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研究成果の概要（和文）：上皮間充織形質転換等に連動して細胞運動性を制御するARF6-AMAP1経路の活性制御
は、異なる種類のケモカインを発現することを見出した。本研究では、『ある種の細胞は、ARF6-AMAP1経路に応
答して、同一刺激に対し発現するケモカインの種類を炎症促進性から抗炎症性へと変換することができる』と仮
説立て、分子的詳細と生物学的意義を明らかにすることを目的とした。我々は、抗炎症性ケモカイン発現に関わ
る主な転写因子を同定し、ARF6-AMAP1経路と相まって制御されること、その制御に張力応答を担う因子が関与す
ることを見出し、本経路は微小環境張力に応答してケモカインの種類を変換している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The regulation of the activity of the ARF6-AMAP1 pathway, which controls 
cell motility in conjunction with epithelial-mesenchymal transition (EMT) and other processes, was 
found to induce the expression of different types of chemokines. This study aimed to hypothesize 
that certain cells can switch the types of chemokines expressed in response to the ARF6-AMAP1 
pathway from pro-inflammatory to anti-inflammatory in nature upon exposure to the same stimulus, and
 to elucidate the molecular details and biological significance. We identified key transcription 
factors responsible for inducing anti-inflammatory chemokines, which are controlled in conjunction 
with the ARF6-AMAP1 pathway and involve factors responsive to mechanical tension. Our findings 
suggest that ARF6-AMAP1 pathway may convert the types of chemokines in response to 
microenvironmental mechanical tension.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ARF6　AMAP1　癌悪性度進展　癌免疫回避　ケモカイン　癌微小環境　腫瘍浸潤細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、EMT癌細胞におけるケモカイン発現はIFNγなどの刺激のみに制御されるのではなく、同一細胞が同
一刺激に対して、炎症促進性と抗炎症性のケモカイン発現を仕分けることを見出した。その機序として、幾つか
の転写因子の核内移行や核内存在量・活性は、IFNγ刺激とARF6-AMAP1経路の活性化・不活性化とが相まって制
御されている可能性を示した。これらの知見は、EMTを起こしていない上皮細胞などでは、刺激に応答して炎症
促進的ケモカインを発現することがdefault状態であることが推察され、未知の細胞可塑性や遺伝子発現制御の
新しい概念を提供し、生物学・医学の発展に貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
私達は一貫して、ARF-GTPase を解析の軸として細胞接着・運動や癌細胞の浸潤・転移、悪性

度進展に関する研究を行ってきた。これまでに、上皮間充織形質転換 (EMT) 等に連動して細胞

運動性・接着性を制御する『ARF6-AMAP1 経路』を明らかにしている。癌の悪性度進展や治療

抵抗性の根本の一端はその免疫回避に起因する。これまでに、膵癌細胞を用いた解析から、ARF6-

AMAP1 経路が膵癌の免疫回避に大きく関与することを示す結果を得た (PNAS 2019, 116: 17450)。

ARF6-AMAP1 経路はインテグリンのリサイクリングと細胞表面発現を促進することを見出して

いたが (J. Cell Biol. 2012, 197: 983)、PD-L1 でも同様であった (PNAS 2019, 116: 17450)。しかし、

免疫回避には様々な要因が関与することは分かっており、PD-L1 制御だけで本経路による癌免

疫回避促進を説明出来るとは思われなかった。研究を進めたところ、EMT を起こし ARF6-

AMAP1 経路を高発現する癌細胞では、本経路の活性化・不活性化に応答して異なった種類のケ

モカイン類を発現することを見出した。ケモカインには多くの種類があるが、分類の一つとして

『炎症促進性』と『抗炎症性』とに大別できる。炎症促進性サイトカインは免疫監視を促進し、

抗炎症性サイトカインは免疫抑制や免疫回避を促進する。解析を進めたところ、EMT を起こし

た癌細胞が、インターフェロンガンマ (IFNγ) 刺激に対し、ARF6-AMAP1 経路不活性化時には

主に炎症促進性ケモカインを発現し、ARF6-AMAP1 経路を活性化すると炎症促進性ケモカイン

発現は抑制され、抗炎症性ケモカインを多く発現するようになることを見出した。これらのこと

から、ARF6-AMAP1 経路とケモカイン発現制御に関する分子的詳細を解析することにより、ケ

モカイン発現制御に関する新しい概念を見出すことが出来るのではないかと着想した。 
 
２．研究の目的 

  本研究では、『ある種の細胞は、ARF6-AMAP1 経路活性化に応答して、IFNγなど同一刺激

に対し発現するケモカインの種類を炎症促進性から抗炎症性へと変換することができる』と仮

説立て、分子的詳細と生物学的意義を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、マウスKPC癌細胞 (Cancer Cell 2005, 7:469) とヒト癌細胞MIAPaCa-2を用いて

解析を行う。KPC細胞は遺伝的背景が明確であり(LSL-Kras(G12D/+); LSL-Trp53(R172H/+)); Pdx-

1-Cre)、ARF6とAMAP1を高発現し浸潤や免疫回避に用いていることを明らかにしている(PNAS 

2019,116:17450)。サイトカイン刺激としてはIFNγを用いた。ARF6活性化には血小板由来増殖

因子 (PDGF) を用い、shAMAP1 plasmidを発現させることによってARF6-AMAP1経路阻害とし

た。これらは既に論文報告している (PNAS 2019,116:17450)。条件を揃えるため、shAMAP1細

胞に対してもIFNγとPDGF両者で刺激を行い、解析を行った。 
 
４．研究成果 

(1)  ARF6-AMAP1 経路活性時に抗炎症性サイトカインを発現させる分子機構の解析 

 KPC 細胞を用いた RNA-seq.解析より、shAMAP1 を導入した KPC 細胞において、

幾つかの抗炎症性サイトカインをコードする mRNA 群の発現が著しく減少しているこ

とを見出した（10 倍以上の変化を示すものもあった）。これらの細胞を 24 時間

starvation した後、IFNγ+PDGF で刺激し、その後、細胞核を粗精製し、質量分析を行

い、各転写因子の核内存在量をリスト化した。その結果、特定の転写因子 X が親細胞に

おいて刺激応答性に抗炎症性サイトカインを発現させる主な転写因子の一つであるこ



とを見出した。転写因子 X は、ARF6-AMAP1 経路の活性化に応じて核に移行すること

を確認した。引き続き、細胞による周囲環境 stiffness 感知が遺伝子発現制御に関与する

ことから、細胞力学制御との関連を検討した。ARF6-AMAP1 経路はインテグリンやカド

ヘリン動態を制御することから、stiffness 感知の一要素でもある。その結果、stiffness 感

知の制御において中心的役割を担う因子が ARF6-AMAP1 経路及び転写因子 X と関与し

ていることを見出した。現在、細胞接着や stiffness に応答した ARF6-AMAP1 経路とケ

モカイン発現制御との関連の解析を進めている。 
 

(2)  ARF6-AMAP1 経路不活性時に炎症促進性サイトカインを発現させる分子機構の解析 

KPC 細胞を用いた RNA-seq.解析より、shAMAP1 を導入した KPC 細胞において、

炎症促進性サイトカインをコードする mRNA 群の発現が上昇していることを見出した

（抗炎症性サイトカインと同じく、発現する炎症促進性サイトカインも複数種であっ

た）。まず、関与する転写因子の同定を試みた。刺激応答性であり AMAP1 あるなしに相

関して核内存在量が有意に変化するものを検討し、候補因子 X 及び Y を見出した。特

に、候補因子 Y は炎症促進性サイトカインのプロモータ領域に予測される結合サイトが

あることが分かった。また、候補因子 Y は、近隣 enhancer と遠位 enhancer との活性の制

御を介して遺伝子発現を調節し、周囲環境リモデリングすることが示されている。さら

に、興味深いことに、stiffness 感知の制御において中心的役割を担う因子と候補因子 Y

が相互作用していることも報告されている。現在、ARF6-AMAP1 経路及び候補因子 Y が

どのような機序を介して核に移行し、ケモカイン発現制御に関与しているのか、また細

胞接着や stiffness に応答した ARF6-AMAP1 経路とケモカイン発現制御との関連の解析

を進めている。 
 

(3)  ARF6-AMAP1 経路活性に応答したサイトカイン転換の分子機構の解明 

   ARF6-AMAP1経路の活性化・不活性化に応答して、同一細胞が二律背反的なサイト

カイン類の発現をどのように仕分けるのかに関し、ARF6-AMAP1経路の活性化に応じて

候補因子XおよびYが、stiffness感知に関与する因子と連携して核移行していることを見

出した。このことは、ARF6-AMAP1経路は微小環境張力に応答してケモカインの種類を

変換している可能性を示唆している。さらなる分子的詳細に関し、細胞内動態を中心に

解析を進めている。必要に応じて、候補因子X及びYに結合する因子を網羅的に解析す

るために、質量分析およびシングルセルRNAシークエンス解析による遺伝子発現プロフ

ァイル解析の準備を進めている。 
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