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研究成果の概要（和文）：高齢化に伴いがん罹患者数は、今後も増加すると予想されており、新たながん治療法
の開発は喫緊の課題となっている。がんの化学療法において、細胞の分裂過程を標的とする抗がん剤が臨床応用
され、現在も新薬開発が進められている。本研究では、がん細胞に特有の分裂様式があると仮説を立て検証し
た。がん細胞のsiRNAスクリーニングを通した分裂支持分子の探索を行ったところ、PP1ホスファターゼ阻害因子
SH2D4Aやアミノ酸トランスポーターLAT1などを分裂支持因子として同定することでき、その分裂支持における役
割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The number of cancer patients is expected to continue to increase with the 
aging of the population; therefore, developing new cancer treatments is an urgent issue. In cancer 
chemotherapy, anticancer drugs that target the cell division process have been clinically used, and 
new drug development is still underway. In this study, we hypothesized and examined that cancer 
cells have a unique division pattern. We searched for mitogenic molecules through siRNA screening of
 cancer cells and identified SH2D4A and LAT1 as a candidate molecule, and we could reveal those 
roles in cancer cell division.

研究分野：がん生物学

キーワード： がん細胞分裂　リン酸化シグナル　アミノ酸輸送体　がん特異的治療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん細胞分裂を標的とする治療法は、タキサン系薬剤やビンカアルカロイド系薬剤の治療実績からも重要性が示
されてきた。しかし、副作用として末梢神経障害や消化管障害などが懸念されており、十分な投薬継続が実施で
きていない症例も多い。そのため、がん細胞特異的に分裂を阻害する治療法の確立が求められる。本研究の遂行
によって、SH2D4AやLAT1をがん細胞分裂支持因子として同定することができた。本研究を基に、分裂標的薬との
併用による効果的な治療に資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 
がんは日本で死亡原因第一位の疾患である。分子標的薬の登場などによってがん治療成績は

大きく進歩したものの、がんの根治には至っておらず、新たな治療法の創出や治療効果の向上が
急務である。多くのがん細胞は、染色体不安定性により染色体の数や構造が異常になっており、
破綻したシグナル伝達を基盤に増殖を続ける。がん細胞の分裂過程を標的とした抗がん剤は多
数臨床応用されており、代表的な分裂標的薬である微小管阻害薬は、がん細胞を分裂期に停止さ
せることで最終的に細胞死を誘導する。しかし、がん細胞は分裂期停止機構を弱めることで微小
管阻害薬に抵抗性を示すなど既存の分裂標的薬の問題が明らかとなり、新たな分裂制御機構の
解明とそれを標的とする抗がん剤開発が求められている。 
 リン酸化シグナルの異常は細胞のがん化やがん悪性化をもたらすとされており、分裂期にお
いても破綻が生じている。我々は破綻したリン酸化シグナルによるがん細胞の分裂維持機構の
解明を目指しており、最近、受容体型チロシンキナーゼ ALK ががん細胞分裂に重要であること
を見出し、非小細胞肺癌のドライバー変異によって生じる EML4-ALK 融合型チロシンキナーゼ
もまた分裂進行に重要であ
る こ と を 明 ら か に し た
(Munira et al., Cancers, 
2020)。更に、インスリン様成
長因子 1 受容体 IGF1R やエ
フリン受容体 EphA2といっ
た受容体型キナーゼも、がん
細胞の分裂進行に重要であ
る こ と を 明 ら か に し た 
(Yamagishi et al., Int. J. 
Mol. Sci., 2020; Kaibori et 
al., Exp. Cell Res., 2020)。こ
れらの結果から、これまで分
かっていなかった新たなリ
ン酸化ネットワークががん
細胞の分裂に必要であるこ
とが示唆されたが、その分子
機序は明らかになっていな
い。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでにがん細胞を用いた詳細なリン酸化プロテオミクスを実施し、分裂期特異的

にリン酸化修飾を受ける多数の分子を同定した。この中には、分裂制御の報告が無い分子も含ま
れていた。そこで本研究では、破綻したリン酸化シグナルががん細胞の分裂を支持していると考
え、リン酸化基質候補分子の中から新規分裂制御因子を同定し、どのように細胞の分裂を制御し
がんを進行させているのかを解析することで、これまでに無い新たな細胞分裂機構を標的とし
たがん治療戦略の基盤創出を目指す。 
 
３．研究の方法 
がん細胞分裂を支持する新規分子を、ハイコンテントイメージアナライザーを用いた siRNA ス
クリーニングを通して探索する。分裂進行遅延が観測された siRNAに関しては、RO-3306を用い
た同調系を用いて、分裂期のどの時間が延長しているかを詳細に解析する。どのように分裂を支
持するのか、関連するシグナル経路について分裂細胞の免疫染色による解析や阻害剤の処理を
行う。更には、候補分子の点変異体を作製し、詳細な分裂支持機構を明らかにすることを目標と
する。 
 
４．研究成果 
273 種類の標的を対
象としたsiRNAスクリ
ーニングにより、細胞
分裂を支持する候補
分 子 と し SH2D4A, 
LAT1, YTHDC1 などを
同定することができ
た。 



（１）SH2D4Aは PP1 ホスフ
ァターゼ阻害に関与する
ことが報告されているも
のの、細胞における詳細な
役割は明らかになってい
ない。細胞分裂過程におい
て、分裂期キナーゼの活性
は上昇する一方で、ホスフ
ァターゼの活性は低下す
ることで、リン酸化シグナ
ル優位な状態が維持され
ている。分裂期進行に伴う
ホスファターゼ活性の低
下機構は分かっていない
ことが多い。我々は肺がん
由来 A549 細胞において、複数の siRNA を用いた SH2D4A のノックダウンは分裂時間を延長し、
特に分裂前中期の時間が延長することを見出した。分裂前中期では微小管による紡錘糸の形成
が重要であり、微小管の安定性と重合速度に関して検討を行った。短時間の低温処理により
kinetochore micotubuleを可視化したところ、SH2D4A ノックダウンによりその蛍光強度の低下
が観察された。また、長時間の低温処理により微小管を完全に脱重合させた後、短時間通常培養
を行ったところ、SH2D4A ノックダウンにより重合した微小管の割合が低下した。すなわち、
SH2D4Aは微小管の安定性および重合促進に寄与することが示唆された。さらに、SH2D4A ノック
ダウンは、中心体の成熟に必要な Cep192や PLK1などの中心体局在を低下させるとともに、紡錘
糸形成に重要なγ-tubulinの局在も低下させた。SH2D4Aは間期だけでなく、分裂期においても
PP1αおよびβと結合することが分かった。分裂期の SH2D4A による PP1 の活性制御を明らかに
するために、PLK1のリン酸化ペプチドを用いた in vitro phosphatase assayを行った。このア
ッセでは、細胞内から PP1を免疫沈降し標的であるリン酸化ペプチドどインキュベーションし、
ドットブロット後に抗体で検出することで、PP1 活性を評価する系となっている。SH2D4Aのノッ
クダウンしたところ、PP１による脱リン酸化が亢進することが分かった。また、PP1阻害剤であ
る calyculin Aの処理は、SH2D4A ノックダウンによる中心体成熟および紡錘糸形成の低下を回
復させた。SH2D4Aのリン酸化を Phos-tag SDS-PAGEにて解析を行ったところ、大きなバンドシ
フトは観察されず、分裂期細胞内において多くの SH2D4Aがリン酸化修飾される状態では無いよ
うであった。これらの結果から、SH2D4A は PP1 活性を抑制することで、中心体の成熟を促進し
安定的な紡錘糸形成を支持することで、分裂前中期における適切な分裂進行に重要であること
が明らかとなった。がん細胞の異常な分裂においても、SH2D4A を介したホスファターゼ活性の
低下が必要であることが示唆された。 

 
（２）LAT1は大型中性アミノ酸を細胞
内に輸送するトランスポーターであ
る。LAT1はがん細胞において高発現を
示すことから、阻害剤の開発とその臨
床応用が近年進められている。LAT1を
ノックダウンすると分裂進行、特に分
裂中期が延長することがタイムラプ
スイメージングの結果明らかとなっ
た。可逆的 CDK1 阻害剤 RO-3306 を用
いて、細胞周期を G2/M期境界に停止さ
せた後、除去することで一斉に細胞分
裂が開始する。この同調系を用いた解
析においても、LAT1 ノックダウンは分
裂進行を低下させることが分かった。
LAT1 による詳細な細胞分裂支持機構
を解析したところ、LAT1 ノックダウン
は分裂中期の細胞において中心体の
高さの差が大きくなった。すなわち、
LAT1 による紡錘体配向性制御機構の存在が示唆された。紡錘体配向性には、分裂期細胞の両極
の細胞膜に存在する紡錘体牽引装置 NuMA/LGN/Gαi による紡錘体に対する張力が重要である。
LAT1 による複合体への影響を解析するために、NuMA の局在を解析した。LAT1 ノックダウンは
NuMA の局在異常を誘導したことから、紡錘体に対する牽引力の異常が紡錘体軸の配向性異常に
関与することが示唆された。さらに、LAT1は膵がん細胞の分裂にも必要であることが分かった。 
興味深いことに、LAT1のアミノ酸輸送機能を阻害する JPH203 処理は分裂異常を誘導しないこ

と、LAT1の輸送活性を欠損した変異体も分裂支持機能を有することが分かった。また、小胞体/



ゴルジ体から細胞膜への輸送に重要な CD98をノックダウンしても細胞分裂への影響は見られな
かった。これらのことから、LAT1 による分裂支持機能はアミノ酸輸送活性と独立したものであ
り、細胞内の LAT1が分裂支持に関与することが分かった。さらなる解析を進めたところ、LAT1
ノックダウンは間期から分裂期にかけて生じるゴルジ体の"unlinking"が低下することが分かっ
た。このゴルジ体の"unlinking"は、Srcキナーゼの活性化を通して Aurora Aキナーゼによる中
心体成熟を促進することで分裂支持に重要とされている。実際に、LAT1 の阻害は中心体成熟を
抑制することから、アミノ酸輸送に重要な細胞膜 LAT1と異なり、ゴルジ体上の LAT1が分裂支持
に重要な可能性が示唆された。この知見は、LAT1 の非古典的な機能を支持する新たな研究であ
るとともに、がん細胞分裂に介入可能な新たな知見となりうる。 
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