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研究成果の概要（和文）：TCF-4アイソフォームTCF-4Kに内在するSxxSS motifの変異体K-mutant 269Aにおいて
WNT5A mRNAおよび蛋白発現を強く認めた．ChIPアッセイではK-mutant 269AのWNT5A promoter領域への直接結合
が確認されたことより，TCF-4はSxxSS依存的にWNT5Aの発現を調節していることが示唆された．また，WNT5Aをノ
ックダウンによりSLUG発現が顕著に低下したことから，TCF-4はSxxSSモチーフ依存性にWNT5Aの発現調節を介し
EMTを制御している可能性が示唆された．SxxSSのセリン残基のリン酸化にはHIPK-2の関与が示唆された．

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that a mutant isoform (269A) of the SxxSS-harboring 
TCF-4K robustly expressed WNT5A at both mRNA and protein levels in human liver cancer cells. ChIP 
assay revealed that the mutant TCF-4 could directly bind to promoter region of WNT5A gene, 
suggesting the motif contributed to regulate the gene expression. Knockdown of WNT5A resulted in 
upregulation of the EMT regulator SLUG. These findings suggest that TCF-4 regulates WNT5A expression
 in a SxxSS motif-dependent manner, thereby contributing to phenotypic changes, including EMT. I 
addition, HIPK-2 was suggested to be responsible for phosphorylation of serine residues of SxxSS.   

研究分野： 消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
 我々はヒト肝癌細胞株から Wnt シグナル
中枢転写因子である T-cell factor (TCF)-4 の
isoform を 14 クローン同定した（Exp Cell 
Res 2011）．そして，Isoform に内在する機能
モチーフ「SxxSS」と癌（幹）細胞形質との
関わりに焦点を当て，「SxxSS」が肝癌細胞
の１）造腫瘍能，２）低酸素耐性（以上，PLoS 
ONE 2012），３）抗アポトーシス形質を鋭く
制御していること（投稿準備中）を見出して
きた． 
 このTCF-4 isoformのヒト肝細胞癌進展へ
の関与に関し，我々は以下の仮説を考えてい
る．「仮説：実際にヒト HCC で発現している
TCF-4J や TCF-4K などの isoform は，通常
の in vitro における転写アッセイ系ではその
活性が低いがゆえに看過されがちであるが，
実際には低酸素耐性や造腫瘍能，薬剤耐性
（抗アポトーシス）などの，いわゆる癌幹細
胞（CSC, cancer stem cell）や幹細胞などに
おける重要な形質を制御している可能性が
ある」．実際，“quiescent CSC”では増殖能
はむしろ低く，Wnt シグナルが“Off”の状
態であることも（Li & Clevers, Science 
2010），上記の仮説に矛盾しない． 
 このような背景のもと，我々は「SxxSS」
の新たな機能を見出した．「Wnt5a/b-SLUG
軸を介した上皮間葉移行（EMT）制御の可能
性」である．予備実験では，「SxxSS」先頭
のセリン残基 S269 をアラニンに置換した変
異体（269A）を過剰発現させた細胞（269A
細胞）で Wnt5a/b の強い発現が認められ，そ
れに伴いEMTに関連するSLUGの強発現や
JNK の活性化も見られた．また，SLUG で
誘導される EMT の際に活性化する IGF-IR
β（Sivakumar et al., Int J Oncol 2009）も
確認され，細胞形態も変化した．次に，その
269A細胞のWnt5aを特異的にノックダウン
したところ，SLUG 発現の顕著な低下を認め
た．これらの結果から，ヒト肝癌細胞では，
「SxxSS」先頭のセリンが脱リン酸化された
ときにのみ Wnt5a を介する SLUG の
upregulation が惹起され，EMT が誘導され
る可能性が示唆された． 
 
２．研究の目的 
 本研究では「SxxSS」が“non-canonical 
Wnt シグナル伝達系”の主要リガンド
Wnt5a/b の転写制御に直接関わっているこ
とや，その機構が上皮間葉移行（EMT）とい
かに関連しているかを追及することである．
とくに，「SxxSS」の先頭のセリン残基が，
脱リン酸化を介した Wnt5a/b 分泌および
EMT 誘導の“分子スイッチ”になっている
可能性があり，それに関わる酵素群が癌治療
における分子標的になりうるかについても
検討することである． 
 
３．研究の方法 
 まずベクター系の構築をおこなう．Empty 

vector (EV)，TCF-4J（SxxSS なし），TCF-4K
（SxxSS あり），K-mutant 269A（AxxSS），
K-mutant 272A（SxxAS），K-mutant 273A
（SxxSA）作成し，それぞれを過剰発現させ
た細胞株を樹立する． 
 それらを用いて，TCF-4K 内の機能モチー
フ「SxxSS」先頭のセリン残基 S269 につい
て，以下の分子生物学的解析をおこなう．①
Wnt5a/b の発現調節機構，②non-canonical 
Wnt5a/bシグナル系とSLUG関連EMTのク
ロストーク．次に③K 変異体 269A 発現細胞
の特徴的形質とその意義を検討する．産生さ
れる Wnt5a/b が分泌され機能するか，別の
HCC 細胞等との共培養系でその役割を解析
する．さらに，④このユニークな「SxxSS」
モチーフを有する TCF-4K がヒト HCC 組織
のどこに存在するのかをレーザーマイクロ
ダイセクション法にて検出する．最後に，⑤
S269 をリン酸化する酵素を同定する．候補
として NLK や HIPK2 との共発現系での会
合などから検討していくが、プロテオミクス
の手法で「SxxSS」のセリン残基に対する責
任キナーゼを同定し，標的に資するかを評価
する． 
 
４．研究成果 
① Wnt5a/b の 発 現 調 節 機 構 お よ び ②
non-canonical Wnt5a/b シグナル系と SLUG
関連 EMT のクロストークに関して：予備実
験で見られたように，「SxxSS」先頭のセリ
ン残基 S269 をアラニンに置換した変異体
（269A）を過剰発現させた細胞（269A 細胞）
で最も Wnt5a の発現が増強していた．その
程度は対照群に比しmRNAレベルで 40〜50
倍程度であった．この発現は「SxxSS」がな
い TCF-4J を強発現させた細胞（J 細胞）で
は見られず，また 272A 細胞，273A 細胞で
も見られなかった．したがって，S269 が
Wnt5a の発現に極めて重要な働きをしてい
ることが示唆された．この 269A 細胞では
SLUG の発現も恒常的に亢進しており，細胞
形態もやや紡錘形に変化するなど EMT 誘導
状態に合致する所見が観察された．その条件
で Wnt5a をノックダウンすると SLUG の発
現が減少したことから，分泌された Wnt5a
が autocrine的にSLUG発現亢進をもたらし，
EMT 誘導とその保持に積極的に働いている
可能性が示唆された． 
③K 変異体 269A 発現細胞の特徴的形質とそ
の意義：本細胞の EMT はグルコース欠乏状
態で増強し，生存に寄与した．このことは栄
養飢餓状態など細胞生存にとって必ずしも
有利でない状態への形態的・機能的適応にお
いて，「SxxSS」依存的 TCF-4 シグナルが極
めて大きい影響を与えている可能性を示唆
する． 
④このユニークな「SxxSS」モチーフを有す
る TCF-4K がヒト HCC 組織のどこに存在す
るのか：そこでこの TCF-4K isoform を多く
有する肝癌細胞のヒト組織での局在を求め



るべくレーザーマイクロダイセクション法
で検討を試みた．低酸素・低栄養状態が想定
される腫瘍カプセル内癌組織，門脈腫瘍栓組
織，IVR 治療生存癌組織などから FFPE 法に
より RNA の抽出をおこなった．RNA レベル
は解析可能であったが，isoform の同定は困
難であった（14 isoformsが存在する性質上，
PCR 法が使えないため）． 
⑤S269 をリン酸化する酵素を同定する：
NLK (Nemo-like kinase) や HIPK-2 
(Homeodomain-interacting protein kinase 
2)を候補キナーゼとして取り組んだ．その結
果，NLK では「SxxSS」の有意なリン酸化
は観察されなかったが，HIPK-2 によってリ
ン酸化が促進されることがわかった．
TOP/FOP assay による検討では，「SxxSS」
のセリン残基のリン酸化はそれを内在する
TCF-4K の転写活性を低下させた．また，
HIPK-2 と TCF-4K とを共発現させた細胞に
おいて TCF-4K と複合体を構成する蛋白を
免疫沈降によって調べたところ，リプレッサ
ーである CtBP や TLE が結合していること
がわかった．したがって，HIPK-2 が「SxxSS」
のリン酸化を介して TCF-4 の beta-catenin
依存的転写活性を負に制御している機構の
一端がわかった．ただし，269 番目のセリン
残基特異的リン酸化か否かに関しては結論
が得られなかった．したがって，siRNA を用
いて HIPK-2 をノックダウンした際，
TCF-4K の転写活性は確かに上昇するものの，
それが Wnt5a/SLUG の発現増強を伴った
EMT と連動しなかった．269 番目のセリン
残基を特異的に脱リン酸化する酵素の同定
が課題として残った． 
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