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研究成果の概要（和文）：本研究ではTGF-βやTGF-βと類縁の構造をもつ骨形成因子（BMP）のがん微小環境における
役割を、分子細胞生物学的及び最新のゲノム科学的手法、バイオマテリアルなどを用いて研究した。我々はTGF-βによ
って上皮細胞が間葉系細胞に誘導される分子機構を研究し、がん細胞とがん微小環境が相互に作用しあってがんが進展
する機構を明らかにした。また、骨形成因子の一つであるBMP-9がリンパ管内皮細胞に作用してリンパ管新生を抑制す
るという結果を得た。がん微小環境を標的とした薬剤は従来の抗がん剤と比較して副作用が少ないなどの特徴があるこ
とから、本研究の成果はがんの新たな診断治療法の開発のために重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have studied the roles of transforming growth factor (TGF)-beta and its 
related proteins (bone morphogenetic proteins, BMPs) on cancer microenvironment, by using molecular and 
cellular biological methods as well as recent genome biological techniques and biomaterials. We have 
investigated the molecular mechanisms involved in the induction of epithelial-mesenchymal transition 
(EMT) induced by TGF-beta, and found that functional interaction between cancer cells and cancer 
microenvironment plays important roles in the progression of cancer. We have also found that BMP-9 acts 
on lymphatic endothelial cells and inhibits lymphangiogenesis in vivo. Since anti-cancer drugs targeting 
cancer microenvironment are often less toxic than conventional anti-cancer drugs, our findings may be 
important for future development of new strategies for cancer diagnosis and treatment.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
がんの微小環境は間質の線維芽細胞をはじ
め、炎症細胞、免疫担当細胞、血管・リンパ管
に加えて結合組織が存在し、それぞれのがんに
特徴的な微小環境を構築している。がんの増
殖・浸潤・転移のしやすさは、がん細胞自体の
もつ特性によってのみで決定されるのではなく、
がん細胞とがん微小環境との相互関係が深く関
わっている。また、がんの進展に伴い、がん細
胞と同様に、がん微小環境もがんの進展に伴っ
てダイナミックに変化して行くと考えられる。
このようにがん研究が進歩するに従い，がん微
小環境の重要性がますます注目されるようにな
ってきた。 

TGF-β はがん細胞の増殖を強力に抑制する
だけでなく、がん微小環境に作用して、上皮—
間葉移行(epithelial-mesenchymal transition, EMT)
の促進、炎症の制御、血管・リンパ管新生の制
御、骨などの遠隔組織への転移などに重要な働
きを持つことが明らかとなってきた。TGF-β は
増殖抑制因子であるため、早期のがんでは細胞
増殖を抑制してがんの進展を抑える働きがある。
しかし、多くのがんは TGF-βによる増殖抑制作
用を受けなくなっており、一方で腫瘍組織は
TGF-β を豊富に産生している場合が多い。この
結果、腫瘍組織で作られた TGF-βはがんの微小
環境に作用し、しばしばがんの進行を促進する
働きを示すことが知られている。このため進行
したがんでは TGF-βの作用を阻害することによ
ってがんの進展を抑えることができると考えら
れ、TGF-β阻害剤の臨床応用が進められている。
しかし、TGF-β の作用は多彩でいくつかの副作
用も懸念されることから、臨床的にはより下流
のシグナルを特異的に制御する方法が治療の標
的として有望と考えられるようになってきてい
る。 

TGF-β ファミリーの因子である BMP (bone 
morphogenetic protein)のがんとの関わりも近年
注目されている。BMPは骨形成の促進だけでな
く血管のホメオスタシスの維持にも重要である
と考えられ、血管新生など、がん微小環境にお
ける役割が明らかとなってきた。 
このように TGF-β ファミリー因子や種々の
転写因子はがん微小環境の構築に様々な側面で
極めて重要な関わりを持っている。がん微小環
境を標的とした薬剤は、従来の抗がん剤と比較
して副作用が少ないなどの特徴があり、がん微
小環境の総合的理解はがんの新たな診断・治療
法の開発のために極めて重要であると考えられ
る。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、1) TGF-β によって誘導される
EMTの制御、2) CAF (cancer-associated fibroblast)

の誘導とその働きに関する研究、3) 血管・リン
パ管新生の制御に関する研究、4) BMPのがん微
小環境に対する作用の研究、5) 人工がん微小環
境の創成、に焦点を当て、多角的に TGF-βファ
ミリーのがん微小環境に与える影響について研
究を行い、新たな治療法の開発の基礎的知見を
得ることを目指している。 
 
３．研究の方法 
 本研究では分子生物学的手法、細胞生物学的
手法、遺伝学的手法を駆使して研究を行った。
とくに ChIP-seqをはじめとした最新のゲノム科
学的手法や生体イメージングの手法を取り入れ
つつ、総括班や他の計画班員と連携を取りなが
ら研究を遂行した。 
 (1) 肺腺がんで高頻度に発現している TTF-1
と Smad の結合パターンの相違による標的遺伝
子転写調節機構を分子レベルで明らかにし、
TTF-1による EMT制御機構を明らかにする。 
 (2) EMTで誘導された細胞の中には αSMA陰
性の活性化線維芽細胞が存在する。αSMA 陰性
の活性化線維芽細胞に特異的なマーカータンパ
クを探索し、この細胞の特質を明らかにする。
EMT では mRNA のスプライシングが制御され
ており、その分子メカニズムを明らかにする。 
 (3) BMP は血管新生やリンパ管新生に重要な
役割を持つことが示唆されているが、その分子
メカニズムについては不明な点が多い。BMP-9
は最近、血管内皮細胞に特異的な作用を発揮す
る因子として注目されている。本研究では
BMP-9のリンパ管内皮細胞に対する作用とその
下流分子を明らかにし、BMPのがんの微小環境
に関わる役割を明らかにする。 
 (4) 前立腺がんは骨に造骨性の転移を起こす
ことで知られる。BMPの前立腺がん細胞と骨ス
トローマ細胞の相互作用における役割について
ヒト前立腺がんLNCaP細胞とMC3T3-E1細胞を
用いて、Sonic hedgehog (SHH)シグナルとの関連
を中心に明らかにする。 
 (5) BMP などのサイトカインを内包し骨組織
をミミックしたバイオマテリアルを作成し、が
んの生体内での効率の良い移植や増殖・浸潤を
制御するモデルを作成する。 
 
４．研究成果 
 (1) 転写因子TTF-1のTGF-β-Smadシグナルと
の拮抗／協調作用の発見：我々は TTF-1が
Smad3と Smad4の複合体形成を抑制すること、
多くの TGF-β-Smad標的遺伝子に対して TTF-1
は Smad2/3の近傍に結合すること、さらに TTF-1
の存在は Smad2/3/4複合体のDNAに対する結合
性を全般的に抑えることを明らかにした。一方
で TTF-1はある種の遺伝子のプロモーター領域
では Smad3とともに（Smad4は共存しない）DNA



 
 

に結合して極めてユニークな様式で転写を調節
し、肺腺がん細胞の生存などを制御しているこ
とが明らかとなった。TTF-1は多くの肺腺がん
細胞でがん抑制因子として知られているが、あ
る種の条件ではがん促進作用を発揮する。TTF-1
の有するがん促進作用の一部は Smad3との協調
作用による可能性が本研究で示唆され、TGF-β- 
Smadによる全く新しい転写調節機構としてCell 
Research誌に発表した（引用文献①）。 
 さらに肺腺がんで新たに同定した TGF-βと
TTF-1の標的遺伝子として Tuft1と RBM47 
(RNA-binding motif protein 47) の機能解析を行
った。Tuft1は TGF-βによって誘導される因子で、
mTORシグナルを制御する分子であることが明
らかとなった。RNA結合タンパク質 RBM47は
TGF-βによって発現抑制される分子で、KEAP1
や CUL3の発現を制御することでNrf2の活性化
を抑制することが明らかとなった。RBM47は
Nrf2経路を含むシグナル経路を介して、酸素消
費量やがん幹細胞の割合、腫瘍増大速度を制御
していることが示唆された（引用文献②）。 
 
 (2) TGF-βで誘導される EMTに対する FGFの
効果と RNA の選択的スプライシングの重要性
の発見：TGF-β-Smadシグナルは EMTを制御す
る。がん細胞由来の TGF-βが正常上皮細胞に作
用すると EMTが起こり αSMA陽性の間葉系細
胞へと分化する。一方で、がん細胞が TGF-βに
加えて FGF-2を産生すると、正常上皮細胞が
αSMA陰性の活性化された間葉系細胞となるこ
とを我々は見出した。活性化された間葉系細胞
は運動能・浸潤能の亢進が見られ、さらにMMP
などを産生することでがん細胞に作用してその
浸潤能を亢進させることから、がん細胞と微小
環境の正常上皮細胞が相互に作用し合ってがん
の悪性化に寄与することを明らかにした。 
 TGF-βによって EMTが誘導されるさいには
FGF受容体のアイソフォームのスイッチングが
起こる。我々はシングルエクソンレベルでの解
析により、TGF-βで誘導される EMTにおけるス
プライシングの変化を調べ、TGF-βが ESRPを
介して、広汎にスプライシングパターンに影響
を与えることを見出した。ESRPの発現変化は
δEF1ファミリーの転写因子 ZEB1と ZEB2を介
して起こることが明らかとなった。ZEB1と
ZEB2はマウス乳腺上皮細胞 NMuMGでは
ESRP2プロモーターに結合してESRP2の発現を
低下させた。ヒト乳がん組織では ESRP1と
ESRP2の発現パターンは ZEB1と ZEB2の発現
と逆相関していることが確認された。このこと
から δEF1ファミリーのタンパク質はESRPの発
現を低下させ、FGF受容体をはじめとする多く
のタンパク質のスプライシングパターンを変動
させることで EMTのプロセスや乳がんの進展

に影響を与えていると考えられた。 
 さらに我々は αSMA陰性の活性化された間葉
系細胞は Integrin α3を発現することから免疫組
織染色などで同定することが可能であることを
見出した（引用文献③〜⑤）。引用文献③は 2016
年 4月までに 76回、引用文献④は 41回引用さ
れている。 
 
 (3) BMP-9のリンパ管内皮細胞に対するユニ
ークな作用の発見：BMP-9は ALK-1という血管
内皮細胞やリンパ管内皮細胞に特異的に発現し
ている受容体を介して細胞内へシグナルを伝達
する。我々は BMP-9が 1-5 ng/mlの低濃度で血
管内皮細胞の増殖を in vitroと in vivoの両方で促
進することを見出し、その作用は ALK-1を介す
ることを明らかにした。BMP-4など他の BMP
ファミリーの因子はその作用の発現に 30 ng/ml
以上の濃度が必要とされることから、BMP-9は
極めて活性の高い生理活性物質であると言える。
興味深いことに、BMP-9はリンパ管内皮細胞の
増殖を in vitro、in vivoの両方において顕著に抑
制することが明らかとなった。我々は BMP-9の
リンパ管内皮細胞の増殖抑制には、リンパ管内
皮細胞分化のマスター転写因子である Prox1の
発現がALK-1シグナルを介して強く抑えられる
ことが重要であることを明らかにした。 
 ALK-1は遺伝性出血性毛細血管拡張症（HHT）
の原因遺伝子の一つとして知られているが、
ALK-1のリンパ管の機能に関する役割は明らか
となっていなかった。我々は ALK-1のシグナル
がリンパ管の形成を抑制することを見出した。
ALK-1欠損マウスでは種々の臓器でリンパ管が
拡大していることが明らかとなった。これらの
結果は、BMP-9/ALK-1シグナルのリンパ管形成
における新たな役割を明らかにしたものと考え
られる。近年、BMP-9とその受容体 ALK-1の拮
抗剤を用いた腫瘍血管新生療法の臨床試験が欧
米で行われているが、本研究の成果は BMP-9/ 
ALK1シグナルの制御の臨床応用に関して重要
な知見を示したものと考えられる。本研究の成
果は PNAS誌に発表したが、PNASの
Commentaryで解説された（引用文献⑥）。 
 
 (4) 前立腺がん細胞とストローマ細胞の BMP
を介した相互作用：がん細胞と骨における微小
環境との関係はがんの骨転移の成立に重要な役
割を果たしている。前立腺がんの骨転移では造
骨型の骨転移が見られるのが特徴であるが、そ
の分子メカニズムについてはほとんど明らかと
なっていない。我々は BMPの前立腺がん細胞と
骨ストローマ細胞の相互作用における役割につ
いて研究を行った。ヒト前立腺がん LNCaP細胞
ではBMP-4は Smad依存性にSHHの産生を誘導
する。BMP-4はMC3T3-E1細胞の骨芽細胞への



 
 

分化を誘導する。MC3T3-E1細胞を BMP-4と
SHHで共刺激するとアルカリホスファターゼや
骨シアロタンパクなどの骨芽細胞のマーカーと
なるタンパク質の発現がさらに誘導された。
MC3T3-E1細胞と LNCaP細胞を共培養すると、
BMP-4のMC3T3-E1細胞に対する作用はLNCaP
細胞由来の SHHによって増強された。さらに
LNCaP細胞の存在下では、BMP-4はMC3T3-E1
細胞における FGFなどの増殖因子の産生を促進
し、この結果、LNCaP細胞の増殖が促進される
と考えられた。このように BMPは前立腺がん細
胞が生存・増殖し、ストローマ細胞が骨芽細胞
に分化するのに適した環境を作ることに貢献し、
これによって前立腺がんの造骨性転移が形成さ
れることが示唆された（引用文献⑦） 
 
 (5) 人工バイオマテリアルの創成：体内におい
て、通常、細胞は３次元的な集合体を形成する
ことによって、その生物機能を維持、発揮させ
ている。しかしながら、単なる細胞が集まった
細胞集合体では、集合体内部の細胞に対する栄
養、酸素の供給が悪く、細胞の生存と機能が損
なわれる。この１つの解決法として、細胞接着
性と物質拡散性とを併せもつゼラチンハイドロ
ゲル粒子を用いて細胞集合体を形成させること
により、細胞の生存を高め、生物機能を維持す
るバイオマテリアル技術を完成させた。ゼラチ
ンハイドロゲル粒子を均一に含む細胞集合体内
部の骨芽前駆細胞は、単層培養法と比較して、
有意にその生物機能と骨芽細胞への分化効率が
高いことがわかった。粒子から BMPの徐放化に
より骨再生はさらに増強された。 
 一方、BMP-4による胃がん細胞の増殖をバイ
オマテリアルを用いることによって in vivoで効
率よく抑制することも明らかにした。これらの
バイオマテリアル技術の組み合わせは、人工が
ん微小環境の創製に繋がると期待できた。 
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