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研究成果の概要（和文）：Srcチロシンキナーゼは正常な細胞機能の制御に重要なタンパク質であるが、一方で
様々ながん組織で活性化が認められおり、がん進展に重要なタンパク質でもある。しかしSrcの活性制御機構の
全貌はわかっていない。本研究では、活性化Srcの時空間的制御を担うタンパク質Rsp1を見いだした。Rsp1は、
正常細胞では脂質ラフトを発信源とするSrcシグナル伝達経路を制御しており、上皮管腔形成を誘導することが
明らかになった。また、がん細胞では過剰発現しており、浸潤に関与することが明らかになった。以上の結果か
ら、Rsp1は活性化Srcの時空間的制御を介して、Srcの細胞機能を制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The tyrosine kinase Src regulates both normal physiological functions and 
cancer progression. However, the molecular mechanism of the spatiotemporal regulation of Src is not 
fully understood. In this study, we identified Rsp1 as a regulator of activated Src in the lipid 
rafts. In normal cells, Rsp1 coordinately controlled epithelial tubulogenesis through spatiotemporal
 regulation of the Src signaling pathway. Meanwhile, Rsp1 promoted invasiveness in cancer cells. 
These findings indicate that Rsp1 controls the diverse functions of Src through the spatiotemporal 
regulation of activated Src.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
がん原遺伝子産物Srcは非受容体型チロシン
キナーゼであり、脂肪酸修飾によって細胞膜
付近に存在している。通常は不活性化調節部
位のリン酸化によって、その大部分が不活性
型で存在するが、増殖因子受容体の活性化な
ど様々な外来刺激に応答して活性化し、細胞
の増殖や接着、運動などを制御する。また、
様々ながん細胞で、Src の発現と活性化の亢
進が認められ、その異常な活性化ががんの悪
性化形質、浸潤や転移能の獲得の亢進に寄与
すると考えられている。また、こうした Src
の機能亢進は、それ自体の遺伝子変異による
ものではないとされているが、その制御メカ
ニズムの全貌はまだ明らかではない。 
 当研究室では、Src の活性制御機構に関す
る研究を進めており、その過程で、Src の負
の制御因子である Csk が、コレステロールや
スフィンゴ脂質に富む脂質マイクロドメイ
ン（脂質ラフト）に局在する足場タンパク質
Cbp を介して Src の活性を制御することを見
いだした（Kawabuchi, Nature, 2000）。また、
Cbp を介して Src が脂質ラフトに移行するだ
けでもがん化が抑制されることを明らかに
し（Oneyama, Mol. Cell, 2008, Oneyama, Mol. 
Cell. Biol., 2009）、Src の活性と機能が細
胞膜の局在によって制御されることを提唱
してきた。申請者はこれまでに、Src による
がん化に伴う脂質ラフトの構成脂質の質
的・量的な変化により Src が脂質ラフト外に
移行することでがん化が促進されることを
見いだした（Kajiwara, Biochem J., 2014）。
また、Cbp と脂質ラフトによる Src の活性制
御システムの数理モデル解析に関する研究
にも取り組み、Src 活性制御システムの実証
を行ってきた（Saitou, Kajiwara, PLoS One, 
2014）。しかし、以上の解析は主に Cbp を高
発現する間葉系細胞を用いたものであり、
Cbp の発現レベルが低く、ヒトで最も高頻度
にがんが発症する上皮細胞での詳細な解析
が重要な課題として残されていた。 
 
２．研究の目的 
がん原遺伝子産物Srcは様々ながん組織でそ
の発現の亢進と活性化が認められ、がん化・
がんの悪性化に重要なタンパク質のひとつ
である。しかし Src の活性制御機構の全貌は
わかっていない。本研究では、Src の活性制
御機構を空間的、時間的に理解すること、さ
らにがん化・がん悪性化との関連を明らかに
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
Src による上皮細胞のがん化誘導を解析する
ために、イヌ腎臓上皮由来細胞株 MDCK 細胞
に Src活性化誘導システム Src-MER を導入し
た。MDCK 細胞は上皮細胞の特性である細胞極
性を有しており、細胞間接着を維持しながら
増殖する。また三次元培養では、内腔構造を
もつシストが形成される。Src-MER は、Src

と改変型エストロゲン受容体を融合させた
タンパク質で、エストロゲン誘導体により
Src の活性化を誘導することができる。MDCK
細胞で Src-MER を活性化させると、がん化に
伴う表現型（細胞形態や運動）の変化が比較
的顕在化しやすいことから（Kuroiwa, JCS, 
2011）、細胞がん化の解析に有用である。 
 Src-MER によるがん化過程を解析した結果、
活性化Src-MERが脂質ラフトに速やかに集積
されることが見いだされた。また、活性化前
はSrc-MERは細胞内小胞にプールされている
が、活性化直後にその多くが形質膜へ移行し、
その後時間経過とともにエンドサイトーシ
スされて細胞内に蓄積する様子が観察され
た。この時、内在性の Src も挙動を共にする
ことから、Src-MER 特有の現象ではない。こ
れらの結果から、MDCK 細胞では Src が活性化
することによって細胞内をダイナミックに
移動し、活性化 Src が脂質ラフトに集積され
ることが明らかとなった。これは間葉系細胞
では見られなかった新規のSrc制御メカニズ
ムであった。以上の先行解析より、Src-MER
を導入した MDCK 細胞を用いた解析が、Src の
脂質ラフト局在化と細胞がん化との関係を
理解するために有用あると考えられる。 
 
４．研究成果 
(1) Src 局在制御タンパク質 Rsp1 の同定 
MDCK 細胞に Src-MER を導入して、活性化にと
もなう Src の細胞内動態を観察した。その結
果、Src は活性化後ただちに形質膜に移行す
ることが明らかになった。この時、活性化 Src
は脂質ラフト画分に急速に濃縮されること
がわかった。これらの結果から、活性化 Src
は脂質ラフト内に存在する未知のタンパク
質によってリクルートされることが推察さ
れた。そこで脂質ラフト内で Src と結合する
タンパク質を免疫沈降法で回収し、質量分析
で 解 析 し た 結 果 、 新 規 タ ン パ ク 質
Raft-localized Src recruiting protein 1
（Rsp1）を得た。Rsp1 は膜貫通タンパク質で、
形質膜に限局して存在していた。また、その
細胞内領域には、Src 結合部位と脂質ラフト
移行シグナルを有していた。Rsp1 を MDCK 細
胞に過剰発現させると、内在性の Src が活性
化状態で脂質ラフト内にトラップされた。以
上の結果から、活性化した Src は Rsp1 によ
って脂質ラフト内にリクルートされること
が考えられた。 
 
(2) Rsp1 発現に伴う形態変化 
Rsp1 を過剰発現する MDCK 細胞をコラーゲン
中で三次元培養すると、シストの内腔構造が
崩壊し、さらに一部の細胞が異常に伸張した
構造に変形した。しかし、脂質ラフトに移行
できない変異型 Rsp1 の過剰発現では細胞伸
張は観察されなかった。Rsp1-GFP 発現誘導シ
ステムを構築して、Rsp1 による MDCK シスト
からの伸張過程を観察した。その結果、GFP
陽性細胞では活性化 Src が蓄積しており、シ



スト周囲の基底膜と細胞外マトリックスを
破壊しながら伸張している様子が観察され
た。以上の結果から、Rsp1 の過剰発現によっ
て活性化 Src が脂質ラフトに集積すると、細
胞外基質の改変を伴う細胞の異常伸張が引
き起こされると考えられた。 
 Rsp1−GFP の過剰発現による細胞伸長は、そ
の発現が続く限り起こる現象であった。伸長
した細胞の細胞極性は乱れた状態であり、さ
らに細胞間接着が弱まっている様子が観察
された。この伸長過程では弱い上皮間葉転換
（epithelial-mesenchymal transition:EMT）
が起きていると考えられた。これに対して、
細胞伸長後にRsp1-GFPの発現を抑制すると、
細胞極性が回復し、再び内腔構造あるいは管
腔構造が観察された。以上の結果から、Rsp1
の発現は細胞伸長と上皮管腔形成のスイッ
チングに重要であること、その制御に重要な
現象は EMT であることが示唆された。 
 
(3) Rsp1 による Src-STAT3 経路の活性化 
Rsp1 による細胞伸長の分子メカニズムを理
解することを目的として、阻害剤ライブラリ
ー（新学術領域研究 がん研究分野の特性等
を踏まえた支援活動「化学療法基盤支援活
動」より分与）を利用した網羅的解析を実施
した。その結果、STAT3 阻害剤の処理によっ
て Rsp1 による細胞伸長が抑制されることを
見いだした。さらに、Rsp1 の過剰発現によっ
て、STAT3 が顕著にリン酸化されること、
STAT3 ターゲット遺伝子群が有意に増加して
いることを確認した。また STAT3 活性化によ
っても、細胞伸長が誘導されることを確認し
た。以上の結果から、Rsp1 の過剰発現による
Src-STAT3 経路が、細胞伸長現象に重要であ
ると考えられた。 
 
(4) がん化・悪性化における Rsp1 の寄与 
がん細胞における Rsp1 の発現レベルを解析
したところ、乳がん細胞や腎細胞がん細胞な
ど様々ながんで高発現であることを確認し
た。特に、トリプルネガティブ乳がん細胞
（TNBC）で高発現であり、Src 活性化レベル
との相関も認められた。さらに、The Cancer 
Genome Atlas（アメリカ NIH）を利用した解
析から、Rsp1 の発現レベルと乳がん患者の予
後不良との間に関連が認められた。 
 MDCK 細胞での解析結果から、Rsp1 のがん
細胞の浸潤への寄与が想定されたので、TNBC
細胞を用いた in vitro 浸潤解析を行った。
その結果、Rsp1 ノックダウンによって、TNBC
細胞の浸潤が有意に抑制された。腎細胞がん
細胞を用いた解析でも、同様の結果を得た。
以上の解析結果から、Rsp1 はがん細胞の浸潤
に関与することが明らかになった。 
 
(5) Rsp1 ノックアウトマウスの解析 
Rsp1 の生理的機能を解析するために、Rsp1
ノックアウトマウスを作製した。Rsp1 ホモノ
ックアウトマウスは正常に生まれ、その後の

成育にも異常は認められなかった。また組織
の異常も確認されなかった。 
 
本研究成果を総括する。Rsp1 は活性化 Src の
時空間的制御を担っており、通常は上皮管腔
形成を制御している。しかし、がん細胞では
Rsp1 の制御システムが異常になっており、
Src の異常活性化を引き起こすことで浸潤に
至ると考えられる。実際に Rsp1 の発現レベ
ルは乳がん患者の予後不良と相関が認めら
れている。Rsp1 ノックアウトマウスの発生と
成育に異常は認められなかったことから、
Rsp1 はがん進展の阻害剤の新たなターゲッ
トになりうると考えられる。 
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