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研究成果の概要（和文）：上皮細胞がその特性を失って間葉系細胞の形質を獲得する上皮間葉転換(EMT)とその
逆反応であるMETは癌悪性化の様々なステップで重要である。EMTは癌細胞の細胞死抵抗性や運動性を亢進させて
治療後の再発や転移の初期段階である血管への移行を促進する。一方、遠隔臓器へ移動した癌細胞はMETによっ
て上皮様形質を再獲得し活発に増殖して転移巣を形成する。本研究では乳癌におけるEMT/METの可塑性を制御す
る遺伝子の探索を目的としてCRISPR/Cas9とプール型gRNAによる網羅的な遺伝子スクリーニングを行い、これま
でにEMT/METへの関与が知られていない種々の新規のEMT関連遺伝子を見出した。

研究成果の概要（英文）：Epithelial-mesenchymal transition (EMT), in which epithelial cells lose 
their characteristics and undergo mesenchymal cell phenotype, and the reverse reaction, MET, are 
important in various steps of malignant transformation of cancer: EMT enhances resistance to cell 
death and motility of cancer cells and promotes their migration to blood vessels, the initial stage 
of metastasis and recurrence after treatment. On the other hand, cancer cells migrating to distant 
organs recapitulate epithelial-like phenotype through MET and actively proliferate to form 
metastatic nests. In this study, we performed a comprehensive gene screening using CRISPR/Cas9 and 
pooled gRNAs to identify genes that regulate EMT/MET plasticity in breast cancer and found several 
novel EMT-related genes that have not been previously reported to be involved in EMT/MET.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： 乳癌　上皮間葉転換　EMT　CRISPR/Cas9

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
乳癌は転移が見られないステージ0やステージIでは予後が非常に良いにもかかわらず、転移が見られるステージ
II以降の症例では5年生存率が急激に低下してしまう。癌細胞の上皮間葉転換(EMT)は転移に密接にかかわること
が示唆されており、本研究で実施した新しいEMT関連遺伝子群の探索は癌悪性化の機構解明に繋がるだけでなく
EMTを標的とした新しい乳癌治療法開発にも寄与すると考えられ、社会的意義は大きい。

※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 
【学術的背景 1：乳癌のサブタイプと現状の治療戦略】乳癌は遺伝子発現プロファイルから 5 つ
のサブタイプに分類される。約 7 割を占める Luminal-like 乳癌はホルモン受容体(ESR, PGR)依
存的に増殖し、内分泌療法が有効である。約 2 割を占める ERBB2-enriched 乳癌は ERBB2 遺伝子
増幅により発生し、抗 ERBB2 抗体により免疫細胞による細胞傷害が引き起こされる。一方で
Basal-like 乳癌や Claudin-low 乳癌はこれらの治療標的を発現せずトリプルネガティブ乳癌
(TNBC: ER-, PGR-, ERBB2-)と呼ばれ約 1 割の乳癌患者に見られる。TNBC の治療には化学療法が
用いられるが、Basal-like 乳癌は比較的抗癌剤に感受性を示すものの Claudin-low 乳癌は抵抗
性を示す。また Claudin-low 乳癌は高い浸潤能を持ち悪性化機序の解明が求められていた。 
 
【学術的背景 2：Basal-like 乳癌と Claudin-low 乳癌の形質の変化】 
Basal-like 乳癌と Claudin-low 乳癌の成り立ちについては前述の
ように「EMT により Basal-like 乳癌が Claudin-low 乳癌へ変化す
る」という悪性化説や「Basal-like 乳癌は正常 Luminal 前駆細胞か
ら発生し、Claudin-low 乳癌は正常乳腺幹細胞から発生する」とい
う起源細胞が異なる Cell of origin 仮説等の諸説がある。近年転
写因子 Sox9と EMT誘導因子 Slugの発現量変化による Luminal前駆
細胞と乳腺幹細胞の間の可塑性が示されており(Guo W et al. 
Cell, 2012)、正常乳腺細胞の分化・脱分化にも EMT/MET が関与す
ることが示唆される。以上から、起源細胞や癌細胞における遺伝子
変異や環境要因による EMT/MET の制御がサブタイプ決定や TNBC の
悪性化に重要と考えられた(図 1)。 
 
【学術的背景 3：Basal-like 乳癌における EMT/MET の両方向の制御】 
以前に我々は一部の Basal-like 乳癌細胞株（HCC38 細胞

など）における上皮細胞マーカーE-cadherin や EpCAM を強
く発現する集団(図 2 上皮様画分)と、Vimentin や CD44 を強
く発現し Claudin-low 乳癌と似た性質の集団(図 2 間葉様画
分)の共存を見出した(Yamamoto et al. Cancer Sci., 
2017)。これらの細胞株では通常の培養条件下で EMT と MET
を起こして相互に変換し、両集団が一定の割合で維持されて
いる。我々はこの自発的 EMT/MET がサブタイプ決定や悪性化
に重要な機構と考え解析を進めている。これまでに TGF や
EMT 誘導転写因子 ZEB1 の関与が明らかであるがその分子機
構の全貌は未解明であった。 
 
 
２．研究の目的 
・Basal-like 乳癌における自発的 EMT/MET 制御機構の解明 
こうした背景から我々は HCC38 細胞における自発的 EMT/MET の制御機構の詳細を明らかにす

ることで、TNBC 内のサブタイプ決定や抗癌剤耐性獲得機序を解明し TNBC の悪性化機序の理解お
よび新規治療法の提唱を目的とした。本研究では EMT/MET の解析にフローサイトメーター(FACS)
による上皮様・間葉様細胞の存在比の評価を用いた。これにより従来の細胞集団全体における上
皮マーカーや間葉マーカーの発現解析よりも感度良く正確に EMT や MET を解析出来ると考えた。
また、これまでに EMT/MET を制御する因子として様々なサイトカインや転写因子が知られてい
たが、代謝系酵素など既知の EMT/MET シグナルとの関連が乏しい因子にも上皮様・間葉様の性質
決定への関与が報告されており、既知の EMT/MET 関連因子の情報だけでなく網羅的かつ機能的
なスクリーニングが必要であった。本研究で実施した網羅的スクリーニングによって既知の関
連因子のネットワークだけでなく、新規の EMT/MET 制御因子やシグナル伝達の発見を目指した。 
 
３．研究の方法 
・CRISPR/Cas9 を用いた EMT/MET 制御因子の探索 
様々な遺伝子に対する gRNA プールを混合して導入すると、細胞毎に異なる遺伝子を欠損した

集団が形成される。EMT/MET に影響を与える gRNA 発現細胞は上皮様・間葉様画分で存在が偏る

図 1 Basal-like 乳癌と Claudin-low 乳癌の比
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図 2 HCC38 細胞の上皮

様・間葉様細胞の共存 



と考えられる（図 3 間葉様細胞中の ZEB1-gRNA 発現
細胞の減少、miR200c-gRNA 発現細胞の増加）。この
gRNA発現細胞の偏在を解析すれば自発的EMT/MET制
御因子の機能的なスクリーニングが可能と考えた。
実際にはヒト約 2 万遺伝子に対する gRNA プールを
導入し、遺伝子欠損と EMT/MET 変化に十分な時間（3
週間）培養後、FACS で両画分を分取してゲノム中の
各 gRNA 配列の存在比を次世代シーケンサーで解析
した。 

 
・候補因子の EMT/MET 促進機構の解明 
 次にこれらの候補因子の EMT/MET促進機序を解析
する。これまでの解析から、EMT を促進する転写因
子 ZEB1 とその転写を抑制する GRHL2 や OVOL1/2、翻
訳を抑制する miR200c によるネガティブフィードバックループが上皮様・間葉様の性質決定に
重要なことが分かっている。そこでまず、候補因子を CRISPR/Cas9 や siRNA によって発現抑制、
もしくは cDNA により過剰発現した際の ZEB1 等の発現や機能に与える影響を解析する。更に候
補因子を発現抑制・過剰発現させた際の遺伝子発現プロファイルを上皮様・間葉様細胞を FACS
により分取して解析し、各画分における遺伝子発現変化から EMT/MET への経路を推測した。 
 
４．研究成果 
 
本研究ではまず、乳癌細胞株 HCC38 細胞で上皮様および間葉様細胞を分取するために E-

cadherin と Vimentin プロモーターを用いた蛍光レポーター細胞を作成した(図 4)。 
 
 
 
 
 

図 4 EMT/MET をリアルタイムに判定するためのレポーター構造 
 
このレポーターを導入した細胞から実際にレポーターの蛍光を指標として細胞を分取したとこ
ろ、内在性の EpCAM および CD44 の発現パターンおよび E-cadherin や N-cadherin などの発現量
から、期待通りに上皮・間葉細胞を分取可能なことを確認した(図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 レポーター細胞を用いた上皮・間葉画分の分取 
 
次にこの細胞を用いて EMT/MET 可塑性を制御する遺伝子探索を目的として CRISPR/Cas9 とプ

ール型 gRNA による網羅的な遺伝子スクリーニングを行った。2 万遺伝子に対する gRNA を導入
し、上皮画分および間葉画分に濃縮される遺伝子を同定した。具体的には各画分における gRNA
の存在比を指標として遺伝子を絞り込み、その後、実際に単一の gRNA によるノックアウトを行
って EMT/MET への影響を検証した結果、HCC38 細胞では約 40 遺伝子が EMT を促進、約 20 遺伝子
が MET を促進していた（図 6, 7）。 
 
現在論文準備中のこれらの遺伝子の中にはこれまで EMT/MET への関与が知られていない遺伝子
が数多く含まれていた。さらにこれらの遺伝子のパスウェイ解析によって協調して EMT/MET 可
塑性を制御する複数の遺伝子群を見出した。 
 
 
 

図 3 gRNA プールの上皮様・間葉様における偏在 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 スクリーニングから見出した EMT 関連遺伝子群。得られた遺伝子 Gene A～Gene AM は既知
の EMT 誘導遺伝子 ZEB1 のようにノックアウトすることで間葉画分の減少が見られ、EMT に重要
であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 スクリーニングから見出した MET 関連遺伝子群。得られた遺伝子 Gene A～Gene W は既知
の MET 誘導遺伝子 Mir200cや GRHL2 のようにノックアウトすることで間葉画分の増加が見られ、
MET に重要であることが示唆された。 
 
 以上の結果から HCC38 細胞の EMT/MET 可塑性の維持には多数の遺伝子が協調して関与する複
雑な機構が存在することが示唆された。各遺伝子をノックアウトすることで可塑性に一定の影
響を与えられることから、阻害剤などを用いた複数の標的に対する治療法が効果的と考えられ
た。 
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