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研究成果の概要（和文）： 
がん細胞の浸潤・転移や血管内皮細胞の血管新生動員に重要なプロセスである上皮間葉移行 
(epithelial-mesenchymal transition, EMT) を共通に制御する転写因子 TCF8 を同定し、TCF8 が
EMT を制御する分子メカニズムをがん細胞側、血管内皮細胞側のそれぞれで解明した。また、
がん間質側の違いが、がんそのものの悪性度に寄与する新たなエビデンスを見出し、新しいが
んの制御法につながる新たな知見を提供した。 

研究成果の概要（英文）： 
We have hereby identified transcription factor 8 (TCF8) as a regulator of epithelial-mesenchymal 
transition, a critical process in cancer invasion/metastasis and endothelial mobilization to tumor 
angiogenesis. The molecular mechanisms by which TCF8 governs EMT were also revealed in both 
cancer cells and endothelial cells. In addition, novel evidence that the difference in the tumor 
microenvironment yields distinct feature of cancer malignancy is also provided, which might lead 
to the development of new strategies to cancer development. 
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１．研究開始当初の背景 
	 上 皮 間 葉 移 行  (epithelial-mesenchymal 
transition, EMT) は、上皮細胞が一過性に間葉
系細胞様に形態変化する現象であり、初期発
生における原腸陥入や神経提細胞の運動等
での重要なプロセスである。EMT の獲得が、
運動性亢進や細胞外基質の蓄積あるいは分
解の亢進を伴うことから、癌細胞の浸潤や線
維症との関連も重要視されており、癌細胞浸
潤・転移の初期過癌細胞の浸潤や繊維症との

関連も重要視されており、癌細胞浸潤・転移
の初期過程として研究が進んでいる一分野
である。血管内皮細胞が血管新生に動員され
る際にも類似の過程が存在し、内皮間葉移行 
(endothelial-mesenchymal transition) から同じ
く EMTと呼ばれている。他方、EMTによっ
て浸潤した細胞は、元と同じ性格を再び発現
する間葉上皮（内皮）移行 (MET) のプロセ
スを踏むことによって、最終的に癌細胞の転
移巣の形成あるいは成熟した血管形成に至



る。EMTを引き起こす分子メカニズムについ
ては、研究が進みつつあるのに対し、METに
関する研究は少なく、実際の分子基盤を論じ
ている報告はほとんど認められない。 
	 我々は、血管形成 3次元モデルを用いた研
究の過程で、血管形成に伴い誘導される転写
因子 (transcription factor 8、以下 TCF8) を発
見した。この分子をノックダウンすると、血
管内皮細胞の浸潤能が亢進し、血管形成モデ
ルの実験においては、形成された血管が不安
定で絶えず新規血管新生と退縮を繰り返す
傾向が認められた。この因子はまさに血管形
成が完成した時に、内皮への再移行、即ち
MET を誘導するキーになる分子と考えられ
る。従って、この分子の機能と制御機構を解
明することにより、血管新生時における MET
の分子基盤が明らかになると予想される。 
	 興味深いことに、我々が MET 制御因子と
して同定した TCF8 はある種の癌細胞におい
ては、EMTを促進する因子として報告されて
いる。このことは、TCF8 の制御機構が発現
誘導だけではないことを示唆している。 

２．研究の目的 
	 我々は、転写因子 TCF8 が血管形成時に
MET を引き起こす  (あるいは最終段階で
EMT を抑制する) 分子であることを発見し
た (13) 。興味深いことに、この TCFはある
種の悪性腫瘍においては EMT を促進する因
子として報告されている。この TCFの機能解
析を足がかりに、EMTと METあるいは両者
の関連についての分子基盤について明らか
にする。特に、TCFが細胞種によって正反対
の機能を有する分子機序について、時空間的
なダイナミクスという観点から明らかにす
る。最近の研究から、情報伝達の特異性や多
様性は、情報伝達構成要素の時空間的な制御
に依存することが明らかになってきている。
また、EMTや METの過程は、細胞の形態や
周囲の環境との相互作用が非常に重要であ
る。以上のことから、本研究課題を進めるに
あたり、バイオイメージング技術の導入によ
るアドバンテージは非常に大きい。 
	 研究代表者らはこれまで蛍光蛋白質とそ
れを用いた蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET, 
Fluorescence resonance energy transfer) の技術
を駆使し、細胞内情報伝達の時空間的な制御
機構の重要性について数多くの業績を上げ
てきた。これまで蓄積してきた技術を生かし、
TCFの機能解析、新規分子の探索や機能解析
を併せて行い、EMTと METを制御する分子
基盤とその時空間的なダイナミクスの全貌
を明らかにする。また、これら一連の研究を
通して、EMT及び METの分子基盤とそのダ
イナミクスを解明し、医学生物学的な応用へ
の足がかりを築きたい。 

 

３．研究の方法 
	 今回我々が、MET制御因子として同定した
TCF8について、その機能と制御機構を分子
レベルで詳細に解析する。実験手法としては、
生化学・分子生物的手法に加えて、バイオイ
メージング技術を駆使する。主として、細胞
増殖能、細胞接着能および細胞運動性につい
て分子レベルで細胞内のダイナミクスも含
めて解明する。これらの検討は 2次元での培
養のみならず、3次元培養条件下でのイメー
ジングを行うことにより、実際の細胞の形態
変化や周囲間質との相互作用との連関を明
らかにすることに重点を置く。また、TCF8
が発現制御している分子を探索することに
よって、転写レベルでの制御機構を明らかに
する。さらに血管形成時の内皮細胞を用いた
マイクロアレイ解析によって、TCF8と独立、
あるいは協調して働く制御因子を探索、それ
に分子に関わるメカニズムを明らかにする。 

４．研究成果	 

(1) 血管内皮MET誘導因子としてのTCF8 
本研究において、転写因子 TCF8 が血管新生
時、血管内皮細胞の EMT を抑制、あるいは
METを促進する分子であり、結果として血管
新生を抑制することを明らかにした。また
TCF8 のヘテロ欠損マウスでは、血管新生の
亢進を解して、がんがより悪性度の高い表現
系を示す環境を提供することを示した。即ち、
野生型マウスにおいては非浸潤性で境界明
瞭な腫瘍を形成する癌細胞が、TCF8 の遺伝
子改変マウスにおいては、腫瘍重量が大きく、
浸潤性で、野生型では見られなかった肺への
遠隔転移を示すことを明らかにした。実際に
TCF8 へテロ欠損マウスで形成された腫瘍組
織内の血管新生は亢進していた（図１）。 
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図１ TCF8欠損による腫瘍血管新生・がん細胞 

浸潤・転移亢進の模式図 

	 TCF8 の機能に関しても、当初の計画に基
づき、TCF8を siRNAでノックダウンしたヒ
ト臍帯静脈内皮細胞をモデルに細胞レベル
で明らかにした。内皮細胞が血管新生に動員
されるためには、隣接する細胞間接着と基底
膜から離脱、基底膜を破壊した後に、周囲の
基質と相互作用しながら浸潤する必要があ
る。細胞間接着能を高分子デキストランの透
過性で評価したところ、TCF8 のノックダウ
ン細胞で透過性の亢進が認められた。また、



基底膜の成分を模倣したマトリゲルを用い
た実験で、マトリゲルへの接着能の低下と浸
潤能の亢進が TCF8 ノックダウン細胞で認め
られた。以上の結果から、TCF8 は細胞間接
着や基底膜との接着能を亢進し、基底膜の分
解を抑制することにより、血管新生を負に制
御することが示された。さらに周囲結合組織
への浸潤能をコラーゲンコートしたトラン
スウェルで検討したこところ、TCF8 のノッ
クダウン細胞では細胞の浸潤能が亢進して
おり、同時に細胞外基質分解酵素 MMP1の発
現亢進が認められた。また、TCF8 は MMP1
のプロモーター領域に結合することも明ら
かにした。よって、TCF8は MMP1の発現抑
制を介して内皮細胞の浸潤能を抑制する分
子であることを示された（図 2）。以上の結
果は Cancer Research誌に報告した（業績 13）。 

 (2) TCF8による血管新生抑制の分子機序 
	 上記(1)の研究結果を基礎に、血管内皮細胞
に見られる表現型から、TCF8 が低分子量
GTP結合タンパク質R̶Rasを活性化すること
を見出した。R-Ras は他のグループからも血
管新生に対し負に働くことが報告されてい
る。R̶Rasの恒常的活性化型変異体導入は、
TCF8 ノックダウンによる血管新生亢進をキ
ャンセルし、逆に R-Rasの優勢劣性型変異体
は TCF8 過剰発現による血管新生抑制作用を
復活させる。以上のことから TCF8 は R̶Ras
の上流で機能することが明らかになった。 
	 興味深い事に R̶Rasの活性化に TCF8の転
写制御機能は必要ではなく、実際に R-Rasの
制御因子群の発現量は TCF8 の有無によって
変化しなかった。一方で蛍光バイオイメージ
ング手法を用いた解析から TCF8 と
CalDAG-GEFIIIというR̶Ras活性化因子の細
胞質での結合が上記R̶Rasの活性化に重要で
あることが示された（図 2）。尚、本研究成
果は、転写制御以外の TCF8 の機能を初めて
明らかにした点で意義が大きい。また、下記
(3)のがん細胞では TCF8依存性の R̶Ras活性
化は認められない事から、血管内皮細胞とが
ん細胞での TCF8 の機能の差を説明するため
の足がかりになるものと期待できる。本研究
成果は BBRC誌に発表した（業績 14）。 

 

図 2 TCF8による EMT誘導の分子メカニズム 

(3) がん細胞 EMT誘導における TCF8の役割 
 癌細胞の上皮間葉移行 (EMT)の制御におい
て RANKL に誘導される TCF8 が口腔癌細胞
の EMT 誘導と組織学的分化度に決定的因子
であることを American Journal of Pathology誌
に報告した (業績 1)。TCF8が E-cadherinの発
現抑制を介する EMT 誘導の鍵を握る因子で
あることは以前より知られていたが、類似の
機能を有する因子群があるため、実際の腫瘍
組織中での重要性に関しては議論の余地が
あった。特に培養細胞を用いた多くの研究に
おいては Snailが最も強力な EMT誘導因子と
して位置づけられつつある。我々は、in vivo
において癌細胞の EMT 誘導を制御可能な実
験系を構築することでこの命題に挑戦して
いたが、生体内においては TCF8 が主要な
EMT誘導因子であることを明らかにした。具
体的にはヒトおよびマウスの癌組織で低分
化型扁平上皮癌、すなわち EMT の亢進を誘
導する RANKLの発現量をコントロール可能
な癌細胞を樹立することで、in vivoにおいて
同一起源の細胞株から組織型の異なる腫瘍
を形成させることに成功した。この実験系に
おいては TCF8 の発現亢進が低分化型組織型
形成と EMT 誘導に必要十分であった。すな
わち TCF8は in vivoにおいて EMTを誘導す
る主要因子であることが明らかになった。一
方、TCF8が METを誘導する血管内皮細胞に
おいては、RANKL受容体 RANKが存在する
にもかかわらず TCF8 の発現誘導が認められ
ない事から、癌細胞とは異なる細胞内マシナ
リーを有している事も明らかになった。 

	 以上の結果より当初の予定であった同じ
分子が EMTとMETの双方に関与する原因の
一端を明らかにすることを研究期間内に達
成した。現在はさらに TCF8 の上流下流因子
をマイクロレイでリストアップしており、今
後さらなる分子メカニズムの解明も進める
予定である。 
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