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［２］研究経過 

【背景と目的】 

癌組織は様々な性質の細胞が集まった不均一な細

胞集団である。たとえば腫瘍形成の元となるような、

幹細胞様の性質を持つがん細胞も存在し、これらはが

ん幹細胞とも呼ばれ、転移・再発の原因となる。 

なかでも肝内胆管癌は有効な治療標的に乏しい難

治癌であり、新たな治療標的の開発が望まれる。そこ

で申請者らは、肝内胆管癌における新規がん幹細胞関

連遺伝子を探索し、新たな治療標的の開拓を目指した。 

 

【研究の概要】 

実際の腫瘍組織の不均一性を再現するため、まずは

ヒトの癌微小環境に近い免疫不全マウス皮下へ、胆管

癌PDXを移植した。マウス皮下での継代を繰り返す

ことで、腫瘍形成能が高い、すなわちがん幹細胞が濃

縮された胆管癌PDXを得た。ここで高発現する遺伝

子を、新規がん幹細胞関連遺伝子の候補とし、胆管癌

培養細胞を用いてスクリーニングを行った。その結果、

マウス皮下での腫瘍形成を制御する遺伝子 X を同定

した。遺伝子Xは、がんについてはもとより、哺乳類

細胞における機能について全く報告がない。そこで遺

伝子 X がどのような分子機序で腫瘍形成を制御する

か調べると、遺伝子X は、 チロシンキナーゼである

活性型 SRC のリン酸化に必要な分子であることがわ

かった。SRC は代表的な癌原遺伝子であり、癌の悪性

度を亢進させる分子として知られている。 

 さらに、共同研究により、遺伝子Xと直接会合する

分子を探索したところ、いくつかのがん種で悪性化因

子として報告された遺伝子Yが同定された。遺伝子Y

は、24残基目のチロシンがSRCによってリン酸化さ

れ、機能が制御されることも報告されている。 

そこで遺伝子X、SRC、遺伝子Yの3分子が、物理

的に結合し複合体を形成するか、HEK293T細胞にて

共免疫沈降法で調べた。その結果、SRC、遺伝子Yい

ずれの分子も、遺伝子Xと共沈降した。さらに、胆管

癌細胞株において、遺伝子Xは、会合する遺伝子Yの

チロシンリン酸化にも必要な分子であることも確認

できた。以上の結果から、遺伝子Xは、遺伝子Y、SRC

と複合体を形成し、リン酸化を制御し、造腫瘍能の亢

進に寄与していることが予想された(図1)。 

 

なお共同研究では、会合分子の探索を菅野新一郎講

師に依頼した。実験の依頼は、安井明教授と菅野新一

郎講師と、東北大学加齢医学研究所にて対面で打ち合

わせた。依頼後に代表者から細胞検体を送付し、会合

分子の同定の一連の実験を依頼した。得られた結果に

ついてメールにて議論し、この結果をもとに、引き続

き代表者で実験を行った。また、遺伝子質Xの細胞内

局在についてもメールで議論し、プラスミドや抗体な

ど実験に必要な物品を郵送にてやり取りした。なお、

一連の研究成果は日本分子生物学会でポスター発表

し、要旨とポスター原稿について対応者である菅野新

一郎講師に助言を頂き、内容を共有した。 

 

 

 

 

  



 

［３］成果 

 （３－１）研究成果 

これまで代表者らは、胆管癌において、腫瘍形成能

を制御する遺伝子Xを同定し、癌原遺伝子であるSRC

のリン酸化に必要な分子であることを見出していた。

治療標的としての可能性を探るため、まずは遺伝子X

の細胞内での挙動を明らかにすることを試みた。 

 

(3-1-1) 遺伝子Xと会合する分子の探索 

SRCはチロシンキナーゼであるため、遺伝子Xの

他にリン酸化される分子が物理的に結合している可

能性が考えられた。そこで遺伝子Xと会合する分子を

探索した。 

まずは、FLAG タグが融合した遺伝子 X を過剰発

現する、胆管癌細胞株を樹立した。この細胞株につい

て、対応者である菅野新一郎講師に解析を依頼した。

細胞溶解液の調整、FLAG-M2ビーズによる免疫沈降、

銀染色による有意なバンドの選定、MS解析など一連

の実験を依頼した。その結果、遺伝子Yが同定された。

遺伝子Yは、24残基目のチロシンがSRCによってリ

ン酸化され、また乳がんや肝がんなどいくつかの癌種

で悪性化に寄与することも報告されている。遺伝子X

は、活性型 SRC へのリン酸化に必要な分子であるこ

とから、この3分子は会合し、リン酸化を介して腫瘍

形成を亢進している可能性が考えられた。 

 

(3-1-2)遺伝子X、SRC、遺伝子Y複合体の検出 

次に、3分子が物理的に会合するか調べた。 

HEK293T細胞に SRC、遺伝子Y、FLAGタグ融

合遺伝子Xの発現ベクターを形質導入し、一過的に発

現させた。細胞溶解液を調製し、FLAG-M2ビーズを

用いて遺伝子Xを免疫沈降させ、SRCおよび遺伝子

Yが共沈降するかWestern Blot法にて調べた。 

その結果、SRC および遺伝子 Y は共沈降し、3 分

子は物理的に複合体を形成することが分かった。 

  

(3-1-3) 遺伝子Xによる遺伝子Yリン酸化制御の評価 

3 分子は複合体を形成し、遺伝子 X は活性型 SRC

のリン酸化に必要な分子であることから、遺伝子Yの

リン酸化も制御されると予想した。そこで胆管癌細胞

株において、遺伝子Xをノックダウンし、遺伝子Yの

チロシンリン酸化をWestern Blot 解析で評価した。

その結果、遺伝子Xをノックダウンした胆管癌細胞株

では、遺伝子Yのリン酸化が減弱することがわかった。

このことから、遺伝子Xは、SRCによる遺伝子Yリ

ン酸化に必要な分子であることが示唆された。 

  

(3-1-4) 遺伝子Xの細胞内の局在 

遺伝子Xは細胞内の局在も不明であった。対応者で

ある菅野新一郎講師に、GFP融合の遺伝子X発現ベ

クターの作製を依頼し、U2OS細胞にて細胞内の局在

解析を実施していただいた。その結果、遺伝子Xは核

膜および細胞質内にパッチ上に観察された。遺伝子X

は膜貫通ドメインが予測されたことからも、細胞内の

オルガネラの膜に局在し機能していることが示唆さ

れた。 

 

（３－２）波及効果と発展性など 

 本研究で見つかった遺伝子Xは、これまで哺乳類で

は機能について全く報告がなかった。共同研究により、

遺伝子 X が相互作用する分子としてがん悪性化因子

遺伝子Yが検出され、腫瘍形成に重要な新規遺伝子の

同定、およびシグナル経路の解明に貢献できる。 

今後は遺伝子 X が形成する複合体を解除すること

で、胆管癌における腫瘍形成が抑制されるか検証する。 

以上のように本研究では、がん生物学的にも新規な

知見と、新たな治療標的の可能性を提示できると考え

る。 
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