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研究成果の概要（和文）：　がん細胞の増殖は、がん原遺伝子の変異による増殖シグナル経路の制御破綻によって加速
する。本研究は、リソソーム膜上の足場タンパク質p18を経由するがん増殖シグナル経路、MAPK経路およびmTOR経路、
の意義と制御機構を解明することを目的として行った。主にp18を欠損する細胞およびマウス個体を用いた解析より、p
18がmTORC1の活性化を担う制御複合体をリソソーム膜上で形成し、細胞の増殖・分化、およびがん増殖の促進に必須の
役割を担うこと、また、p18-mTORC1経路による転写因子FoxO3aを介する細胞周期およびリソソームを介する物質代謝の
制御機構を明らかにした

研究成果の概要（英文）：Tumor growth is promoted by persistent activation of growth signaling, which is ca
used by mutations of various proto-oncogenes. In this study, we investigated the function and regulation m
echanisms of the major growth signaling pathways, the MAPK and mTOR pathways, via the scaffold protein p18
 that is anchored to the surface of lysosomes. Using p18 knockout cells and mice, we found that p18 forms 
a regulatory complex (Ragulator) required for activation of mTORC1, and plays crucial roles in regulating 
cell growth, proliferation, differentiation, and tumor growth. We also clarified the roles of the p18-mTOR
C1 pathway in the regulation of cell cycle via the transcription factor FoxO3a and lysosome-mediated catab
olism. These finding shed new lights on the roles of the intracellular membrane compartments, e.g. lysosom
es, in the regulation of tumor promoting signaling.
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１．研究開始当初の背景 
 がん細胞の増殖は、EGFR、Src、Ras 等の
がん原遺伝子産物の恒常活性化による下流
シグナルの制御破綻によって加速する。これ
までの膨大な先行研究により、遺伝子発現に
至るまでのシグナル経路の大枠が明らかに
なってきているが、まだその多くが点と線で
結ばれた平面図であり、実際の細胞内での空
間的な配線図はまだ描けていないのが実状
である。がん増殖に関わるとされる MAPK 経
路などに関しては、細胞内の多様なコンパー
トメントに特異的な足場タンパク質が存在
し、それらが使い分けられることによってシ
グナルが空間的に制御されることが明らか
にされている。しかしながら、がん増殖シグ
ナルの制御に関わる細胞内コンパートメン
トに関してはまだ不明な点が多く残されて
いる。 
 我々は、がん原遺伝子産物 Src の機能と制
御機構に関する研究を一貫して続けている。
これまでに、Src の特異的な制御因子である
Csk を発見し、Src の制御機構を明らかにして
きた(Nada et al. Nature, 1991; Nada et al. Cell, 
1993)。その後、Csk の機能制御に関わる結合
因子としてCbpをコレステロールなどが濃縮
された細胞膜ナノドメイン（ラフト）より同
定し、ラフトを介する Src の制御機構を明ら
かにした（Kawabuchi et al. Nature, 2000）。さ
らに、Cbp およびラフトが Src のがん化能を
抑制する機能を有することを見いだし
（Oneyama et al. Mol Cell, 2008）、がん化シグ
ナルが細胞内で空間的に制御されることを
提唱した。 
 一方で我々は、新たな Src 基質としてリソ
ソームのラフトに特異的に局在するアダプ
ター様タンパク質p18を同定し、p18がMAPK
経路の MEK1 特異的な足場タンパク質と考
えられていた p14-MP1 と複合体を形成して
機能することを見いだした（Nada et al. EMBO 
J, 2009）。また、p18 欠損細胞の解析から、p18
がエンドソーム系の相互作用を活性化する
ことによってがん形質と関連する細胞機能
（接着、運動、分泌など）を統御する機能が
あることや、細胞増殖の制御にも関わること
を見いだした。さらに、p18 が Src、K-Ras、
Pak1 などのがん遺伝子発現による足場非依
存性増殖能の獲得に必須となることをも明
らかにした。これらの結果から、リソソーム
膜上の p18 を経由する経路ががん増殖シグナ
ルのメインルートの一つとなる可能性が示
唆された。しかしながら、１）リソソーム膜
上の p18 を経由するシグナル経路の本体、２）
そのシグナル経路によるエンドソーム系の
制御や細胞増殖促進機構、３）p18 本来の生
理機能などの解明が重要課題として残され
ていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の課題：１）リソソーム
膜上の p18 を経由するシグナル経路の本体、

２）そのシグナル経路によるエンドソーム系
の制御や細胞増殖促進機構、３）p18 本来の
生理機能を解明することにより、リソソーム
膜上の p18 を経由するシグナル経路のがん増
殖制御における役割を明らかにすることを
目的とする。また、それらの基礎情報をもと
に、ヒトがんに対する新たな治療標的を探索
する。 
 
３．研究の方法 
１）リソソーム膜上の p18 を経由するシグナ
ル経路の本体解明 
 p18 と複合体を形成する p14/MP1 が MAPK
経路の MEK1 の足場となることが報告され
ていたが、それ以外の経路との関連性を探る
ために、p18 と結合するタンパク質の網羅的
な探索を行う。具体的には、p18 欠損細胞に
FLAG タグを付けた p18 を発現させて、それ
に結合するタンパク質を pull-down 法により
精製する。得られたタンパク質を質量分析計
で同定する。 
２）p18 経由のシグナルによる細胞増殖およ
びエンドソーム系の制御機構の解明 
 細胞増殖に関しては、p18 欠損細胞と正常
細胞を用いて、p18 に依存して変動する増殖
シグナル伝達系をウエスタンブロッティン
グ法等により詳細に解析する。変動が認めら
れた分子については、その過剰発現やノック
ダウン実験により機能を明らかにする。エン
ドソーム系については、特にリソソームの細
胞内動態や機能を比較解析する。 
３）p18 の生理機能の解明 
 p18 のコンディショナル KO マウスを作製
して、その表現型を詳細に解析する。まずは、
K5 promoter を用いて Cre を表皮細胞に特異
的に発現させ、表皮組織形成における p18 の
生理機能を組織化学的手法等により解析す
る。 
４）新たながん治療標的の探索 
 p18 が形成する複合体を標的とした薬剤開
発を目指して、複合体の相互作用表面の構造
解析を試みる。 
 
４．研究成果 
１）リソソーム膜上の p18 を経由するシグナ
ル経路の本体 
 p18 と結合する分子として、当研究室にお
いても p14/MP1 に加えて RagC が同定された
（Takahashi, et al. BBRAC, 2012, Nada et al. 
Methods Enzymol. 2014）。また、当研究室と米
国 Sabatini 博士らとの共同研究によって
（Sanak et al. Cell, 2010）、リソソーム膜上の
p18/p14/MP1 複合体（Ragulator と命名）と結
合したRagA/CがmTORC1をリソソームにリ
クルートして活性化することが示された。さ
らに、p18 欠損細胞では MAPK 経路の MEK
および ERK の活性変動が小さいことから、
p18のMAPK経路への寄与は大きくないこと
も示された（Mori et al. PLos One, 2014）。以上
の結果から、mTORC1 経路がリソソーム膜上



の p18 を経由する主要なシグナル経路である
ことが明らかとなった（図１）。 

 
２）p18 経由のシグナルによる細胞増殖およ
びエンドソーム系の制御機構 
 細胞増殖に関しては、p18 の欠損により
mTORC1 が不活性化し、それに伴って細胞増
殖能が著しく低下することを明らかにした
（Mori et al. PLos ONE, 2014）。その際の細胞
内シグナル分子の動態を詳細に解析した結
果、 mTORC1 の活性低下の代償として
mTORC2 が活性化し、その重要な下流因子で
ある SGK1 キナーゼの分解が亢進しているこ
とが見いだされた。さらに、SGK1 の標的転
写調節因子である FoxO1 および FoxO3 のリ
ン酸化状態が著明に変化して、核内に移行し
て活性化することが見いだされた。その結果、
FoxOが制御する細胞周期阻害因子p21/p27の
発現が誘導され、細胞周期が停滞することが
確認された。以上の結果から、リソソーム上
の p18-mTORC1 が mTORC2 と協調して細胞
周期の制御を担うことが明らかとなった（図
２）。 

 エンドソーム系に関しては、p18 欠損細胞
と正常細胞について、特にリソソームの成熟
と機能を比較解析した。その結果、p18 欠損
細胞では、未成熟なリソソームが大量に蓄積
し、また、細胞外から取り込んだ物質のリソ

ソームでの消化効率が著しく低下している
ことを見いだした（Takahashi, et al. BBRAC, 
201）。さらに、この現象がラパマイシンとい
う抗生物質で mTORC1 を特異的に阻害して
も観察されることから、リソソーム上の
p18-mTORC1 経路が、リソソーム自体の成熟
や他のオルガネラ（後期エンドソームなど）
との相互作用において重要な役割を担うこ
とが示唆された（図３）。 

 
３）p18 の生理機能 
 表皮細胞特異的な p18 のコンディショナル
KO マウスを作製した。KO マウスは正常に生
まれるが、重篤な脱水症状を呈して生後一日
以内に全て死亡した。表皮組織を観察した結
果、KO マウスの表皮には角質層が形成され
ないことが見いだされた（図４）。詳細な免
疫組織化学解析により、p18 の欠損によって
オートファジーの制御やセラミドなどの脂
質成分の合成に異常が生じ、角化細胞への終
末分化や角化層形成、すなわち表皮バリア形
成が不全となっていることが観察された。ま
た、培養表皮細胞の解析からオートファゴソ
ームのリソソームを介する分解に異常が認
められ、この系においても p18-mTORC1 のリ
ソソームの成熟や機能における役割が示さ
れた（Soma-Nagae et al. J. Cell Sci., 2013）。こ
れ ら の 結 果 か ら 、 リ ソ ソ ー ム 上 の
p18-mTORC1 経路が、細胞増殖のみならずリ
ソソームの機能制御にも重要な役割を果た
すことが明らかとなり、リソソームが細胞の
恒常性を制御する中心的なシグナルプラッ
トフォームとして機能することが示唆され
た（図５）。 



 

 
４）新たながん治療標的の探索 
 p18 が形成する複合体を標的とした薬剤開
発を目指して、複合体の相互作用表面の構造
解析を試みた。p18 がコアとなる Ragulator
（p18-p14-MP1-HBXIP-p10 の５者複合体）の
大腸菌での発現系を構築し、複合体の単離に
成功した。現在、結晶化に向けて大量発現お
よび高度精製の条件決定を進めている（図
６）。 
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