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研究成果の概要（和文）：本研究代表者らは、これまでに種々のがんにおいて、インフラマソーム構成分子ASC
の発現量が、がんの悪性度と相関して低下することを報告した。しかし、ASCとがんの悪性化を結びつける分子
機構には不明な点が多い。本研究では、ASCの発現量低下が、がん細胞の形質に及ぼす影響について解析するた
め、マウスメラノーマ細胞株B16BL6を用いてASCノックダウン細胞を作成した。この細胞について種々の解析を
行ったところ、転移能の亢進を認めた。さらに、この分子機構を詳細に解析し、がん細胞でのASCの発現量低下
が、Src-カスパーゼ8経路の活性化を引き起こし、細胞運動能を亢進させるというASCの新たな側面を見出した。

研究成果の概要（英文）：Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment 
domain (ASC) has been reported a pro-apoptotic molecule that is epigenetically silenced in several 
human cancers. However, the role of ASC in the regulation of tumor progression remains elusive. To 
determine the effect of ASC depletion in cancer cells, ASC was stably knocked down in B16BL6, a 
murine melanoma cell line. ASC suppression increased the motility of B16BL6 cells and augmented 
invasiveness. Invadopodia formation and Src phosphorylation level were enhanced in ASC-knockdown 
cells as well. Since caspase-8 has been reported to enhance cellular migration by Tyr380 
phosphorylation via Src, we examined Tyr380 phosphorylation of caspase-8 in ASC-knockdown cells and 
found it to be elevated. Moreover, ASC ablation increased pulmonary metastasis in mice after 
intravenous injection of B16BL6 cells. Our findings indicate that ASC suppresses cancer metastasis 
via the modulation of the Src-caspase-8 signaling pathway.

研究分野：生化学　分子腫瘍学　細胞生物学

キーワード： 細胞運動　浸潤突起
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がんの進行過程において、微小環境による刺

激からゲノムの増幅やエピジェネティックな

修飾が起こり、がん遺伝子やがん抑制遺伝子

を含めた種々の分子の発現量変化が引き起こ

される。このような現象によって薬剤耐性、

転移能の獲得などの、がんの不均一性を伴う

変化が生じることが、がんの難治性の要因の

ひとつとなっている。発がんとその進行過程

に関する基礎及び臨床研究については、国内

外において多種多様な研究成果が報告されて

いるが、近年慢性炎症などのがんの微小環境

との関与が注目されており、本研究代表者も

慢性炎症からの発がんや、がんの進行の分子

機構の解析を行ってきた。本研究代表者らの

グループでは、細胞死関連分子として

Apoptosis-associated Speck-like protein 

containing a CARD（以下 ASC）をクローニン

グし、メラノーマ、大腸がんにおいて遺伝子

のメチル化による ASC の発現量低下が、がん

の悪性度と相関してみられることを報告した

（Masumotoら；J. Biol. Chem., 274, p33835, 
1999, Guanら；Int. J. Cancer, 107, p202, 
2003, Yokoyama ら；Cancer Lett., 202, p101, 
2003）。さらにこれまでの研究から、ASC は細

胞死のみならず、自然免疫に関与するインフ

ラマソームの構成分子のひとつとして、種々

の病原体センサータンパク質と会合し、IL-1

βや IL-18 を活性・分泌型にする重要なアダ

プター分子であり、免疫・炎症反応の誘導や

慢性疾患にも重要な役割を果たしていること

が明らかになっている（Marrackら；Nat. Rev. 

Immunol., 9, p287, 2009）。発がん時には

IL-1/IL-18 を介した炎症が、血管新生や増

殖因子として作用し、がんの増殖を促進する

が、興味深いことに ASC は進行性の転移がん

で、その発現がより低下している。しかしな

がら、ASC の発現量低下とがんの悪性化を結

びつける分子メカニズムには不明な点が多く、

さらなる解析が必要である。そこで、本研究

では、ASC の発現量低下が、がん細胞に及ぼ

す影響について、転移形質を中心に解析を行

った。 

 
２．研究の目的 
本研究では、がん細胞での ASCの発現量低下
に伴うがんの悪性化の分子機構を解明する
ことを目的として、細胞生物学的側面から研
究を行った。このことにより、がん細胞の転
移能制御の分子メカニズムを解明し、難治性
転移性がんの新規治療法の開発へと繋げる
基礎的知見を得ることを最終的な目標とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) ASC の発現量低下によるがん細胞の形
質変化の解析 

① メチル化によるがん細胞での ASCの発現
量低下を模倣する実験系として、ASC を発現
しているマウスメラノーマ細胞株 B16BL6に、
レトロウイルスベクターを用いて恒常的に
ASC の shRNA を発現させることにより ASC の
発現量低下を引き起こした ASCノックダウン
細胞を作成した。 
② ASC ノックダウン細胞を用いて、細胞増
殖能について in vitro の培養により評価し
た。また、同系マウスの背部皮下に細胞を移
植し、造腫瘍能について解析を行った。さら
に、細胞を尾静脈より移植する実験的肺転移
モデルを用いて、肺への転移能について解析
した。 
③ ノックダウン細胞の転移形質について
調べるため、マトリゲル浸潤アッセイを行っ
た。さらに、接着、運動、細胞外基質の分解、
の転移 3要素についてそれぞれ評価するため、
接着アッセイ、傷つけアッセイ、浸潤突起形
成アッセイを行った。 
(2) ASC の発現量低下によるがん細胞の転
移能亢進の分子メカニズムの解析 
(1)で得られた形質変化の分子メカニズムを
解析するため、以下の実験を行った。 
① 細胞運動、浸潤突起形成に関与するシグ
ナル伝達分子群のリン酸化状態について、ウ
エスタンブロッティングにより解析した。ま
た、MAPキナーゼについても同様に解析した。 
② 傷つけアッセイ、浸潤突起形成アッセイ
の実験系に、各種阻害剤を添加し、各シグナ
ル伝達分子の関与について評価した。 
 
４．研究成果 
(1)  ASC の発現量低下によるがん細胞の形
質変化の解析 
① 上述の方法で作成した ASCノックダウン
細胞を用いて、まず初めに in vitro での細
胞増殖能を解析したところ、コントロール細
胞との差は見られなかった。次に、同系マウ
スに細胞を移植し、造腫瘍能を解析したとこ
ろ、ノックダウン細胞とコントロール細胞と
の間に有意な差は見られなかった。さらに、
ASC の発現量低下と転移能との関係を調べる
ため、実験的肺転移モデルを用いて解析を行
ったところ、ASC ノックダウン細胞を移植し
たマウスでは、肺での転移巣の数が有意に増
加していた（図 1）。以上の結果から、ASC の
発現量低下は、B16BL6細胞においては、細胞
増殖能には影響を与えないが、転移能の亢進
に関与していることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. 実験的肺転移モデルを用いた B16BL6 細胞の転移能の解析 



② ASC の発現量低下により引き起こされた
転移能亢進の作用点を調べるため、細胞レベ
ルでの解析を行った。がん細胞が転移巣を形
成する際には、接着、運動、細胞外基質の分
解を伴い、浸潤が起こる。まず初めにマトリ
ゲル浸潤アッセイにより、浸潤能の解析を行
ったところ、ASC ノックダウン細胞では浸潤
能が有意に亢進していた。そこでさらに、接
着、運動、細胞外基質の分解の３要素につい
て解析を行った。タイプ Iコラーゲン、タイ
プ IV コラーゲン、フィブロネクチン、ビト
ロネクチンの代用として FBS、ラミニン、へ
の細胞の接着能を解析したところ、ASC ノッ
クダウン細胞とコントロール細胞との間に
有意な差は認められなかった。次に、傷つけ
アッセイを行い、細胞の運動能を解析したと
ころ、ASC のノックダウンにより、細胞運動
能の亢進が見られた（図 2）。また、GFPを発
現させた ASCノックダウン細胞とコントロー
ル細胞とを混合培養した状態で傷つけアッ
セイを行った結果より、ASC の発現量低下に
よる細胞運動能の亢進は、液性因子により引
き起こされるのではなく、細胞自身の変化に
より起こるということも明らかになった。さ
らに、浸潤突起形成アッセイにより、細胞外
基質の分解能と浸潤突起形成について解析
を行ったところ、ASC ノックダウン細胞では
アクチンの集積部位での細胞外基質の分解
能すなわち浸潤突起形成能が亢進していた
ことから、細胞外基質の分解能が高くなって
いることが示唆された（図 3）。以上の結果よ
り、ASC の発現量低下により、細胞運動能お
よび浸潤突起形成能が亢進することにより、
細胞の浸潤能が上昇していることが明らか
になった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 傷つけアッセイによる細胞運動能の解析 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 浸潤突起形成能の解析 

 
(2) ASC の発現量低下によるがん細胞の転
移能亢進の分子メカニズムの解析 
① 上述の様に、ASCノックダウン細胞では、
細胞運動能の亢進が認められた。また、細胞
の形態変化が起こっていたことより、上皮間
葉転換（EMT）の関与を考え、EMT マーカー遺

伝子の発現解析を行った。その結果、Snail
の一時的な発現上昇が見られたが、下流の E-
カドヘリンには、差が認められなかった。ま
た、その他のマーカー遺伝子である、Slug、
SIP1、MMP-2、N-カドヘリン、ビメンチン、
フィブロネクチンの発現量にも差は見られ
なかった。以上の結果より、ASC ノックダウ
ンによる細胞の形態変化と細胞運動能の亢
進には、EMTの関与はないものと考えられた。 
② 細胞運動や浸潤突起形成には、Src が関
与していることが報告されているため、ASC
ノックダウン細胞での Srcのリン酸化状態を
ウエスタンブロッティングにより解析した。
その結果、ASC のノックダウンにより、Src
のリン酸化の亢進が見られた。さらに、Src
シグナリング経路下流の FAK、Akt について
もリン酸化状態を解析したところ、いずれの
分子についてもリン酸化の亢進が観察され
た（図 4A）。また、同じ細胞を用いて、MAP
キナーゼのリン酸化状態について解析を行
ったところ、Src シグナリング経路の下流に
位置する Erk1/2 のリン酸化の上昇が見られ
た。これに対して、ストレスキナーゼである
p38 MAPK、SAPK/JNK については、リン酸化は
検出できなかった（図 4B）。以上の結果から、
ASC の発現量低下により、Src シグナリング
経路が活性化されていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図.4 A. Src シグナリング経路分子、B.MAP キナーゼのリン酸化状態の解析 

 
③ ASC のノックダウンにより Src シグナリ
ング経路の活性化が見られたこと、Src は細
胞運動、浸潤突起形成に重要な分子であるこ
とが報告されていることより、ASC の発現量
低下時の細胞運動、浸潤突起形成能の亢進に
Src が関与しているか否かを解析した。細胞
運動への関与について解析するため、Src 阻
害剤ダサチニブの存在下で傷つけアッセイ
を行ったところ、細胞運動能の著しい低下が
見られた。また、この低下は、ASC ノックダ
ウン細胞で、より顕著に観察された（図 5左）。
さらに、浸潤突起形成についても同様にダサ
チニブの存在下で解析を行ったところ、浸潤
突起形成能の著しい低下が見られ、ASC ノッ
クダウン細胞で、より顕著に低下していた
（図 5右）。以上の結果から、ASC の発現量低
下により Src の活性化が起こり、その結果、
細胞運動能の亢進および浸潤突起形成能の
亢進が起こっていることが考えられた。 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5. Src 阻害剤ダサチニブの細胞運動、浸潤突起形成への影響 

 
④ ASCは、カスパーゼ 8と death effector 
domain（DED）を介して結合することが報告
されている（Masumotoら；Biochem. Biophys. 
Res. Commun., 303, p69, 2003、Vajjhala ら；
J. Biol. Chem., 290, p29217, 2015）。カス
パーゼ 8はアポトーシスシグナルに応答して
活性型となり、下流のカスパーゼを切断する
ことによりアポトーシスを誘導することが
主要な働きとして知られている。一方で、Src
活性化シグナルに応答してカスパーゼ 8 の
DED に Src が結合し、活性部位の 380 位のチ
ロシン（Tyr380）をリン酸化することにより、
カスパーゼ 8はカスパーゼ活性を失い、細胞
運動を亢進するアダプター分子として働く
ことが報告されている（Frisch；Cancer Res., 
68, p4491, 2008）。ASC と Src のカスパーゼ
8 への結合ドメインが同じであることから、
ASC が Src とカスパーゼ 8 との結合を阻害し
ているとの仮説を立て、ASC ノックダウン細
胞での Tyr380 のリン酸化状態について解析
を行った。フィブロネクチンコートを施した
培養器に細胞を接着させることにより Srcシ
グナリング経路を活性化させた細胞を用い
て、ウエスタンブロッティングにより Tyr380
のリン酸化状態を解析したところ、ASC ノッ
クダウン細胞では、リン酸化の上昇が見られ
た。また、カスパーゼ 8の活性部位に結合す
る全カスパーゼ阻害剤 z-VAD-fmk、カスパー
ゼ 8 特異的阻害剤 z-IETD-fmk 存在下で同様
の実験を行ったところ、Tyr380のリン酸化の
抑制が認められた（図 6）。さらに、これら阻
害剤の存在下で傷つけアッセイを行い、細胞
運動への影響を解析したところ、どちらの阻
害剤を用いた場合でも ASCノックダウン細胞
での細胞運動が抑制された（図 7）。以上の結
果から、ASC の発現量低下により、細胞内へ
Src 活性化シグナルが伝えられた際に Src が
カスパーゼ 8 に結合しやすい状態となり、
Tyr380のリン酸化が促進され、細胞運動能が 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 6. カスパーゼ 8の 380 位チロシン残基のリン酸化解析 

亢進したと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7. 全カスパーゼ阻害剤 z-VAD-fmk、カスパーゼ 8 阻害剤 z-IETD-fmk の

細胞運動への影響 

 
⑤ これまでに、ヒトメラノーマ細胞株での
ASC ノックダウンにより、NFκB 活性が変化
することが報告されている。原発巣から樹立
された転移能の低い細胞株では、ASC ノック
ダウンにより NFκB活性が亢進し、逆に転移
巣から樹立された転移能の高い細胞株では
NFκB 活性が抑制される（Liu ら；J. Invest. 
Dermatol., 133, p518, 2013）。そこで、今
回樹立した B16BL6 の ASC ノックダウン細胞
における NFκB 活性の変化について、レポー
ターアッセイにより解析した。その結果、ノ
ックダウン細胞とコントロール細胞との間
に NFκB活性の有意な差は認められなかった
が、TNF-αによる刺激を与えると、ノックダ
ウン細胞の NFκB活性の上昇がコントロール
細胞に比べて高いという結果が得られた（図
8 右）。そこで、ウエスタンブロッティングに
よって NFκB活性シグナリングに関与する分
子の発現量およびリン酸化状態について解
析したところ、ASC ノックダウン細胞では NF
κB p65 の発現量が増加していた（図 8 左）。
以上の結果より、B16BL6細胞では、ASC の発
現量低下により NFκB p65の発現量が増加し
た結果、NFκB シグナルが伝達されやすくな
っていることが示唆された。また、このこと
により生体内での細胞の生存率が高くなっ
たことが、転移能の亢進に繋がっていると考
えられた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 8. NFκB 活性シグナリングに関与する分子の発現量およびリン酸化状態

（左）と NFκB 活性（右）白:コントロール細胞、黒:ASC ノックダウン細胞 

 
(3) まとめ・今後の課題 
本研究により、がん細胞における ASCの発現
量低下は、細胞運動能、浸潤突起形成能を亢
進させ、細胞の浸潤能が上昇した結果、転移
能が亢進することが明らかになった。また、
この分子メカニズムとして、ASC の発現量低
下により Src-カスパーゼ 8経路の活性化が起
こり、細胞運動能が亢進すること、Src の活
性化により浸潤突起形成能が亢進すること、



が考えられた。これまでの研究では、ASC が、
がんの悪性度に伴って発現量が低下してい
ること、ASC のメチル化とリンパ節転移に相
関性が見られること、等の報告はあったが、
その細胞生物学的意義や分子メカニズムに
ついては不明であった。今回の結果は、ASC
のがん抑制遺伝子としての新たな側面とし
て捉えることができる。また、ASC の発現量
低下を機能的に補うことができれば、新しい
がん転移の予防法に繋がると考えられる。例
えば、今回の結果を基にすると、カスパーゼ
8 の DED と ASC との結合を模倣するような低
分子化合物を治療薬として用いる、等の手法
が考えられる。 
今回の結果から、ASC の発現量低下により、
Src の活性化が起こることが明らかになった。
しかしながら、ASC と Src の活性化を直接結
び付ける証拠はまだない。本研究においても、
ASC ノックダウン細胞での Src 上流の因子を
解析したが、差が認められるものを見出すこ
とはできなかった。また、ASC と Src が直接
結合し、Src の活性化を阻害している可能性
を考え、免疫沈降法により検討したが、相互
作用は検出できなかった。現在考えられるメ
カニズムとしては、ASC の発現量低下により
Src によるカスパーゼ 8 のリン酸化が促進さ
れ、細胞運動能が上昇した結果のフィードバ
ックとして Src のリン酸化が亢進した、とい
う可能性である。しかしながら、ASC の発現
量低下による Src活性化のメカニズムの解明
は今後の課題の一つである。 
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