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研究成果の概要（和文）：ＮＯによるIGFシグナル制御のメカニズムを解明するために、IRS-1蛋白と結合する蛋白がIR
S-1の発現およびリン酸化を制御するという仮説の下、Yeast two hybrid assayを行った。IRS-1をbaitとし、これをYe
astにて発現させcDNA libraryを遺伝子導入し発現させた未知の蛋白を釣り上げた。これにより、８個の蛋白が候補に
上った。これらの蛋白のほとんどが細胞膜近くにて増殖シグナルに関与すると思われるものであった。これらの蛋白の
一つはIGFシグナルを制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanisms of insulin-like growth factor(IGF) signaling regulated b
y nitric oxide, we performed Yeast Two Hybrid Assay which can search a protein binding to insulin receptor
 substrate( IRS)-1. Screening for cDNA library was performed. Eight proteins were selected as candidate of
 regulator of IRS-I. We found out that one of them bind to IRS-1 and regulated IGF signaling.
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１．研究開始当初の背景 
NO は IRS-1 蛋白のユビキチン化とそれに

よる蛋白分解を誘導し、これにより

IGF/insulin シグナルを抑制し膵癌細胞の増

殖および浸潤制御に寄与することを報告し

てきた（Sugita H et.al. Mol Cancer Res. 
2010;8(8):1152-63. Epub 2010 Jul 27.）。これま

での研究で NO が IGF-I/insulin receptor
および EGFR のリン酸化をも抑制すること

を確認したがそのメカニズムについてはい

まだ解明されていない。本研究においては、

これらの分子生物学的メカニズムを解明す

ると同時に、in vivo において NO ドナーによ

る癌治療の有効性とそのメカニズムについ

て検証する。 
 
 
２．研究の目的 

NO による癌細胞増殖抑制のメカニズムを

分子生物学的手法を用いて、網羅的に解明す

ることである。特に、NO による IGF-IR, 
EGFR の 翻 訳 後 修 飾 (post-translational 
modification)によるリン酸化の制御のメカ

ニズム（プロテオーム解析）を中心に研究す

る予定である。さらに NO を用いた治療（NO
および MEK-I 併用療法）の有効性をヌード

マウスに膵癌細胞(MIAPaCa-2)を移植した

担癌動物モデルにて検討する。 
 
 
３．研究の方法 
（1）IRS-1 を bait とした Yeast Two Hybrid 

Assay: IRS-1 construct を発現ベクター

pGBKT7 にサブクローニングし、Yeast に遺伝

子導入し GAL4-IRS－１fusion protein を発

現させる。また pGAD/cDNA library も同じ

Yeast 内で発現させ、特定のアミノ酸欠損培

地にて培養することで、IRS-1 に結合する蛋

白釣り上げた。 

（ 2 ） protein binding assay: 膵 癌 細 胞

MIAPaCa-2 の Cell lysate にて IRS-抗体を用

いた免疫沈降(IP)、その後 immunobloting を

行う。 

（3）膵癌細胞 MIAPaCa-2 にて増殖アッセイ：

IIGF シグナルを制御する蛋白を刺激した状

態にて MTT アッセイを行う。 

 

 

 

４．研究成果 

Yeast Two Hybrid Assay にて陽性であったク

ローンからｃDNA の遺伝子配列をシークエン

スすると８個の遺伝子/蛋白が候補に上った。

GeneBank にて検索すると、これらの蛋白のほ

とんどが細胞膜近くにて増殖シグナルに
関与すると思われるものであった。その
内１つの膜蛋白は、binding assay にて
IRS-1 結合した。また、膵癌細胞
MIAPaCa-2 にてこの蛋白を活性化させ
ると IGF シグナルが抑制された。またこ
れと同時に増殖アッセイにて増殖を抑制
した(Fig 1, Fig 2)。 

 

Fig. 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
蛋白の活性によりP-Aktの発現は抑制される 
 
 

Fig. 2 

 
蛋白の活性化により膵癌の増殖は抑制され
た。 
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