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研究成果の概要（和文）：がん細胞は、環境ストレス、代謝ストレスおよび治療に対して高い頑健性を示す。本
研究で我々はTsc 22ファミリータンパク質による扁平上皮がん進展の新しいメカニズムを明らかにした。 
TSC-22ファミリーのメンバーであるTHG-1は、正常な扁平上皮の基底層に発現し、扁平上皮がんに過剰発現し、
Ras－ERK経路によってリン酸化されることで腫瘍増殖を促進する。さらにプロテオーム解析を用いて新規THG-1
相互作用タンパク質を同定した。 THG-1は、細胞増殖、細胞保護、代謝および微小環境を調節するタンパク質と
相互作用することで、腫瘍形成に中心的役割を果たすことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Carcinoma cells exhibit a high level of robustness against environmental 
stresses, metabolic disorders and therapeutic efforts. Here, we provide a novel mechanism of the 
squamous cell carcinoma development by THG-1, a Tsc-22 family protein. THG-1(TSC22D4), a member of 
TSC-22 family, is expressed in the basal layer of normal squamous epithelium and overexpressed in 
squamous cell carcinomas. THG-1 is phosphorylated by Ras-ERK pathway, which promotes cell 
proliferation, invasion and tumorigenesis. However, molecular functions and physiological roles of 
THG-1 have not been clear. Therefore, we identified the THG-interacting proteins using proteomic 
approach.  THG-1 interacts with several factors that regulate the cell proliferation, 
cytoprotection, metabolism and microenvironment. Our resutls highlight the pivotal roles of THG-1 as
 a novel regulator of tumorigenssis under the oncogenic signaling pathway.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
扁平上皮がんの治療は、外科手術、放射線、化学療法であるが、転移を伴う進行がんの予後を劇的に改善できる
分子標的治療薬は未だ開発されていない。本研究により申請者はTHG-1と呼ばれる分子が、扁平上皮がんに高発
現し、腫瘍形成、浸潤に重要な役割を果たすことも見いだすとともに、その結合タンパク質のがん進展における
役割について明らかにすることができた。さらにこの結合を阻害する戦略を開発することにより、新たながん治
療法へ応用することができると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 扁平上皮がんは重層扁平上皮細胞を主な起源とし、食道、皮膚、肺などに発生する予後不良
のがんである。正常扁平上皮の構成細胞は基底部に存在する幹細胞から供給され、それらが増
殖、重層化、分化という複雑な過程を経て形成されるが、その詳しい形成機構、また発がん機
構については不明である。以下に扁平上皮がんの概要を示す。 
 
発生患者数： 米国の統計(CA CANCER J CLIN 2017;67:7–30)による、2017 年推定新規罹患数は、
肺（222,500）、食道（16,940）、頭頸部（49,670）、子宮頸部（12,820）。中国では喫煙率の高
さ、大気汚染の状況から 2025 年の肺がん発症数は 100 万人を超えると試算（ＷＨＯ）されてい
る。日本の肺がん罹患者は 133,800(2016 年)。 
 （注：上記肺がんの２〜３割が扁平上皮がん） 
 
病因： 肺扁平上皮がんは特にタバコ、食道・頭頸部がんはタバコ、アルコール、食習慣 
 
病態・症状の特徴： 肺扁平上皮がんは、太い気管支が細かく分かれ、肺に入っていく肺門部に
発生する場合が多い。タバコとの因果関係が深い。 
 食道・頭頸部がんの９割以上は扁平上皮がんで、食道の場合組織学的背景から、浸潤、転移を
起こしやすく、発見時には食道外組織に広がっていることが多い。 
 
ステージ分類： TNM 分類によりステージ、及び治療法が決定する。低ステージの場合は外科的
な切除により根治が期待できる。遠隔転移を伴う切除不能、再発の場合は化学療法、免疫療法、
放射線療法が選択される。 
 
標準治療の満足度： 切除不能な場合は、化学療法が選択されるが、現在でも細胞殺傷性の化学
療法が選択される場合が多く、認可された分子標的治療薬は少ない。これは肺腺がんのように
分子標的治療薬の標的になるドライバー変異を持つがんが少ないためであると考えられる。こ
のため患者は、骨髄抑制、脱毛、下痢、口内炎、末梢神経障害等の一般的な細胞殺傷性化学療
法の副作用に悩まされる。近年は PD1 を標的にした免疫療法（抗体医薬）も認可されてきてい
るが、適用範囲は限定的である。 
 
５年生存率： 米国の場合、患者数が比較的多い、肺、食道の場合、20％。 
         頭頸部は発生部位により幅があるが、60％前後。子宮頸部は 70％。 
  
 申請者は THG-1 が正常皮膚、食道等の扁平上皮基底細胞特異的に発現することを見出した。
さらに THG-1 は扁平上皮がんに高発現し、EGF-Ras-ERK 経路でリン酸化されて腫瘍形成を促進
し、さらに扁平上皮がんで THG-1 の機能獲得型変異を見出した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では扁平上皮の増殖、分化、及びがん化における THG-1 の役割を明らかにし、そのリ
ン酸化、変異、結合タンパクを標的にした分子腫瘍マーカーの開発、及びがん治療への応用を
目指す。 
 
３．研究の方法 
 
【細胞培養】 
ヒト胎児腎細胞株 293T、ヒト角化細胞株、食道がん、肺扁平上皮がん細胞は 10%FBS、penicillin 
streptomycin solution を添加した DMEM を用いて 37℃, 5% CO2の条件下で培養した。 
 
【免疫染色】 
 カバーガラスを入れた 6well dish に、細胞を 2×104 cells で撒き、24時間培養した。Dish
から細胞培養液を除去し、PBS で洗浄した後、3.7% formaldehyde/PBS で 10 分間固定した。 PBS 
で 10 分、3回洗浄後、1% BSA in 0.3% Triton X-100/PBS で 25 分間ブロッキングし、1次抗体
を室温で 1時間反応させた。その後、PBS で 5分、4回洗浄後、2次抗体を室温で 1時間反応さ
せた。反応後、PBS で 5 分、4回洗浄後、蒸留水で 2回洗浄し、封入剤を用いてスライドガラス
上に封入した。 
 
【マウスの皮膚からの RNA 回収、及び定量的 PCR 解析】 
 マウスの耳を切断し、皮膚組織を細かく裁断した後、アイソジェン２溶液に懸濁した後-80℃
で凍結した。融解後 RNA を回収し、cDNA を作製後、各種プライマーを用いて mRNA 発現を解析
した。 
 



【タンパク質間相互作用の検出・定量化】 
Fluoppi、及び Nano-luc を用いたタンパク質相互作用検出系を導入し、それぞれタンパク質間
相互作用を蛍光輝点、及びルシフェラーゼ活性で検出することに成功した。これを用いて THG-1
に結合する環状ペプチドがタンパク質間相互作用を抑制するかどうか検討した。 
 
４．研究成果 
THG-1 / TSC22D4 の扁平上皮がんの進展における役割を分子、細胞、個体レベルで明らかにす
るため、以下の研究を行った。 
 
① 新規同定した THG-1 の結合タンパク質（４種類）の解析を進め、THG-1 がどのようにがん
を進展させるのか分子メカニズムを検討した。特に THG-1 は、その結合タンパク質との結合を
介して、がんの微小環境、幹細胞性、さらにはストレス抵抗性を制御する可能性が考えられた。 
 
② THG-1 の生理的役割の解析：THG-1 ノックアウトマウスの解析を進めて、重層扁平上皮構築
への役割について検討し、①で同定した THG-1 の結合タンパク質との関連性について検討を進
めた。その結果、結合タンパク質の一つによって制御される標的遺伝子が THG-1 ノックアウト
マウスにおいても変化することが明らかになり、生体マウスにおいても機能していることが示
された。現在一部の結合タンパク質について組織染色ができないため、抗体の作成を検討して
いる。 
 
③ THG-1 の発現・リン酸化・変異・結合タンパクを標的にした分子腫瘍マーカーの開発：THG-1 
のリン酸化を認識する抗体を用いて、THG-1 のリン酸化を指標に複数の扁平上皮がん組織の免
疫染色を進めた。今後 THG-1 のリン酸化と１で同定した標的遺伝子発現との関連性を進め、新
規診断法開発の可能性についての検討を進めている。 
 
④ THG-1 結合ペプチドの同定と分子診断・分子標的薬への応用：THG-1 に結合するペプチド候
補物質の絞り込みを行い、THG-1 とその結合タンパク質との結合を定量的に評価する検出系を
用いて、同ペプチドが上記タンパク質間相互作用の一部を容量依存的に抑制することが明らか
になった。 
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