン骨格制御系の

役割を解明することを目的とした。本研究で

は特に、(1)癌細胞の浸潤能と相関性の高い

浸潤突起形成におけるコフィリン制御系の

機能の解明、(2)３次元培養下における間葉

系細胞遊走からアメーバ様遊走への転換

(MAT)におけるコフィリン制御系の機能の解

明を目的とした。また、(3)LIM キナーゼに対

する特異的な阻害剤をスクリーニングし、癌

細胞の運動性と浸潤に対する抑制効果を検

討し、癌転移の阻害剤開発の基礎研究を実施

する。さらに、(4)LIM キナーゼと Slingshot

の新たな活性制御機構を解明することを目

的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)浸潤突起形成におけるコフィリン制御系

の機能： 

 MDA-MB-231 ヒト乳癌細胞を FITC を結合し

たゼラチン状で培養し、FITC の蛍光消失とア

クチン繊維の蓄積を共焦点顕微鏡により３

次元的に観察し、浸潤突起形成をタイムラプ

ス測定した。コフィリン／ADF、LIM キナーゼ、

Slingshot の発現を shRNA により抑制したと

きの影響を測定した。 

 

(2)３次元培養下における癌細胞のMATにお

けるコフィリン制御系の機能： 

 HT1080 fibrosarcoma 細胞をコラーゲンゲ

ル中で３次元培養し、プロテアーゼ阻害剤の

有無、LIM キナーゼやコフィリンの過剰発現、

発現抑制条件下における細胞形態と浸潤能

を測定した。また、Rho や ROCK の活性型の発

現による MAT が LIM キナーゼの発現抑制によ

って阻害されるかを検討した。 

 

(3)LIMキナーゼ特異的阻害剤の開発と癌細

胞浸潤に対する抑制効果の検討： 

 コフィリンとアクチンを YFP の N 末端、C

末端断片と連結したキメラ蛋白質を作製し、

これらがコフィリンの非リン酸化型依存的

に蛍光発色するシステムを構築した。次に、

これらをプローブとして、LIM キナーゼ存在

下では発色しないが、同時に LIM キナーゼ阻



害剤が共存すると発色する阻害剤スクリー

ニング系を構築し、約 1000 種の化合物を測

定した。得られた阻害剤の阻害定数を計測し、

癌細胞の運動性や浸潤に対する効果を測定

した。 

 

(4)LIMキナーゼとSlingshotの新たな活性制

御機構： 

 カルシウムシグナルの下流でアクチン骨

格の再編成が起こり、細胞運動や細胞形態の

変化が生じることが知られている。カルシウ

ムイオノフォアによる LIMキナーゼの活性化

に注目し、阻害剤を用いた解析により LIM キ

ナーゼ上流因子を解析した。また、Slingshot

は Ser-978 のリン酸化依存的に 14-3-3 蛋白

質と結合し、それによってアクチン繊維によ

る活性化が阻害されることを以前に見出し

ているが、そのリン酸化酵素を同定するため、

リン酸化部位特異的抗体を用いて発現クロ

ーニングを行った。 

 

(5) NDR1 による染色体整列の制御機構： 

 NDR1 は酵母からヒトまで保存されたプロ

テインキナーゼで、ハエでは Slingshot 変異

体と類似した表現型を示すことから、アクチ

ン骨格の制御に関与すると考え、研究を開始

した。HeLa 細胞において、NDR1 とその活性

制御因子である MST2, Furry の発現を shRNA

により抑制し、表現型の解析を行った。 

 

４．研究成果 

本研究では、コフィリン制御系が癌細胞の運

動能の制御、浸潤・転移能の獲得において果

たす役割を解明することを目的として研究

を行い、以下の研究成果を得た。 

(1)浸潤突起形成におけるコフィリン制御系

の機能： 

 癌細胞の浸潤過程において、癌細胞は浸潤

仮足を形成するが、コフィリン／ADF、

Slingshot-1/2、LIM キナーゼ 1 の発現を

shRNA により抑制すると、MDA-MB-231 乳癌細

胞の浸潤仮足の形成、膜型マトリックスメタ

ロプロテアーゼ MT1-MMP の集積、および浸潤

活性が抑制されることを見出した。 

 

(2)３次元培養下における癌細胞の MAT にお

けるコフィリン制御系の機能： 

 HT1080 fibrosarcoma 細胞は３次元培養下

では、プロテアーゼ阻害剤によって間葉系細

胞遊走からアメーバ様細胞遊走への運動様

式の変換(MAT)をすることが知られているが、

MAT において LIM キナーゼが活性化されるこ

と、その活性化は Rho-ROCK 経路の下流で生

じることを見出した。また、LIM キナーゼの

shRNA による発現抑制によって MAT が阻害さ

れることを見出した。 

 

(3)LIM キナーゼ特異的阻害剤の開発と癌細

胞浸潤に対する抑制効果の検討： 

 BiFC 法によりコフィリンのリン酸化依存

的に蛍光発色が阻害される YFP断片とコフィ

リン及びアクチンのキメラ蛋白質の組合わ

せを開発した。これをプローブとして、LIM

キナーゼに対する低分子阻害剤をスクリー

ニングし、阻害活性を示す２種の化合物を見

出した。さらに、これらの化合物が LIM キナ

ーゼの阻害を介して、癌細胞の運動と浸潤を

阻害することを見出した。 

 

(4)LIMキナーゼとSlingshotの新たな活性制

御機構： 

 LIM キナーゼの新たな活性化機構として、

カルシウムシグナルの下流で、CaMK-IV によ

って LIM キナーゼがリン酸化、活性化される

ことを見出した。また、Slingshot の活性を

制御するキナーゼとして PKD1 を同定した。

PKD1 は RhoA の下流で活性化され、Slingshot

の C 末端領域をリン酸化することで 14-3-3

に対する結合力を増加させ、アクチン繊維に

よる Slingshotの活性化を阻害することを見

出した。この結果、PKD1 はコフィリンのリン

酸化を促進し、癌細胞の運動能を抑制するこ

とを明らかにした。 

 

(5) NDR1 による染色体整列の制御機構： 

 当初アクチン骨格制御因子として研究を

開始した NDR1 キナーゼの細胞機能を解析す

る過程で、NDR1 の発現抑制によって細胞分裂

期中期の紡錘体形成と染色体整列の異常が

観察された。NDR1 の活性制御因子である

Furryや上流キナーゼであるMST2によっても

同様な現象が観察され、これらのシグナル経



路が細胞分裂時の染色体整列において重要

な機能を持つことが明らかになった。 
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