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研究成果の概要（和文）：上皮間葉細胞転換（epithelial to mesenchymal transition, EMT）は癌細胞が上皮
系から間葉系へ転換し悪性度を増強する現象である。本課題はEMTの抑制因子および安定化因子として知られる
GRHL2遺伝子の肺癌における役割の解明を目的とした。GRHL2発現は肺癌細胞の上皮性性質と相関し、肺癌組織に
おいて、正常肺組織と比較すると高発現した。肺癌細胞株おより不死化正常気管支上皮細胞株におけるGRHL2ノ
ックダウン実験は増殖促進および抑制の両者を示した。これらの結果はGRHL2がEMT抑制因子として機能するにも
かかわらず癌促進的な作用も併せ持つことを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Epithelial to mesenchymal transition (EMT) is a phenomenon where cancer 
cells convert from the epithelial to the mesenchymal cells, leading to enhanced the malignancy. The 
purpose of this study was to elucidate the role of the GRHL2 gene, which is known as an EMT 
inhibitor and stabilizer. GRHL2 expression correlates with the epithelial properties of lung cancer 
cells and is highly expressed in tumor tissues of adenocarcinoma and squamous cell carcinoma 
compared to normal lung tissue. GRHL2 knockdown by RNA interference in lung cancer cell lines and 
immortalized normal bronchial epithelial cell lines resulted in promotion and suppression of 
proliferation. These results suggest that GRHL2 functions as an EMT inhibitor but also has a 
cancer-promoting effect.

研究分野： 肺癌

キーワード： 上皮間葉細胞転換　肺癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
上皮間葉細胞転換（epithelial to mesenchymal transition, EMT）は癌細胞が上皮系から間葉系へ転換し悪性
度を増強する現象である。EMTの制御による癌治療の実現にはEMTのさらなる機序解明が必要である。本課題は
EMT抑制遺伝子として知られるGRHL2がEMT抑制因子として機能するにもかかわらず癌促進的な作用も併せ持つこ
とを示した。EMTの機序解明における新たな知見を提供した。

※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 

肺癌治療は近年の分子標的治療薬、免疫治療薬の登場により大きな治療成績改善を遂げた。し

かし、根治は稀であり、さらなる治療標的の探索が必要である。代表者は以下の経緯から本課題

を着想した。 

代表者は留学中に肺癌の多段階発癌の機序解明を目的とし、不死化した正常気道上皮細胞か

らヒト肺癌の発癌モデル HBEC を開発した[1]。ヒト非小細胞肺癌のすべての病理像のマウス皮

下における再現に世界で初めて成功し、正常気道上皮細胞の発癌の最終段階において、上皮間葉

細胞転換（EMT）が必須であることも証明した[2]。 

さらに、複数の EMT 誘導転写因子の中で特に、ZEB1 が肺癌および中皮腫細胞の EMT において

重要であることを見出した[3, 4]。これらの EMT関連実験の中で興味深いデータを得た。間葉系

の特徴を持つ肺癌細胞において ZEB1をノックダウンすると間葉系からハイブリッド EMT状態へ

変化した。しかし、予想に反しマウス皮下における移植腫瘍形成能は EMT の程度が減弱したにも

かかわらず増強した。 

 また、他の既報論文が前述の代表者準備データと合致する知見を報告し、これらは従来までの

理解とは異なりハイブリッド EMT状態の悪性度が最も高いことを示唆する[5]。 

さらに、ライス大学 Jolly らは、ハイブリッド EMTの制御機序解明を目的とし、シミュレー

ション解析を行い、ハイブリッド EMT 状態の細胞が容易に上皮系や間葉系に移行せず安定する

ためには、既知の EMT制御分子に加えて、“形質安定化因子”の働きが必要であると推測してい

る[6]。 

以上より、ハイブリッド EMTを安定化する未知の因子の存在が推測され、これは癌の悪性形質

を決定する有望な治療標的の可能性がある。そこで、肺癌研究において実績のある HBEC 細胞を

使用して、肺癌治療標的としての“形質安定化因子”の発見およびその機能評価を目的とする

本研究を着想した。本課題では形質安定化因子”としての報告がある GRHL2に焦点を当てた[6]。 

２．研究の目的 

EMT における“形質安定化因子”として報告された GRHL2 の肺癌における役割解明を目的とす

る。 

３．研究の方法 

3.1 細胞培養 

 肺癌細胞株の培養は 10%ウシ胎児血清(FCS)を添加した RPMI-1640 (富士フィルム和光純薬

株式会社,Cat#189-02025) を使用し、5％CO2 インキュベーター内で実施した。HBEC4 は

EGF (gibco,Cat#10450-013) と BPE (gibco,Cat#13028-014)を添加した KSFM 

(gibco,Cat#17005042) を使用した。 

3.2. 遺伝子ノックダウン実験 

 siRNA (最終濃度 6.67nM)をトランスフェクション試薬 (Lipofectamine RNAiMAX ,Life 

Technologies Corp., Cat#13778-150)を用いて一時的に導入し、ノックダウンを行った。

GRHL2 のノックダウンは配列の異なる 2 種類の siRNA (GRHL2 Silencer Select Pre-

designed siRNA, Ambion, Cat#4427037)を使用し、それぞれを siGRHL2-①(ID: s36754)、

siGRHL2-②(ID: s36755)とした。また、陰性コントロールを siNC (Silencer Select Negative 

Control#1 siRNA, Ambion, Cat# 4390843)とした。 

3.3. 細胞増殖アッセイ 

 WST-1 試薬 (Roche, Cat#11644807001) を用いた吸光度の測定により、細胞の増殖を定量

した。ノックダウン細胞を 10,000/well で 96well プレートにプレートし、2~3 日培養した後、



WST-1 試薬を加え吸光度を測定した。対照細胞とノックダウン細胞間で t 検定を行うことで増

殖を評価した。 

3.4. 液体コロニーアッセイ 

 ノックダウン細胞を 500/well ずつ 6 well プレートにプレートし、14 日培養後、メチレンブ

ルーで染色を行った。染色されたコロニーの数をカウントし、対照細胞とノックダウン細胞間

で t 検定を行った。 

3.5. ウエスタンブロット 

 各肺癌細胞株における GRHL2 タンパクの発現を調べ、使用する細胞株を決定し、それらの

細胞株における GRHL2 遺伝子の効率的なノックダウンを確認した。1 次抗体として GRHL2

抗体 (abcam, Cat#ab88631)、Actin 抗体 (SIGMA, Cat#A2228)、Vimentin 抗体 (BD 

Biosciences, Cat#550513)、E-cadherin 抗体 (BD Biosciences, Cat#610181)の 4 種類を用い

た。Actin はタンパクローディングのコントロール、Vimentin は間葉系のマーカー、E-

cadherin は上皮系のマーカーとして使用した。２次抗体としてマウスモノクローナル抗体(GE 

Healthcare, Cat#NA931-1ML)を使用した。 

3.6. 統計 

2 群間の統計学的比較には、マイクロソフトエクセルを用いたスチューデントの t テストを

実施した。遺伝子発現量解析でのクロス表の独立検定には、fisher’sの正確確率検定を用い

た。Cox 回帰分析の適合度検定には Wald 検定を用いた。 

４．研究成果 

4.1. GRHL2遺伝子は肺癌において高発現 

 

Bioinformatics 解析を online ツール

である、Lung Cancer Explorer

（LCE）を用いて行った。癌ゲノムプロ

ジェクトとして公開されている TCGA

コホートを使用して、肺癌と正常肺にお

ける GRHL2 発現を解析した。腺癌およ

び扁平上皮癌において、正常肺組織と比

較すると GRHL2 が高く発現しているこ

とが確認された。（腺癌：p=4e-17、扁平

上皮癌：p=7.3e-38）（図１） 

 

 

 

 

 

 



 

表１．肺癌における臨床病理学的項目と生命予後の関連（TCGA コホート） 

 

4.2. GRHL2 発現は肺腺癌における生命予後良好因子である 

 

 TCGA コホートでの腺癌、扁平上皮癌における cox 回帰分析の単変量解析、多変量解析を示

す。GRHL2 発現量は log10 に対数変換し、連続変数として解析に用いた。腺癌においては、

GRHL2 は独立した予後良好因子であることが示された。(uni：p=0.008、multi：p=0.01)一

方、扁平上皮癌においては、単変量解析、多変量解析どちらにおいても予後への関連が示され

なかった(uni：p=0.551、multi：p=0.629) （表１）。 

 

4.3. GRHL2 発現は大部分のマスターEMT 誘導転写

因子と逆相関する 

GRHL2 遺伝子の発現と EMT 関連遺伝子である

CDH1(E-cadherin)、VIM、ZEB1、ZEB2、

SNAI1、SNAI2 の発現との相関解析を行った。2 つ

の遺伝子における発現の相関程度の強弱を赤紫と青

の度合いで表示している。最も濃い紫が相関 1.0、最

も濃い青が相関-1.0 を示す。GRHL2 発現は CDH1

発現と正相関し、その他の EMT 関連遺伝子の発現と

は逆相関を示した。扁平上皮癌では、腫瘍例で

GRHL2 発現と SNAI2 発現が正相関を示した（図

２）。 

 

4. 4. GRHL2 遺伝子のノックダウンは肺癌細胞株においてリン酸化 AKT, リン酸化 ERK の発

現を増強したが増殖への影響は一定しなかった 



 不死化正常気管支上皮細胞株 HBEC4

および肺癌細胞株 H1975, H2009 におい

て GHRL2 のノックダウン実験を実施し

た。いずれの細胞においても増殖促進因

子であるリン酸化 AKT, リン酸化 ERK

の発現を増強した（図 3）。しかし、増殖

への影響は不変、促進、抑制とさまざま

であった（図 4）。 

 

まとめ 

⚫ EMT 安定化因子 GRHL2 は肺癌組

織において高発現していた。 

⚫ 肺腺癌において、GRHL２発現は独

立した予後良好因子であった。 

⚫ 肺癌細胞株における GRHL2 ノック

ダウンの増殖への影響は不変、促

進、抑制とさまざまであった。 

⚫ 以上の結果は、肺癌において GRHL2 が増殖促進および抑制の両者の機能を併せ持つこと

を示唆した。 
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