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研究成果の概要（和文）：ERK経路は細胞増殖を司る情報伝達経路であり、その異常な活性化が発癌を導く。こ
れまでにERKの基質として複数の分子が同定されているが、未知の基質も数多く存在すると考えられており、そ
の解明は癌克服の観点からも重要である。本研究において我々は、ERK基質分子の網羅的な探索を行い、MCRIP1
を始めとする複数の新規分子を同定することに成功した。さらに、ERKによるMCRIP1のリン酸化が、転写抑制共
役因子CtBPの機能制御を介して、E-カドヘリンの発現と上皮間葉転換を調節していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The ERK pathway not only upregulates growth-promoting genes, but also 
downregulates anti-proliferative genes. In particular, ERK signaling contributes to repression of 
the E-cadherin gene during EMT. The CtBP co-repressor is also involved in gene silencing of 
E-cadherin. However, the functional relationship between ERK signaling and CtBP is unknown. In this 
study, we identified an ERK substrate MCRIP1, which bridges ERK signaling and CtBP-mediated gene 
silencing. CtBP is recruited to promoter elements of target genes by interacting with the 
transcriptional repressor ZEB1. We found that MCRIP1 binds to CtBP, thereby inhibiting CtBP-ZEB1 
interaction. When phosphorylated by ERK, MCRIP1 dissociates from CtBP, allowing CtBP to interact 
with ZEB1. In this manner, CtBP is recruited to, and silences, the E-cadherin promoter by inducing 
chromatin modifications. Our findings reveal a mechanism underlying ERK-induced epigenetic gene 
silencing of tumor suppressors and its dysregulation in cancer.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： エピゲノム制御　がん　ERK
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１．研究開始当初の背景 
上皮間葉転換（EMT）は、様々な増殖因子刺
激（TGFβ、EGF、HGFなど）に応じて、上
皮細胞が上皮マーカーである E-カドヘリン
（細胞同士を連結して繋ぎ止める分子）の発

現を失い、運動能の高い間葉系細胞の性質を

獲得する現象である。EMTは器官形成や創傷
治癒、組織線維化など、様々な生理的・病理

的生命現象に関与するが、癌細胞が高い運動

能を獲得して浸潤・転移する際にも重要であ

ることが知られている。従って、EMTの制御
機構、特に EMTの最も重要なステップであ
る E-カドヘリンの発現抑制機構を解明する
ことは、癌悪性化メカニズムを理解し、新た

な治療法を開発する上でも極めて重要であ

ると考えられる。しかしながら、その分子機

構には未だ不明な点が数多く残されている。 
	 癌細胞で異常な EMTが誘発される一因と
して、これまでに ERK経路（Raf-MEK- ERK）
の活性化が重要であることが報告されてい

る。実際に、この経路の上流に位置する Ras
や Rafなどの分子は、様々な癌において高率
に遺伝子変異が見出される癌遺伝子であり、

ERK経路を異常に活性化して細胞を癌化さ
せる。ERK経路が発癌を導くメカニズムとし
て、主に、ERKが細胞増殖に重要な遺伝子群
（初期応答遺伝子や、サイクリン D等）の発
現を亢進させる作用を持つことが注目され

てきた。しかしながら近年、ERKは増殖を促
進する遺伝子の発現を亢進させるだけでな

く、同時に、E-カドヘリンなどの癌抑制遺伝
子の発現をも抑制して、EMTを誘導すること
で癌の更なる悪性化を導くことが報告され

ている。その一方で、E-カドヘリンの発現抑
制に、転写抑制共役因子である CtBPが関与
することも示されている。CtBPは、核内で
様々なヒストン修飾酵素（脱アセチル化酵素

HDACや、メチル化酵素 HMTなど）と複合
体を形成する分子であるが、自分自身では

DNAと結合する能力を持たないため、普段は
核質内に局在している。しかし、細胞が増殖

因子などで刺激されると、CtBPは染色体
DNA上に存在する転写抑制因子（ZEBなど）
と結合して標的遺伝子のプロモーター領域

にリクルートされ、周辺のヒストン修飾を変

化させて E-カドヘリンを始めとする様々な
遺伝子の転写を抑制することが知られてい

る。従って、EMTには ERK経路と CtBPの
両方が関与するが、両者がどのようにして協

調的に作用し、EMTを誘導するのか、その分

子メカニズムに関してはこれまで全く知見

が無かった。 
 
２．研究の目的 
癌抑制遺伝子、増殖阻害遺伝子など、特定の

遺伝子の発現を ERK シグナルがどの様にし
て抑制するのか、その分子機構を明らかにす

るため、本研究では ERK によってリン酸化
される基質分子の網羅的探索を実施すると

ともに、同定した基質分子が CtBP の機能制
御とEMT誘導に関与し得るか検証を行った。 
 
３．研究の方法 
１）酵母 three-hybrid 法による ERK 基質分子
の網羅的探索 
恒常的活性化型ヒト ERK 変異体を安定発現
する出芽酵母に bait として pBTM117-PBD ベ
クター、prey としてヒト cDNA 発現ライブラ
リーを導入し、ERK 基質分子の網羅的なスク
リーニングを行った。遺伝子導入酵母細胞を

ヒスチジン欠損培地上に播種し、数日後に生

存してコロニーを形成した細胞からヒト由来

cDNAを回収し、その塩基配列を決定した。 
２）上皮間葉転換とエピゲノムの検出 
培養細胞に、レトロウイルスを用いて遺伝子

を導入した後、E-カドヘリンやビメンチンの
発現を蛍光免疫染色およびウエスタンブロッ

トにより確認した。また、細胞運動能の亢進

は、wound healing migration assay および
matrigel invasion assayにより検証した。プロモ
ーター領域のヒストン修飾はクロマチン免疫

沈降法により解析した。 
 
４．研究成果 
１）新規 ERK基質分子MCRIP1の同定 
	 ERKによってリン酸化される基質分子を、
ヒト cDNA発現ライブラリーから網羅的に探
索する新たな実験法を開発してスクリーニ

ングを行い、複数の新規 ERK基質候補分子
を同定することに成功した。これらの分子の

うち、特にこれまで一切論文報告のない新規

遺伝子（MAPK-regulated corepressor interacting 
protein, MCRIP1と命名）に着目して解析を進
めた結果、MCRIP1が実際に ERKに特異的な
基質分子であり、増殖因子刺激などに応じて

細胞内で ERK依存的に速やかにリン酸化さ
れることが明らかとなった。また、MCRIP1
に系統的な点変異を導入して解析を行い、

MCRIP1分子内の S21および T30が ERKに



よってリン酸化されるサイトであることを

見出した。 
２）MCRIP1による CtBPの機能制御 

MCRIP1は、その C末端領域に CtBPと特異
的に結合するコンセンサス配列を有してい

たことから、MCRIP1が CtBPの機能制御に
何らかの役割を果たす可能性を想定して解

析を行った。生化学的解析により、MCRIP1
がCtBPと直接結合すること、またその結果、
CtBPと ZEB（転写抑制因子）間の結合を競
合的に阻害して、CtBP依存的な転写抑制を解
除する作用を持つことを見出した。さらに興

味深いことに、ERKによってMCRIP1がリン
酸化されると、MCRIP1が CtBPから解離し
て、CtBPが ZEBと結合できる様になり、CtBP
の転写抑制作用が回復して E-カドヘリン遺
伝子のプロモーター活性が抑制されること

を見出した。 
３）ERKおよびMCRIP1による上皮間葉転換
の制御 

E-カドヘリンの発現抑制は、EMTの誘導に
重要であることから、実際にMCRIP1が EMT
の制御に寄与するかどうか検証を行った。ヒ

ト乳腺上皮細胞（MCF10A）では、ERK経路
の活性化に伴って ZEB1の発現が亢進し、
EMTが誘導されることが明らかにされてい
る。実際に、MCF10A細胞にレトロウイルス
を用いて ERK2を導入すると、細胞形態が紡
錘状に変化し、さらに上皮マーカーである

E-cadherinの発現が低下して、典型的な EMT
の特徴を示すことが確認された。この細胞に

野生型MCRIP1、もしくは各種MCRIP1変異
体を導入したところ、野生型MCRIP1を導入
した場合には、ERKによって EMTが問題無
く誘導されたが、興味深いことに、ERKでリ
ン酸化されないMCRIP1-AA変異体を発現さ
せると、MCRIP1が CtBPから解離しないた
め CtBPの機能が阻害されたままとなって E-
カドヘリンの発現が低下せず、EMTの誘導も
ほぼ完全に抑制されることを見出した。さら

に、EMTに伴う細胞運動能の亢進を wound 
healing migration assayおよび matrigel invasion 
assayによりモニターしたところ、
MCRIP1-AA変異体を発現する細胞では、
EMTの阻害と一致して、細胞運動能および浸
潤能も亢進しないことが確認された。 
	 次に、ERK依存的なMCRIP1のリン酸化
によって、実際にMCF10A細胞内で、CtBP
が E-カドヘリン遺伝子のプロモーター上へ
リクルートされるようになるか、その結果、

ヒストン修飾が変化するか、ChIPアッセイに
より検証を行った。コントロール細胞では、

CtBPがプロモーター上に存在しないため、周
辺のヒストンがアセチル化されており、転写

活性型のクロマチン構造になっていたが、細

胞に ERKを発現させると、MCRIP1がリン酸
化されて、CtBPがプロモーター上に結合でき
る様になり、その結果、ヒストンの脱アセチ

ル化とメチル化が誘導されて、転写抑制型の

クロマチン構造に変化していることが確認

された。また、細胞にリン酸化されない

MCRIP1-AA変異体を導入すると、ERK存在
下でも CtBPがプロモーター上にリクルート
されず、クロマチン構造の変化がキャンセル

されることが分かった。以上の結果から、

ERKがMCRIP1のリン酸化を介して CtBPの
機能を制御することで、プロモーター領域の

クロマチン構造を変化させ、E-カドヘリン遺
伝子のジーン・サイレンシングと EMTが誘
導されることが明らかとなった。 
４）癌細胞におけるMCRIP1のリン酸化異常 
	 ヒト癌におけるMCRIP1のリン酸化状態を
解析したところ、B-Rafなどの癌遺伝子によ
って ERK経路が恒常的に活性化している多
くの癌細胞で、MCRIP1が異常にリン酸化さ
れていること、またその結果MCRIP1が CtBP
と結合する能力を失って EMTが起こり易い
状態（即ち、癌細胞の浸潤・転移が起きやす

い状態）になっていることを見出した。 
	 本研究により、新たな ERK基質分子
MCRIP1が同定されると共に、ERKが
MCRIP1を介して転写抑制共役因子 CtBPの
機能を制御することでヒストン修飾を変化

させ、癌抑制遺伝子 E-カドヘリンのジーン・
サイレンシングが惹起されることが明らか

となった。また、癌で認められるMCRIP1の
リン酸化異常が、癌細胞のEMTを促進して、
癌の浸潤・転移を亢進させる一因となりうる

ことが示された。今後、今回の研究成果を応

用した新たな癌治療戦略の確立が期待され

る。 
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