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研究成果の概要（和文）：mammalian Target of Rapamycin (mTOR)により発現抑制される分子として抽出した
Trefoil factor-1 (TFF-1)のヒト肺癌での機能を解析した。培養細胞ではTFF1はアポト－シスを誘導することで
細胞増殖を抑制し、遊走、浸潤能にも抑制性に機能した。TFF1の分泌は腺癌細胞のみで見られたが、ヒト肺癌組
織では全組織型で発現を認めた。肺癌患者では血清中TFF1-3の全てが正常コントロール群より統計的有意差をも
って高かった。以上より、TFF1は肺癌細胞では腫瘍抑制性に機能し、TFF1-3の血中濃度は肺癌患者のバイオマー
カーとなる可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified Trefoil factor 1 (TFF1) as a molecule negatively regulated by 
mammalian Target of Rapamycin (mTOR). In cultured cells, TFF1 was found to be negatively regulated 
by mTOR at promoter level by Luciferase assay. TFF1 functions as a suppressor of cancer 
proliferation, cell migration and invasion and thus, may provide a synergistic target for potential 
treatment strategies for human lung carcinoma. Although TFF1 was secreted only in adenocarcinoma 
cells in culture, its expression was observed in all histological types of human lung carcinoma 
tissues. Moreover, serum levels of TFF1,2,3 measured by ELISA were significantly higher in lung 
cancer patients than controls. Therefore, serum TFF1,2,3 levels are promising and predictive 
biomarkers, and their measurement provide a useful in vivo and non-invasive diagnostic screening.

研究分野： 腫瘍病理学

キーワード： Trefoil factor-1 　mTOR　肺癌　増殖抑制　遊走　浸潤　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TFF-1は肺癌培養細胞においてアポト－シスを誘導することで細胞増殖を抑制し、遊走、浸潤能も抑制した。
TFF-1が肺癌細胞では腫瘍抑制性に機能するという新規の結果は、基礎研究面での意義だけでなく、TFF-1の発
現、機能を亢進させる薬剤が肺癌における新たな抗癌剤の候補となり得るということで臨床応用が期待できる点
でも意義がある。またTFF-1-3の血中濃度は肺癌のスクリーニング、あるいは治療後の再発や転移のモニターリ
ングの際のバイオマーカーとなる可能性も示唆され、こちらは肺癌の診断、治療に大きく貢献できる可能性があ
る事で社会的にも非常に意義のある結果と考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

 癌関連遺伝子蛋白は近年、"分子標的療法”のターゲットとなり、そこに立脚したゲノム創薬

は癌研究、治療の大きな柱となっている。しかし、奏効した分子標的療法剤は未だ少数で、更な

る遺伝子(gene signature)、蛋白の-ome 解析が進み、個別化医療→精密医療へと発展した。我々

も含めた近年の研究で、癌の遺伝子多型、抑制系蛋白の分解、microRNA (miRNA)の重要性も報告

され、基質や周辺分子の同時解析も必要とする新しい局面を迎えた。我々もその一策として, 癌

で特に注目される Akt, その中でも mammalian target of rapamycin (mTOR)を介する系に注目

し、特に実験系とヒト癌の差異、臓器特異性、個体間/個体内 heterogeneity による多様性を重

視し、治療プロトコールが確立した癌でも多因子に対する多種の解析法を用いた詳細なプロフ

ァイリングが必要と考え、個々の癌の悪性度(増殖、浸潤、転移、治療抵抗性)を規定する因子群

の解明と、それに基づいた癌症例の新たなクラスター化、層別化を目的とした研究を計画した。

「ターゲット因子の多面的解析から癌治療へのアプローチ」は今後の癌研究の蓋然的戦略であ

るが、Akt を軸とした包括的解析研究の報告はほとんど無かった。 
 
 
２．研究の目的 

 我々が専門に研究してきた肺癌を中心に、細胞内増殖シグナルのハブ蛋白・Akt/mTOR 系に

ついて、遺伝子の数的異常、蛋白質活性化異常に伴う下流因子、及びそれに関与する microRNA 

(miRNA)含めて包括的に解析し、個々の肺癌のプロファイルを詳細に解明する。この Akt と下流、

周辺因子のネットワーク(“Akt/mTOR 系 complex”)の複数因子の異常をパラメータとして用い、

肺癌の悪性度を規定するプロファイル、バイオマーカー(群)を探索する”精密医療(precision 

medicine)”をめざした基礎的研究を目的とした。 

 

 
３．研究の方法 
 

(1) Akt とその周辺の分解系 ligase の関与について解析を行った。我々は Akt に細胞周期抑制

因子 p27 が関与していると推定しており、その ligase の 3 種(Skp2、KPC、Pirh2)について p27

との相関を肺癌組織 93例を用いて定量的 RT-PCR (qRT-PCR)、免疫組織染色で解析した。 

(2) 固形癌(胃癌、肺癌)の手術材料のパラフィン切片を用いて fluorescence in situ 

hybridization (FISH 法)と Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA 法)で

癌遺伝子、細胞周期制御因子遺伝子の数的変化を解析した。また FISH 法ではとらえられない

AKT1,2 遺伝子の微細な増加を MLPA により同定する方法論を確立することを試みた。 

(3) AKT 増幅により変動する miRNA としてアレイ解析から miR-200a と miR-200b を同定したの

で、そのターゲット蛋白を免疫染色で検討し、肺癌への関与を臨床病理学的に解析する。 

(4) mRNA アレイ解析で得た Akt/mTOR 活性化で制御される Trefoil factor-1 (TFF-1)の肺癌に

おける機能解析を行った。 

①内因性 pmTOR、TFF-1 については両者の(逆)相関関係に注目して肺癌細胞株 5 種(SBC5[小細

胞癌]、LK-2、LC-AI、SQ-5[扁平上皮癌]、PC-3 [腺癌])の細胞溶解液を用いて immunoblot, qRT-

PCR、ELISA で解析した。また mTOR は(290kd)の蛋白質で cDNA 導入による過剰発現が困難なの

で、mTOR 抑制剤 Temsirolimus (Tronto Chem, 0.3-3μM)、pmTOR-siRNA(Cell Signaling Tech. 

[CST])存在下で発現変動の関係を検討した。pmTOR の ELISA は CST 社製プレートで、TFF-1 は東

大・野村らが確立した系を用いた(1)。また pGL4.18/luc2p の luciferase vector (Promega)に



合成した TFF-1 promoter の 1kb(GenScript)を挿入し、Temsirolimus、あるいは pmTOR-siRNA 存

在下で reporter assay を行った。 

②肺癌培養細胞で TFF-1 の構成的過剰発現株を樹立して形質の変化を解析した。細胞増殖能へ

の影響は血球計算板による計測と CKK assay (Dojin 社製)で行った。細胞周期への影響は

propidium iodide で染色した細胞を flow cytometry (FACSVerse, Becton-Dickinson 社製)で

解析した。細胞遊走能への影響は confluent な培養皿をピペットで擦過することで無細胞野を

作り、そこへの細胞移動度で計算した。浸潤能は Matrigel (Corning 社製)を通過する移動細胞

数から算出した。これらの実験では全て TFF-1 特異的 siRNA (ThermoFisher Scientic 社製)で

処理することで TFF-1 特異性を確認した。 

③バイオマーカーとしての有用性を肺癌患者血清中、尿中の TFF-1-3 を ELISA でアッセイする

ことにより検討した。このアッセイは上記の東大グループが作製し、既に報告した in-house 

ELISA plate の系を用いた。 

 

 

４．研究成果 

上記のごとく、肺癌における増殖シグナル effector の Akt/mTOR を中心とした活性化制御異

常を解析した。 

(1)  細胞周期抑制因子 p27 は Akt 以外に ubiquitin ligase により分解制御される。93 症例 

(全組織型) の肺癌組織で p27 と ligase の発現を免疫染色で検索した。Skp2 は扁平上皮癌、小

細胞癌で Pirh2、KPC は非小細胞癌で発現が高頻度だった。臨床病理学的に腺癌で KPC 発現は T

因子、Pirh2 はリンパ節転移(pN)、pStage と、扁平上皮癌で細胞質 p27 は pN と有意な相関を示

した。Pirh2 は腺癌では予後と相関し、組織型特異的 p27 制御機構と、ligase の悪性度規定因子

としての有用性を示した(Hum. Pathol. 2017)。 
(2)  MLPA 法により胃癌の約 20%で CCNE1、CCND1、CDK6 が発癌早期に増幅し、後期に ERBB2、 

EGFR、KRAS 等の癌遺伝子の増幅が加わることより、CCNE1、CCND1、CDK6 が胃癌の早期治療のた

めの標的遺伝子となることを明らかにした(Hum Pathol. 2017)。また MLPA 法の AKT1、AKT2 のカ

スタムプローブを独自合成し、遺伝子数を肺癌材料で定量解析した。cut-off 値も独自で再設定

し、腫瘍内不均一性を克服できるレベルで解析できることを FISH 解析との同時解析で確認した

(Int J Clin Exp Pathol 2019)。 

(3)  miR200 ファミリー、特に miR200a の標的遺伝子としては beta-catenin、EphA2、ZEB1、

PTEN、YAP-1 そして間接的な標的として E-cadherin が知られている。亢進している AKT1、2遺

伝子増幅群ではそのターゲットの中でも EphA2 が有意に抑制されていることを 38 例の肺癌材料

での免疫組織学的染色から明らかにし、誌上報告した(Int J Clin Exp Pathol 2020)。 

(4)  mTOR に抑制される蛋白として microarray 解析で Trefoil factor-1(TFF-1)を同定した。

①TFF-1 は immunoblot, qRT-PCR、ELISA のいずれの方法でも腺癌でのみ細胞内発現、細胞外分

泌を認めた(OncoTargets. Therapy 2021)。TFF-1 promotor 導入 Luciferase vector を用いた

培養細胞系で、mTOR 抑制剤により TFF-1 promotor 活性が亢進した。また、免疫染色で mTOR と

TFF-1 は拮抗的な発現を示した。in vitro, in vivo 両系で mTOR-TFF-1 の制御を確認した(論

文準備中)。 

 ②小細胞癌(SBC5)、扁平上皮癌(LC-AI)の TFF-1 過剰発現株で、細胞増殖能を細胞数計測と CKK 

assay で検索したところ、TFF-1 過剰発現株では細胞増殖能は亢進するが、死細胞も有意に増加

した(下図 1)。FACS 解析でも TFF-1 過剰発現株では S-G2/M 期分画が有意に増加することを確認

できた。以上より TFF-1 により細胞周期の回転は促進されるがアポト－シスの亢進による

abortive cell cycle で、結果的に増殖は抑制されると結論した。また遊走能、浸潤能も統計的

有意差をもって抑制され、これは特異的siRNAの導入で回避された(OncoTargets. Therapy 2021)。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１.  Hemocytometer による SBC-5 生細胞数(A)と死細胞数(B)の計測値の変化と両者の合計

(C)。BC, 親株; G-neo, ベクター導入株； G-TFF-1, TFF-1 過剰発現株 

 

③患者血清レベルの ELISA による定量解析系に加え、尿中レベルの解析系も確立した。結果、

肺癌患者では血清中では TFF-1-3 いずれもが高いが、尿中では逆にすべて統計的有意差をもっ

て低かった (下表 1.  論文投稿中)。 

 

表 1.  血清、尿中 TFF1～3 レベル 

  TFF1 血清 TFF1 尿/cre 

  n 平均値 SD p 平均値 SD p 

LK 200 1.421 1.095 <0.001*  1.341 1.442 0.042* 

control 200 0.925 0.881   1.613 2.007   

  TFF2 血清 TFF2 尿/cre 

  n 平均値 SD p 平均値 SD p 

LK 200 4.687 2.822 <0.001*  18.255 13.801 0.302 

control 200 3.128 1.622   19.01 15.158   

  TFF3 血清 TFF3 尿/cre 

  n 平均値 SD p 平均値 SD p 

LK 200 8.517 5.478 <0.001*  5.382 5.113 <0.001*   

control 200 6.005 4.487   8.317 7.398   

  *有意差あり LK, 肺癌患者; control, 健常者; n, 検体数． 単位, ng/mL  
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