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研究成果の概要（和文）：

TGF-βは EMT だけでなく、長期間の培養により筋線維芽細胞様細胞に変化する EMyoT も誘導す
ることを見出した。その分子機構として、TGF-βが FGF 受容体のスプライシングを変化させ、
FGF-2 に感受性を持つようになることがわかった。さらに FGF-2 シグナルは TGF-βを協調的に
増強し、EMT を非常に促進する一方で、TGF-βによる EMyoT を抑制することを見出した。その
分子機構は TGF-βは MEK-Erk を抑制することで EMyoT を惹起し、FGF-2 は MEK-Erk 再活性化す
るために、EMyoT を抑制し、EMT を増強することがわかった。

研究成果の概要（英文）：
We found that transforming growth factor (TGF)-b induced EMT and that long-term exposure
to TGF-b elicited the epithelial-myofibroblastic transition (EMyoT) by inactivating the
MEK-Erk pathway. During the EMT process, TGF-b induced isoform switching of fibroblast
growth factor (FGF) receptors, causing the cells to become sensitive to FGF-2. The
addition of FGF-2 to TGF-b-treated cells perturbed EMyoT by reactivating the MEK-Erk
pathway and subsequently enhanced EMT.
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１．研究開始当初の背景
TGF(Transforming Growth Factor)-βは個

体発生や様々な疾患に関与するサイトカイ
ンの１つとして知られている。とくに口腔領
域では TGF-β3のノックアウトマウスが高頻
度に口蓋裂を発症することや、TGF-βファミ
リー因子の BMP は骨形成や歯発生に、また
TGF-β1 も炎症性疾患や口腔癌との関連が多

数報告されている。TGF-βの強力な細胞増殖
抑制作用は最もよく知られた作用の一つで
あり、古くより癌との関連が研究されてきた。
つまり癌化においては、TGF-β受容体やシグ
ナル分子に遺伝子異常等によるタンパク質
の質的量的変化がおこり、TGF-βの増殖抑制
に不応性となった結果、癌細胞特有の無秩序
な増殖を引き起こす。したがって TGF-βは癌
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抑制因子しての一面を持つ。しかしながら近
年、TGF-βの特異的な阻害剤や阻害分子を用
いたマウスの解析から、癌が進行し悪性度が
増したような場合には、TGF-βは転移や浸潤
を促進する作用を有することが報告された。
さらに TGF-βの受容体やシグナル分子に異
常がある癌は全体の数％であることを踏ま
えると、生体内の TGF-βは癌の悪性化促進因
子として機能していると考えられる。我々は
これまでに癌の促進因子としての作用点が
Epithelial-Mesenchymal Transition(EMT;上
皮間葉移行)にあると考え in vitro での分子
機構を検討してきた。これまでに HLH 型転写
因子の Id が TGF-βの EMT を抑制的に機能す
ることを見出し報告している。さらにその分
子機構を進め、過剰発現系の実験や siRNA を
用いた loss of functionの実験系を駆使し、
δEF1 と呼ばれる転写因子群が TGF-βの誘導
する EMT に深く関与することを発見し、ごく
最近報告した。しかしながら、δEF1 の転写
活性化機構は全く知られていなかったため、
ごく最近、質量分析を用いて結合タンパクの
探索を施行したところ、非常に興味ある分子
が同定され、本研究ではこの分子の機能解析
を含め、これまでの研究をさらに発展させる。
また、最近新たに発見した TGF-β受容体の内
在化に関する研究と TGF-βシグナルを増強
する Arkadia 分子の癌細胞での機能を解析、
発展させることによって、癌の悪性化促進因
子としての TGF-βのシグナルを分子レベル
で解明し、治療・診断への応用へと発展させ
ることをめざす。

２．研究の目的
TGF-βは近年の研究から癌の進展を促進

し、悪性度を増悪する機能を有することが明
らかになりつつある。しかしその作用点は不
明であり、申請者はこれまで癌細胞の上皮間
葉移行（EMT）に着目し、研究を行ってきた。
本研究ではさらに EMTの分子機構を探索する
ばかりでなく、TGF-βシグナルを促進する分
子である Arkadiaの癌での新たな作用を解明
することのよって、癌悪性化を促進因子とし
ての TGF-βの作用機構を理解し、TGF-βのシ
グナル分子を標的とした制癌法の開発や診
断に応用するための基礎的な研究を行うも
のである。

３．研究の方法
癌の進展におけるＴＧＦ−βシグナルを分子
レベルでその作用機構の解明することのよ
り、顎・口腔領域の発生過程での重要性のみ
ならず悪性病変の浸潤転移機構を理解でき
ると考え、本研究では以下の４点を解明する
ことを目的とする。

(1). TGF-βが誘導する EMT 分子機構の解明

申請者は個体発生での TGF-βの重要性や
癌での作用機構から、TGF-βが EMT を誘導す
るもっとも重要な因子の１つであると考え
ている。したがってその分子機構を理解する
ことは非常に重要であり、さらに発展させる
ことにより制癌法や診断にも応用できると
考え、これまでにマウスの培養細胞を用いて
研究をおこなってきた。またごく最近、EMT
にはユビキチン・プロテアソーム経路が非常
に重要であることを見出し、これは転写因子
を介さずに、上皮系のマーカータンパクの局
在制御を行っていることを確認している。さ
らにごく最近、TGF-βにおける EMT 誘導で非
常に重要な分子であるδEF1 を用いた質量分
析の解析から、MTA（metastasis associated
protein）と呼ばれる分子の同定に成功して
いる。この MTA の機能を解析することで癌の
悪性化促進因子としての TGF-βの機能をさ
らに理解できると考えている

(2). EMT のモデル系の確立
癌細胞は間葉組織に浸潤した後、血管リン

パ管に侵入、さらに着床し、増殖することで
転移巣を形成する。EMT の獲得は主に間葉組
織への浸潤と血管リンパ管への侵入を促進
し、MET（間葉—上皮移行）は着床後の癌細胞
に関与すると考えられている。また血管リン
パ管に侵入した細胞は足場非依存的
(anoikis)な細胞増殖の獲得が不可欠である
が、これらを総合的に理解するモデル系はな
い。申請者らはこれまでに、TGF-βによって
接着能が非常に亢進する細胞と TGF-βによ
って足場非依存的な増殖をする細胞を探索
してきた。そこでこれらの細胞を用いて、
TGF-βが誘導する癌の浸潤・転移の分子機構
を検討し、マウスの転移モデルに応用し、転
移を抑制するような制癌への発展を目的と
する

(3). 受容体内在化による極性制御と癌化
TGF-βシグナルを増強する分子として

Arkadia が知られおり、その機序は Arkadia
が TGF-βの抑制性分子の分解を促進するこ
とが報告されている。申請者はこれまでに
Arkadia の結合タンパクからの解析から受容
体の内在化に関与する AP(adaptor protein)
２ならびに trafficking に関与する
AP(adapor protein)1の同定に成功している。
TGF-β受容体の局在が上皮細胞の極性に深
く関わっていることから、癌細胞における極
性の逸脱や EMT 時における Arkadia/AP を介
した受容体の局在変化に伴うシグナルの変
化に関して検討する。

(4). 癌の悪性化とクロマチン構造
癌細胞はクロマチンの構造異常が認めら

れることが知られており、さらに近年癌化に



も関与することが示唆されている
senescence にもクロマチン構造の異常（ヘテ
ロクロマチン凝縮が報告されている。申請者
は当研究室で以前行われた Arkadia の
two-hybrid の結果より、Arkadia 結合タンパ
クとして heterochromatin結合タンパクが複
数同定されていることがわかり、TGF-βにお
ける senescence ならびにクロマチン構造変
化への可能性を検討する。

４．研究成果
(1). TGF-βが誘導する EMT 分子機構の解明

TGF-βが EMT を誘導するには、ras や増殖
因子などのシグナルと協調する必要である
ことを Snail の発現を指標に明らかにした。
この結果を、これまで TGF-β単独で EMT が誘
導される NMuMG細胞に応用したところ、FGF-2
により相乗的に EMT が強められた。その分子
機構は、まず、TGF-βにより FGF 受容体のア
イソフォームスイッチが誘導され、上皮系の
IIIb型から間葉系のIIIc型に変換する、IIIc
型のリガンドである FGF-2 により Erk が活性
化され TGF-β誘導性 EMT を増強する。TGF-
βによって誘導されたδEF1 転写因子は活性
化した Erk の下で CtBP1 との結合が強められ
ることがわかった。一方 FGF-2 の非存在下に
観察される EMT は SMA やカルポニン陽性の筋
線維芽細胞に分化することも見出し、SMA の
発現にはδEF1 転写因子が非常に重要である
ことも明らかにした。したがって、これまで
48 時間以内で観察されていた TGF-β誘導性
EMT を、長期培養に移行させると、SMA やカ
ルポニン陽性の筋線維芽細胞へ分化する
EMyoT (epithelial-myofibroblastic
transition)を起こす。その間に FGFR のアイ
ソフォームスイッチがおこり、FGF-2 が存在
すると増強された EMT（advanced EMT）にて
activated fibroblastic cell へと分化する
ことを明らかとした。これらの研究成果は
論文（1,6,7,8,10）で発表した。

(2). EMT のモデル系の確立
NMuMG 細胞が一般的な遺伝子導入により細

胞のダメージが大きく、現在も、遺伝子導入
法の最適化を試みている。

(3). 受容体内在化による極性制御と癌化
Arkadia は E3 ligase 活性を持ち、TGF-b

シグナルを増強する分子である。今回、我々
はArkadia結合タンパク質として新たにAP2m
を同定した。AP2m はクラスリンアダプタータ
ンパク質 AP2 のサブユニットのうちのひとつ
である。我々は Arkadia が AP2m に結合し、
AP2 と複合体を形成していることを見出した。
さらに AP2m をユビキチン化することで EGF
受容体のエンドサイトーシスを制御してい
ることを明らかにした。これらの研究成果は

論文（2）で発表した。

(4). 癌の悪性化とクロマチン構造
Arkadia を bait とした酵母 two-hybrid に

より複数の heterochromatin 結合タンパクを
同定し、その結合特性を過剰発現系で確認で
きた。現在、arkadia に対する機能解析を行
っている。
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