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研究成果の概要（和文）：がんの転移機構における上皮間葉転換（ EMT）を転写調節因子Snail を用いて誘導し
たときの、排出系トランスポーターの機能変動およびその調節機構を解析したところ，ヒト肺がん由来HCC827細
胞では，ERMタンパク質のうち Msn が，ヒト肝がん由来HepG2細胞ではRdxの発現量が増加しており，それぞれ
P-gpの機能が亢進していた．このとき，P-gpのｍRNAは増加せず，膜上発現量のみが増加していた．P-gp と ERM
タンパクのうちRdx との相互作用を免疫沈降法により調べたところ、P-gp と相互作用している Rdxが確認され
た。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the functional changes of efflux transporters such as 
P-glycoprotein(P-gp) and their scaffold proteins, ERM(Ezrin, Radixin, Moesin) during the induction 
of epithelial-mesenchymal transition (EMT) in cancer metastasis using the transcriptional regulator,
 Snail. The protein and mRNA expression levels of Moesin and Radixin were increased in human lung 
cancer-derived HCC827 and human liver cancer-derived HepG2 cells, respectively, indicating that P-gp
 function was enhanced. The mRNA level of P-gp was not increased, but only the membrane expression 
level was increased. The interaction between P-gp and Radixin, an ERM was investigated by 
immunoprecipitation, and Radixin was found to interact with P-gp. In HCC827, where the Snail gene 
was introduced, it was suggested that the expression and function of the efflux transporter MRP5 
were enhanced.

研究分野： 生物薬剤学

キーワード： P-糖タンパク　上皮間葉転換　排出系トランスポーター　転写調節因子　ERMタンパク質　mRNA　Snail 
　免疫沈降法

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、がん細胞において Snail 誘発性の EMT が生じる際に，ERMの発現増加に伴って排出系ト
ランスポーター，特にP-gpの細胞膜発現が増加し，その機能が上昇することが確認された。またこのとき、発現
が増加する ERM タンパク質は臓器毎に異なる可能性が示唆された。今回の検討により，がん多剤耐性は抗がん
剤の曝露をきっかけとするだけでなく，がんの転移の際にも起こりえることが示唆され，さらにP-gpを細胞膜上
に固定する足場タンパクは組織ごとに異なることから，組織特異的な抗がん薬の開発に繋がるものと期待され
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。



１．研究開始当初の背景 

がんは日本における死因第一位の疾患であり、その生存率は他の臓器への浸潤や転移と

いった悪性化を経ることによりさらに顕著に低下する。特に肺がんは転移に至るまでの期

間が短いだけでなく、転移後の 5 年生存率が 3.7%と極めて低い、最も死亡率の高いがんで

ある。このがんの浸潤・転移を引き起こすメカニズムとして、原発巣の上皮系がん細胞が

高い移動能を有する間葉系がん細胞へと形質変換する現象「Epithelial - Mesenchymal 

Transition (EMT)」が提唱されている。EMT を介した浸潤・転移時に伴うがんの悪性化に

よる生存率低下の要因には、がん細胞が様々な薬剤耐性機構を亢進させることで、抗がん

薬の効果を減弱させることが推察される。したがって、この耐性化およびその亢進のメカ

ニズムを明らかにすることは、浸潤・転移時の生存率を改善するために極めて重要である

と考えられる。一方、一般的にはがん耐性化のメカニズムのひとつには、多くの抗がん薬

を細胞外へと排出する P-glycoprotein (P-gp)および Breast Cancer Resistance Protein 

(BCRP)などのトランスポーターの発現および輸送機能の亢進が考えられる。申請者らはこ

れまでに、肺がん細胞株に転写因子である Snail を過剰発現させて EMT を誘導したとき、

P-gp のタンパク発現量は変化しないにも関わらず、P-gp の基質である抗がん薬（パクリタ

キセル）の排出が亢進され細胞が死滅しにくい（毒性が減弱する）ことを見出している。

また、これとは独立して ezrin, radixin, moesin (ERM)と呼ばれる P-gp を細胞膜上に固定す

る“足場タンパク”の発現を阻害すると、P-gp のタンパク発現量は変わらずにその機能が抑

制されることを明らかにしている。つまりこれらの知見を組み合わせると、EMT による

P-gp の機能亢進にはこれらの足場タンパクの関与が想定される。しかしながら、肺がん細

胞において、どの足場タンパクが P-gp の発現を調節しているのか、そのタンパクが EMT

誘導時に実際に増加しているかは明らかではない。また、それらの現象が臨床における事

象を反映したものであるか否かも明らかではない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、Snail 誘導性の P-gp 機能亢進メカニズムを明らかにし、加えて、患者肺が

ん組織における P-gp およびその調節因子、Snail の発現量を評価することにより、Snail は

肺がんの転移能を亢進させるだけでなく、P-gp の発現や機能の変動を引き起こすかを明ら

かにすることを目的とした。  

 具体的には、肺がん細胞を用いて EMT 誘導因子と P-gp およびその機能調節因子の発現

を比較解析することにより、EMT 誘導時における P-gp 機能亢進メカニズムを明らかにし

た。さらに、肺がん患者の腫瘍組織を用いて同様の解析を行うことにより、in vitro で確認

された現象が in vivo およびヒト臨床での現象を説明できるか否かを明らかにすることを

目的とした。 

 

  



３．研究の方法 

1. 肺がん細胞における EMT による P-gp 機能亢進メカニズムの解明 

1-1. Snail による EMT 誘導時における P-gp と足場タンパクの発現変動 (細胞株 in vitro)  

ヒト由来肺がん細胞 HCC827 に Snail を導入して EMT を誘導し、細胞全体および抽出し

た細胞膜画分において P-gp のタンパク発現量が増加しているかを Western blotting により

評価した。また、P-gp の機能を亢進させる足場タンパクである ERM に着目し、発現量の

変化を同様の方法にて確認した。 

1-2. EMT 時の足場タンパクの発現誘導を抑制したときの P-gp の機能変動 (細胞株 in 

vitro) 

 1-1.にて確認された足場タンパクの発現亢進を RNAi 法にて抑制したとき、P-gp の輸送

機能の亢進が抑制されるか否かを基質薬物である Rhodamine123 の排出能を検討すること

で評価した。 

2. 臨床検体における EMT および P-gp 機能亢進因子の探索  

2-1. EMT の確認および Snail と P-gp の発現評価 (臨床検体 in vitro)  

群馬県立がんセンターの化学療法未施行患者から提供された肺がん組織を用いて、in 

vitro において発現および機能変動が確認されている Snail および EMT マーカー、P-gp の

mRNA 発現量を解析した。 

2-2. EMT の誘導因子および P-gp の機能亢進の因子の発現評価 (臨床検体 in vitro) 

1-1 および 1-3 の in vitro 検討にて検討した因子が、ヒト肺がん組織においても同様の発現

変動を起こしているかを mRNA 発現量の解析により評価した。 

 

４．研究成果 

1. 肺がん細胞における EMT による P-gp 機能亢進メカニズムの解明 

1-1. Snail による EMT 誘導時における P-gp と足場タンパクの発現変動 (細胞株 in vitro)  

ヒト由来肺がん細胞 HCC827 に SNAI1 遺伝子を導入し、細胞全体および抽出した細胞膜

画分において P-gp のタンパク発現量を評価した。Mock 細胞と比較して、SNAI1 遺伝子を

導入した細胞では、P-gp の総発現量は変わらないものの、細胞膜発現量が増加することが

確認された (227.1±138.1%)。 

また、P-gp の機能を亢進させる足場タンパクである ERM に着目し、発現量の変化を確

認した。Msn の mRNA 発現量は Mock 細胞と比較して SNAI1 遺伝子を導入した細胞で 2.3

倍に増加したが、Ezr と Rdx の発現量は変化しなかった。さらに、Msn のタンパク質発現

量についても、SNAI1 遺伝子を導入した細胞では、Mock 細胞と比較して 2.7 倍の増加が認

められた。 

1-2. EMT 時の足場タンパクの発現誘導を抑制したときの P-gp の機能変動 (細胞株 in 

vitro) 



Msn の発現亢進を RNAi 法にて抑制したときの P-gp の輸送機能を、P-gp 基質薬物であ

る Rhodamine123 の排出能を検討することで評価した。SNAI1 遺伝子を導入した細胞では、

Rhodamine123 の排出率が Mock 細胞と比較して 4.1 倍に増加し、この増加は Msn の

knockdown によって 50％抑制された。 

 

2. 臨床検体における EMT および P-gp 機能亢進因子の探索  

2-1. EMT の確認および Snail と P-gp の発現評価 (臨床検体 in vitro) 

SNAI1 および ERM または P-gp の発現量の相関関係を評価するため、肺がん患者の腫瘍

および正常組織の mRNA 発現量を測定した。腫瘍組織における SNAI1 の mRNA 発現量は、

Ezr (r=0.769)、Rdx (r=0.831)、Msn (r=0.803) および ABCB1 (r=0.776) と有意に正の相

関を示した。一方、正常組織ではこれらの相関は得られなかった。 

2-2. EMT の誘導因子および P-gp の機能亢進の因子の発現評価 (臨床検体 in vitro) 

各患者の発現量の個体差やがん化に伴う発現量の増減を考慮するために、正常およびが

ん組織における SNAI1 および ERM の発現量あるいは発現量比の比較をおこなった。正常

およびがん組織における SNAI1 と ERM の mRNA 発現量の平均に有意な差は認められなか

った。一方、正常およびがん組織における発現量比の相関を評価したところ、SNAI1 と Msn

に正の相関が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure Presumed mechanisms of P-glycoprotein (P-gp)-mediated drug resistance during 

Snail induce epithelial–mesenchymal transition (EMT). 
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