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研究成果の概要（和文）：難治がんの一つスキルス胃がんにおいてはtransforming growth factor-β (TGF-β)
ファミリーのサイトカインの病態への深い関与が明らかになっている。研究代表者らはこれまでの検討によりそ
のシグナルおよび下流の転写調節機構は細胞種により大きく異なることを報告してきた。そこで本研究ではTGF-
βシグナルの転写因子Smad2/3の結合部位データを用いて、その経時的変化や他のがんとの比較により病態に関
わる分子機構を明らかにすることを目的とした。その結果ある標的遺伝子の発現が患者予後に与える影響が他の
がんとは異なること、この遺伝子が細胞運動の抑制に働いていることなどを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cytokines of transfroming growth factor-beta (TGF-beta) play important roles
 in the pathogenesis of diffuse type gastric cancers. We previously reported that TGF-beta and the 
binding sites of its downstream Smad2/3 transcription factors are deferentially regulated in 
different types of the cells. We here analyzed our ChIP-seq data of Smad2/3 obtained from several 
diffuse type gastric cancer cell lines to reveal its regulatory mechanisms. Through comparison with 
the Smad2/3 binding data of the other cells, we identified a target gene of TGF-beta whose 
expression was deferentially correlated with the prognosis of patients with gastric cancer. We also 
found that this target gene regulated cellular motility, suggesting its roles in the progression of 
cancers. 

研究分野： 分子病理学・シグナル伝達・癌
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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 
(1) がん治療法開発のための精力的な取り
組みにもかかわらず、未だ治療に難渋するが
ん腫が存在する。スキルス胃がんは若年女性
に好発し、治療の現状の打開が切望されてい
る、こうした難治がんの一つである。一方で
がんの病態理解のための分子生物学的な研
究は、近年のゲノムレベルでの網羅的な融合
遺伝子・変異遺伝子の同定をはじめ、合理的
な分子標的薬開発へと実を結びつつある。 
 
(2) ス キ ル ス 胃 が ん に お い て は
Transforming growth factor-β (TGF-β)フ
ァミリーのサイトカインの病態への深い関
与が明らかになっている。がん細胞における
TGF-βシグナルは標的遺伝子群の発現を介
してがんの間質細胞に関与し、スキルス胃が
んに特徴的で且つがんに都合のよいがん微
小環境形成を抑制し、またがん幹細胞様の形
質を持ち抗がん剤耐性・再発に関わる一部の
細胞に対しても抑制的に働くことが明らか
になっている。 
 
(3 )最近の The Cancer Genome Atlas (TCGA) 
や本邦からの次世代シーケンサーを用いた
胃がん患者検体の解析報告では新たに RhoA 
の高頻度変異などが見いだされる一方で、
TGF-β経路を含む多様な遺伝子の変異が明
らかになっている。ここで重要なことは TGF-
βは数多くの他のシグナル経路と相互に調
節をしていることである。そしてこれらの変
異がもたらす影響が十分に明らかになった
とは言いがたい。 
 
(4) 研究代表者はこれまでに高密度ゲノム
タイリングアレイや ChIP-sequencing によ
る転写因子結合部位と標的遺伝子の同定手
法を活用して、TGF-βシグナルの細胞内伝達
分子・転写因子であるSmad2/Smad3 (Smad2/3)
や Smad4 の結合部位を網羅的に同定、報告し
てきた。結合部位に高頻度に存在するモチー
フから Smad2/3 の作用を修飾する因子 ETS1 
や TFAP2A の役割を発見した。さらに肝臓が
ん細胞株での結果との比較により、Smad2/3 
結合部位が細胞種によって大きく異なるこ
と、肝細胞特異的な制御分子として HNF-4α
があることを報告した。また肝臓がん細胞に
おける Smad2/3 結合部位に Myc 結合配列が
濃縮していることも見いだされ、がん細胞に
特異的な Smad2/3 結合・機能修飾プロセスの
存在が示唆された。肺腺がんもまた TGF-βが
強く病態に関わることが分かっているが、
TGF-βによる肺腺がん細胞の上皮間葉転換
EMT が組織特異的転写因子で患者予後に関
わる TTF-1 によって抑制されることに着目
したTTF-1 とSmad3/4 のChIP-seq による解

析では、そのがん腫に特異的な制御機構を新
たに同定している。また同様の手法を用いて
TGF-βファミリーの一つ BMP の下流因子
Smad1/Smad5 についても、結合部位には細胞
種によって違いがあることが明らかになっ
た。こうした背景から、スキルス胃がんにお
いても特異的な TGF-β-Smad シグナルの制
御機構が存在するものと考えられる。 
 
(5) 以上の背景から、スキルス胃がんにおい
ても未だ明らかになっていない、がん腫に特
徴的かつ重要な TGF-βシグナルに対する他
経路からの転写制御機構が存在するものと
考えられる。 
 
２．研究の目的 
上述のようにスキルス胃がんにおいては
TGF-βファミリーの病態への深い関与が明
らかになっている。研究代表者はハイスルー
プットシークエンシングを用いたシグナル
伝達・転写制御解析を行うことで、スキルス
胃がん細胞特異的な TGF-β  下流因子
Smad2/3 の結合部位のin vitro 及び in vivo 
での同定に成功しており、本研究では TGF-
β 刺激後の経時的な Smad2/3 結合部位の変
化とマウス腫瘍移植モデルでの Smad2/3 結
合部位の特徴に着目し、スキルス胃がんで観
察される TGF-βの各種作用が如何なる機構
で発現しているか、俯瞰的な視野から真に重
要な制御因子・経路を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、研究代表者がこれまでの検討
で取得した、抗悪性度のスキルス胃がん細胞
株を用いた抗 Smad2/Smad3 (Smad2/3)抗体に
よるクロマチン免疫沈降-シークエンス法
(ChIP-sequencing 法)による網羅的な結合部
位情報を基本情報として解析に用いた。 
 in vitro での網羅的かつ経時的 Smad2/3 結
合部位情報によるシグナル制御機構探索で
は、抗悪性度のスキルス胃がん細胞に TGF-
β刺激を行い1.5および24時間後のSmad2/3 
ChIP サンプルを取得し、次世代シーケンサー
を用いて結合部位のDNA断片を取得してゲノ
ムにマッピングしpeak callを行って、FDR 5%
での有意な結合部位を算出したものを用い
た。本検討では 1.5 時間と 24 時間の Smad 結
合データを用い、後述の in vivo での観察と
合わせSmad2/3結合持続性の違いに着目して
検討を行った。またこれまでに取得してきた
正常上皮細胞でのSmad2/3結合部位と比較し、
スキルス胃がん細胞に特異的な結合部位を
併せて同定した。比較の結果、それぞれの群
について、結合部位に濃縮して存在するモチ
ーフ配列を MEME などを用いて de novo で計



算し、いかなる転写因子の特異的結合可能性
があるか予測した。さらに TGF-β刺激による
遺伝子発現変化についてRNA-seqデータの取
得を行った。 
マウス移植モデルの腫瘍サンプルを用いた
in vivo での Smad2/3 結合部位の網羅的同定
解析では、スキルス胃がん細胞の xenograft
モデルを用いて得られた腫瘍組織から
Smad2/3 の ChIP サンプルを取得済みであっ
た。このデータを用いて結合部位の算出を行
った結果、実に 8 割が in vitro には認めら
れない領域であった。そこでこうしたin vivo
特異的な結合部位におけるモチーフ解析を
行うことで、その制御経路・制御因子の同定
を試みた。また in vitro における Smad2/3
結合部位との比較では結合強度持続性のあ
るほど in vivo でも結合が維持される頻度が
高いことから、Smad2/3 結合持続部位でのモ
チーフ解析を併せて行った。 
こうして同定した制御因子候補群につい

て shRNA による loss of function の検討を
中心に行い、RNA-seq により遺伝子発現への
影響について検討することとした。 
 また上記検討に用いたスキルス胃がん細
胞と同じ患者由来の低悪性度、低腫瘍形成性
のスキルス胃がん細胞株についてRNA-seqを
行い、比較を行った。また公開されている
TCGA をはじめとする遺伝子発現・変異情報を
取得して、Smad2/3 結合部位の制御因子・経
路候補同定の一助とした。 
 上記の解析を通してスキルス胃がん細胞
での TGF-βシグナルが如何に in vivo で制御
されているか、がん幹細胞としての形質やが
ん微小環境との相互作用などについて、その
一端を明らかにすることを目指した。 
 
４．研究成果 
(1) ChIP-seq で見いだされた経時的な
Smad2/3 結合部位の変化について、結合部位
のモチーフ解析とトランスクリプトーム解
析を行った。また in vivo 特異的 Smad2/3 結
合部位の塩基配列についてモチーフ解析、in 
vitro との比較を行った。これらの結果それ
ぞれの条件においてより強く結合している
可能性がある転写因子ファミリーを予測す
ることができた。また追加の検討として、用
いたスキルス胃がん細胞株と同一患者由来
の低悪性度・低腫瘍形成性株の RNA-seq のデ
ータ取得を行って比較解析した。 
これらの解析データを踏まえて、よりスキ

ルス胃がんに特徴的な制御機構を探るため、
非スキルス胃がん細胞株との比較解析を行
った。研究代表者らがこれまでに同定した複
数の TGF-β標的遺伝子について、スキルス胃
がん細胞と非スキルス胃がん細胞での発現
について検討した。結果、ある標的遺伝子Ｃ

の発現は、スキルス胃がん症例と非スキルス
胃がん症例で、予後に与える影響が反対であ
ることを見出した。このためこの遺伝子Ｃに
特異的な siRNA や抗体を購入し、siRNA のノ
ックダウン効率等を評価したうえで RNA-seq
による網羅的な遺伝子発現解析を行った。 
また標的遺伝子Cのがん種間での発現量比

較とがんの諸形質に対する影響について検
討を行った結果、この遺伝子の発現は非スキ
ルス胃がん細胞や肺がん・乳がん・大腸がん
細胞株などにおいても認められる一方で、ス
キルス胃がんをはじめ悪性度の高いがんで
発現が顕著に抑制されていることが分かっ
た。またこの遺伝子の発現を抑制すると、非
スキルス胃がん細胞の運動能が上昇するこ
とが明らかになった。この影響は TGF-β刺激
によりさらに顕著に認められた。 
 

(2) 一方で Smad2、 Smad3 結合部位のモチー
フ解析に基づく検討では、スキルス胃がん細
胞株から取得したRNA-seqデータの解析によ
り、in vivo での Smad2、 Smad3 結合部位に
特異的に算出されたモチーフＲに結合する
転写因子の発現が、悪性株と低悪性度株間で
必ずしも差が認められないことが明らかに
なった。また高悪性度株で選択的に発現して
Smad2/3 のシグナルを制御する転写制御因子
の同定を試みたものの、AP1 結合タンパクを
はじめ過去に報告してきたSmad2/3のコファ
クター以外に特徴的なものは見いだせなか
った。またスキルス胃がん細胞の RNA-seq で
のオントロジー解析の結果からは、スキルス
胃がん細胞においても TGF-βは細胞運動・浸
潤能について促進的に働くことが示唆され
た。これはこの細胞でがん幹細胞性の維持機
構や腫瘍微小環境に対する作用を通して
TGF-βが スキルス胃がんの進展に抑制的に
働くとした過去の知見とは別のシグナルの
側面を示唆するものになった。 
 
これら本研究プロジェクトの検討内容を

含む成果を国際学会で発表したほか、部分的
に本研究を通して副次的に得られた成果を
国内学会で発表した。 
また本研究で得たサンプル、データを含め

た変異遺伝子の探索検討を通して、副次的に
脳腫瘍における新規遺伝子変異を同定し報
告した。 
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