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研究成果の概要：TGFβによる悪性化形質関連遺伝子MMP-9の転写制御機構について、主に

マウス乳腺上皮細胞を用い、関与する転写因子を siRNA によるスクリーニングにより検索し

た。その結果、cAMP応答配列結合因子（CREB）が MMP9の転写を HDAC３などその他の

転写共役因子とともに負に制御する可能性が示唆された。また、TGFβ刺激によりミトコンド

リアからの活性酸素産生が上昇し細胞内が酸化状態に傾くが、この変化がシグナルとして重要

であった。 
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１．研究開始当初の背景 
【背景】我々は、上皮（乳腺）細胞を TGFβ
で刺激すると、ミトコンドリア電子伝達系の
活性が変化して細胞質への活性酸素種（ROS）
の放出が促進され、それが二次シグナルとな
って遺伝子発現が誘導されることを見出し
た。DNA マイクロアレイ解析を行ったところ、
TGFβ誘導性遺伝子のうち約 15％の誘導がこ
の経路に依存しており、その中には細胞の接
着、運動、浸潤の制御に関わるものが多く含
まれていた。また、この新規経路は従来の
Smad を介する経路とは独立しており、TGFβ
の細胞増殖抑制機能には関与せず、TGFβに

よる細胞の悪性化形質の誘導に特異的に寄
与する経路であることが示唆された。 
[特色・独創性] 
細胞内redox変化をメディエーターとした新
たな転写制御メカニズム：細胞内redox変化
による遺伝子発現制御機構に関しては、
xenobioticsなどに対する酸化ストレス応答
を中心にこれまで解析されてきた。本課題の
redox応答は、TGFβシグナルという内因性シ
グナルの一翼を担うものであり、従来の制御
機構とは性質、意味合いともに異なる。これ
までのredoxによる転写制御機構には、
AP-1/TRE、NFκBを中心にNrf/AREなどの転写



因子の関与が示唆されているが、本課題で対
象とする応答配列、転写関連因子とこれら従
来のメカニズムには、共通点とともに相違点
が存在する。特に、細胞内redox変化が転写抑
制機構のde-repressionを制御する例は過去
にないものである。 
Redox感受性転写共役因子Hic-5 のTGFβ/ROS
シグナルへの関与：Hic-5 はパキシリン類似
のLIM蛋白質で、間葉系細胞では主に接着斑
に局在することから、インテグリンシグナル
のアダプター分子として注目されたが、我々
は単離当初より、Hic-5 が細胞質-核間をシャ
トルしていることに着目し、核で転写共役因
子として機能する可能性を報告してきた。最
近、他の研究室からも同様の報告が相次いで
いる。また、我々は独自に、そのシャトル能
が特異的なシステイン残基による制御を受
けて、酸化的環境ではHic-5 が核に局在化す
ることを見出し、その意義の一端として今回
TGFβ/ROSシグナルによる転写制御への関与
に注目した。 
本課題は、これら細胞内 redox シグナルに

関する我々独自の成果をもとに、それをさら
に包括的に発展させるものである。 
[意義・貢献]TGFβは、がん細胞の上皮から
間葉系細胞への転換（EMT）・メタロプロテア
ーゼ発現誘導などを通して悪性化の促進に
働く。なかでも基底膜の主成分collagen type
Ⅳ分解能をもつMMP-9 の誘導は、がんの浸
潤・転移に重要な役割を果たす。しかし一方、
正常上皮細胞に対しては、TGFβは増殖を抑
制し、アポトーシスを誘導して癌化を抑制す
る方向に働く。従ってTGFβによるがんの悪
性化過程を抑制的に制御するストラテジー
を立てるに当たっては、この相反する二面性
を念頭に、TGFβシグナルに関して両経路の
共通項と相違項を明確にし、EMT促進に特異
的な経路・分子を抽出して選択的な抑制手段
を講じることが重要なポイントとなる。本課
題はまさにこの相違項を明らかにしようと
するものであり、社会的には、TGFβシグナ
ルが関与するがん悪性化過程の抑制のため
の特異的かつ有効な分子標的の提唱に貢献
が期待される。これまでのところ、がんの化
学療法には非特異的抗がん剤が用いられて
いるが、それに代わって、近年、血管新生過
程、増殖因子レセプター関連分子などを特異
的標的とする薬物の開発が進んでいる。しか
し、がんによるmortalityを決めているのは
その悪性化（浸潤・転移）であることを考え
れば、悪性化過程の抑制を標的とするアプロ
ーチにより重点が置かれるべきである。悪性
化過程（転移、再発）を抑制できれば、早期
発見、一次的外科的治療の進歩と相まって、
死亡率の低下に大きく寄与できると考える。 
また、細胞の悪性化形質誘導シグナルとし
ての ROSシグナルの役割は、がんのみならず、

種々の病態の分子基盤として、サイトカイン
シグナルの環境要因による撹乱の観点から
も注目すべきものである。 
生物学的には、発生過程等で、ROS が上皮-
間葉系形質転換機構誘導のシグナルの一つ
として機能している可能性を示唆するもの
であり、この可能性については、将来の研究
課題としたい。 
 
２．研究の目的 
本課題では、この新規TGFβシグナルの全容を分子
レベルで明らかとするため、第一に①TGFβによる
ミトコンドリア電子伝達系の活性制御について、ミ
トコンドリアBcl-Xl 機能類似タンパク質
prohibitinに着目した検討を行う。最近我々は、TGF
β処理によりミトコンドリアから細胞質へと局在
を変化させる蛋白質として、prohibitinを同定した。 
第二に②電子伝達系の活性変化の結果ミト
コンドリアから放出されるROSが核内の遺
伝子発現を制御する機構について、標的遺伝
子の代表としてMMP-9 を取り上げ、分子レ
ベルの解析を行う。検索の結果、注目すべき
上流配列としてAP-1/TRE、 antioxidant 
response element （ARE）及びMAREの重
複配列、及びRedox感受性転写因子HNF4α
の結合配列を見出した。また、我々がTGFβ
/H2O2誘導性遺伝子として単離し、別途解析
を続けてきたRedox感受性転写アダプター
Hic-5がSmad3と結合能を有ることが報告さ
れ、且つ細胞の悪性化形質制御に関与するこ
とがわかってきた。以上のような知見を手掛
かりとして関与因子を同定し、それら因子の
発現を人為的に制御して、細胞の悪性化形質
（遊走能・浸潤能）への影響を観察し、本経
路の生物学的意義を評価する。 
 
３．研究の方法 
（１）TGFβによるprohibitinの局在制御を
介したミトコンドリア呼吸鎖機能の制御：
TGFβによる呼吸鎖機能の制御メカニズム
の解析のために、prohibitin相互作用因子を
ミ ト コ ン ド リ ア 画 分 か ら TAP
（tandem-affinity purification）法/MS解析
により同定し、TGFβがそれらの相互作用や
局在を制御することで、電子伝達系の活性を
変化させ、ROSの産生を亢進する可能性を検
討する。 
（２）ARE/MARE結合因子の単離・同定と
細胞内redox変化をメディエーターとした転
写制御：TGFβ応答性ARE/MARE配列に結
合する可能性のある転写因子について、検索
を行い、その後それら因子がROSに応答して
遺伝子発現誘導に至るメカニズムを解析す
る。 
（３）Redox感受性転写共役因子Hic-5 の遺
伝子発現制御への関与 ：TGFβによる
MMP-9 の発現制御は抑制の解除と促進の両



方に担われている。Hic-5、HNF4α、MTA1
は、通常の状態でMMP-9 遺伝子の発現を抑
制していることが想定され、TGFβはその抑
制をde-repressすると考えられる。そのメカ
ニズムについて、（2）で同定した因子との相
互作用・機能的連関を含め解析する。MMP-9
のTGFβによる誘導にはHDACが必要とさ
れることを把握しており、ヒストン、または
転写因子の修飾変化を伴う転写複合体の変
化が考えられる。 
 
４．研究成果 
第一の目的とした TGFβよるミトコンドリ
ア呼吸鎖活性の制御機構については、最近、
ミトコンドリアの呼吸鎖活性維持に働く m
ＴＯＲが TGFβにより活性化されることが
新たな知見として報告され、私たちが観察し
ていたミトコンドリア活性化はｍTOR の活
性化よることがわかった。そこで、本研究に
おいては、主に第二の目的であるミトコンド
リア呼吸鎖活性に由来する活性酸素種
（ROS）による遺伝子発現機構の解析に重点
を置いた。 

TGFβによるMMP-9の転写制御機構をモ
デルケースとし、細胞としては主にマウス乳
腺上皮細胞を用いて検討を行った。先ず、
MMP9 上流配列のうち注目した AP-1/TRE
配列への結合能があり、関与が疑われた転写
因子について siRNA を用いたスクリーニン
グを行った結果、核とともにミトコンドリア
にも局在が示唆されている CREB の関与が
示唆された。CREB の発現を低下させると
TGFβによるMMP-9の誘導が特異的、且つ
顕著に促進され、逆に過剰発現によってはそ
の発現が抑制された。これらのことから
CREBが抑制的にMMP-9の発現制御に関わ
っていることがわかった。一方、TGFβの主
要なシグナル伝達因子であるSmadについて、
MMP-9 誘導への関与を同様に検討したとこ
ろ、Smad３、４が促進的に関与しているこ
とがわかった。そこで、CREBによる抑制的
制御の標的がSmad複合体の転写活性である
可能性について、Smad結合配列レポーター
を用いて調べたところ、CREBが Smadの転
写活性を抑制することがわかった。さらに
CREB の変異体を用いた検討から、MMP-9
の発現抑制、Smadの転写活性の抑制機能に
はCREBのDNA結合能とともに Ser-133の
リン酸化が必要であることが示唆された。実
際、TGFβ処理により CREB の Ser-133 の
リン酸化が 10 時間以降促進されることが観
察された。さらに CREB以外の関与因子とし
て HDAC３が TGFβによる MMP-9 の転写
に抑制的に関与する可能性を見出した。 
 一方、TGFβによる MMP-9 の発現は
mTOR の阻害剤である rapamycin、および
抗酸化剤（N-acetylcysteine）の存在により

顕著に促進され、mＴＯＲの活性化とそれに
続く細胞内の酸化状態が MMP9 の発現を抑
制的に制御していることを確認した。したが
って、CREBのリン酸化、或いは転写抑制活
性を制御する上流のシグナルとして、TGFβ
による mTOR を介したミトコンドリア呼吸
鎖の活性化とそれに基づく活性酸素産生上
昇、細胞内レドックスの酸化状態へのシフト
が重要であることが考えられた。実際細胞内
が酸化状態にシフトしていることについて
は、細胞内の代表的還元剤であるグルタチオ
ン量を定量し、TGFβ処理により経時的に減
少することを観察した。 
 Hic-5 と細胞悪性化形質との関連について
は、Hic-5 が細胞の足場依存性増殖に関与す
ることを見出し、報告した。今後、細胞内の
酸化状態に応答した MMP9 を中心とする遺
伝子の発現制御とその機能との関連につい
て、Smad3共役因子としての Hic-5機能に着
目して検討する予定である。 
今後は細胞質の酸化状態が如何に核内の
転写因子の活性制御に至るのか、CREBのリ
ン酸化を主な手掛かりとして、CREB と
HDAC3、その他の転写関連因子による具体
的なMMP-9転写抑制機構を解析する予定で
ある。その成果として、がんの転移に深く関
与するMMP-9の発現抑制手段の提案ともに、
マウス転移モデルを用いて、転移過程の抑制
を目指したい。 
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