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研究成果の概要（和文）：本研究はTGF-βの腫瘍促進作用の分子機構を明らかにすることを目指して研究を推進
した。活性型RasはTGF-βの標的遺伝子の発現パターンに大きな影響を与え、TGF-βが腫瘍抑制因子から腫瘍促
進因子に転換する過程でスイッチとして働くことを明らかにした。TGF-βは上皮細胞の間葉系細胞への分化
（EMT）を誘導する。本研究では、EMTでは炎症関連遺伝子群の発現にも影響を与えること、TGF-βの長期刺激で
はEMTの形質が安定化することを示した。さらに組織透明化技術により、TGF-βはがん細胞の原発巣における血
管内侵入、遠隔臓器での血管外脱出、転移巣の微小環境の形成に貢献していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to elucidate the various tumor-promoting effects 
of TGF-β. We found that active Ras greatly affects the expression profiles of TGF-β target genes, 
and that it acts as a switch in the conversion of TGF-β from tumor suppressor to tumor promoter. 
TGF-β induces epithelial-mesenchymal transition (EMT). In this project, we found that EMT affects 
the expression of inflammation-related genes. Furthermore, we showed that long-term TGF-β 
stimulation stabilizes the EMT phenotype. Using a tissue-clearing technology, we found that TGF-β 
is involved in intravasation in the primary tumor as well as in the extravasation of cancer cells in
 the blood vessels at distant organs. In metastatic foci, TGF-β-stimulated cells contribute to the 
formation of metastatic niches, and TGF-β may play a critical role in the formation of metastatic 
colonies.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： 細胞内シグナル伝達　細胞医化学　がん微小環境　がん幹細胞　ゲノム科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の成果による論文は広く引用され、組織透明化技術によるがんの転移機構の解析の成果は国内外のマ
スコミにも数多く取り上げられ注目された。本研究によりTGF-βが進行したがんにおいてがんの浸潤・転移の複
数の段階でその進展を促進する分子機構が明らかとなった。これにより、TGF-βやRasなどのシグナルの制御を
組み合わせることで進行がんの治療法の開発が可能になると期待された。

※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。



１．研究開始当初の背景 
TGF-β (transforming growth factor-β)は 1980 年代初頭に軟寒天培地の中で正常線維芽細胞の形
質転換を促進する因子として発見された。しかし 1985年に TGF-βが上皮細胞など多くの細胞の
増殖を抑制することが明らかとなり、TGF-β は腫瘍抑制因子として大きな注目を浴びるように
なった。一方で 1990 年代半ばになって TGF-β が上皮細胞の間葉系細胞への分化を促進（EMT: 
epithelial-mesenchymal transition）することが報告され、進行したがんでは TGF-βが腫瘍促進因子
として働くことが明らかとなり今日に至っている。本申請は長年にわたって議論となってきた、

TGF-βが腫瘍抑制作用を失い、腫瘍促進因子へとスイッチする分子機構（図１）を明らかにし、
かつ TGF-β の有する多彩な腫瘍促進作用を解明する
ことを目指す。研究遂行にあたっては最近目覚ましい

勢いで進歩してきた次世代 DNAシーケンス技術を駆
使しつつ、革新的ながん治療のシーズとなる知見を見

いだすことを目的とする。 
 
２．研究の目的 

1) TGF-β-Smadのダイナミックな転写調節機構の解明： TGF-βは受容体に結合すると R-Smad
を活性化し、活性化された R-Smad（Smad2と Smad3）は Co-Smad（Smad4）と複合体を作って
核内で転写を調節する。本研究では次世代シーケンスの手法を用いつつ、がんの進行に伴ってみ

られるクロマチン構造のダイナミックな変化とこれに伴う Smad の結合パターンを明らかにす
る。がん遺伝子 Rasシグナルが TGF-βシグナルと協調して TGF-βの標的遺伝子の発現プロファ
イルに影響を及ぼす分子機構や、Ras が Smad などの DNA 結合プロファイルに与える影響をゲ
ノムワイドに明らかにする。これらによりがんの悪性化に伴い TGF-β-Smad経路による転写調節
機構がどのように変化するか、どのような分子が Keyとなる役割を果たすかを明らかにする。 

2) TGF-βによる EMTの調節機構と多彩な表現型の解析： TGF-βは上皮細胞を間葉系細胞へ
分化させることで細胞同士の接着を低下させ、細胞の運動性・浸潤性を亢進させる。TGF-βによ
る EMT誘導は増殖因子などの種々の細胞内シグナルや、がん遺伝子・がん抑制遺伝子のシグナ

ルとのクロストークによって調節されている。TGF-β による EMT には Snail や Slug、ZEB1 や
ZEB2 などの転写因子が極めて重要な働きを有することから、ZEB1 を中心にこれらの転写因子

の ChIP-seqを行い、EMTの分子機構をゲノムワイドに明らかにする。また、多くの上皮がん組

織ではがんの微小環境における TGF-β産生が亢進しており、がん細胞は TGF-βに長期的にさら

されていることから、長期 TGF-β刺激による EMTと、そこで活性化されるシグナル経路の解析
を行う。これら試みによりこ EMTの表現型の多様性を分子レベルで明らかにし、がんの進展に

おける意義の解明を目指す。 
 3) がんの浸潤・転移を促進する TGF-βの多彩な作用の解明： TGF-βは進行したがん細胞に
作用し、EMTだけでなく多彩な作用を引き起こすことでがんを進展させる。我々は Smad2/3の
ChIP-seq の解析により、これまで知られていなかった多くの TGF-β 標的遺伝子を同定したが、

その中には興味深い作用を持つ因子が含まれていることが明らかとなった。本研究では、新たに

同定した種々の TGF-β 標的分子の機能を明らかにし、がん進展との関連の解明を目指す。また

本研究課題遂行中に、マウスの臓器・組織を透明化し、がん転移の個体から１細胞レベルまでの

解析を in vivo で安定して観察できる系として CUBIC (clear, unobstructed brain imaging cocktails 
and computational analysis) 法を導入した。本研究では CUBIC法を活用しつつ種々のがん転移モ

デルを駆使して、TGF-βのがん転移に及ぼす役割を in vivoで明らかにする。 
 
３．研究の方法 

1) 次世代シーケンサーを用いたゲノムワイドな遺伝子発現解析： 我々は RNA—seq や ChIP-
seq、FAIRE-seq などの手法を用いてクロマチン構造のダイナミックな変化を明らかにすること
で TGF-βが腫瘍抑制因子から腫瘍促進因子へと転換する分子機構を探る。  

2) TGF-β刺激によって誘導される EMT表現型やがんの浸潤・転移の解析：種々の正常・腫瘍

細胞を用いて TGF-β刺激によって誘導される EMTの表現型やがんの浸潤・転移の解析を行う。

がん遺伝子の強制発現やノックダウン、RNA の選択的スプライシングの影響、non-coding RNA
の作用、EMT 関連転写因子の作用の解析などを行う。 

3) 新規透明化技術を用いたがん転移機構の解析：透明化手法 CUBICを用いた臓器透明化を応

用することで成獣マウスを用いて個体および臓器レベルで組織を透明化し解析することが可能

となったことから、マウスモデルでのがん転移機構を観察する（Takahashi et al. STAR Protoc. 2020）。 
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４．研究成果 
1) TGF-β-Smadのダイナミックな転写調節機構の解明 
① クロマチンのダイナミックな変化に伴う転写因子結合パターンの変動 

TGF-βと Rasシグナル経路との協調作用により EMTが誘導され、その結果、細胞の運動能や

浸潤能が亢進することから、TGF-β と Ras の協調作用は発がんの過程で極めて重要と考えられ

る。Rasの活性化は膵臓がんでは早期から 90%以上の症例で見られるほか、肺腺がんでも高い頻

度で見られる。我々はマウス乳線上皮細胞 EpH4と、その Ras形質転換細胞である EpRasを用い
て、TGF-βによるクロマチンの開閉状況の変化を FAIRE-seqによって網羅的に解析した。TGF-β
は EpH4細胞には EMTを誘導しないが、EpRas細胞に対しては EMTを誘導する。我々は Ras お
よび TGF-β 刺激がそれぞれクロマチンの開閉状況を変化させ、しばしば協調的に作用すること

を見出した。TGF-β と Ras は Cdh1 (E-cadherin)や Esrp2 などの上皮細胞関連遺伝子、Fn1 
(fibronectin)や Cdh2 (N-cadherin)などの間葉系細胞関連遺伝子などのクロマチンの開閉状況に特

徴的な影響を与えた（図２）。Ras 存在下では ETSファミリー転写因子のうちがん遺伝子として

働くことが知られている Etv4 や Etv5 の発現上昇が認められ、EMT 誘導過程でのクロマチンへ

の結合が示唆された。さら

に Gene Ontology 解析によ
り Etv4 と Etv5 がマトリク

スメタロプロテアーゼ

Mmp13 の発現や細胞浸潤
能に関与していることが明

らかとなった（Arase et al. 
Sci Rep. 2017）。 
② がん遺伝子・がん抑制遺伝子による Smadの結合パターンの変化と標的遺伝子の同定 
 TGF-β と Ras シグナル経路の協調作用における下流因子を同定するために、我はスウェーデ

ン Uppsala大学との国際共同研究で、がん抑制遺伝子 p53ファミリーの因子の一つである p63に
注目した。p63は腫瘍抑制作用と腫瘍促進作用の双方を発揮しうるが、その作用はスプライシン

グによって作られる isoformの相違に依存する。ΔNp63 は N 末端を欠いた isoformで、上皮由来

のがん細胞などで発現している。変異型 p53と ΔNp63を発現する HaCaT 表皮角化細胞におい

て、次世代シーケンサーを用いてゲノムワイドに p63の DNAへの結合パターンを調べた。その

結果、活性型 Ras や TGF-β シグナルの活性化により変異型 p53 タンパク質の発現が減少し、

ΔNp63の標的遺伝子結合と転写活性化が促進された。ΔNp63 によって誘導される遺伝子産物の

中には DUSP6 (dual-specific phosphatase 6)が含まれ、DUSP6は細胞の運動や浸潤が促すと考えら

れた。ΔNp63 を過剰発現させた乳がん細胞は転移巣を形成する能力が高まり、DUSP6/7 の発現
を減少させると阻害された。以上から Rasと TGF-βシグナルは、ΔNp63 転写プログラムの活性

化を通じてがんの進行を促進することが明らかとなった（Vasilaki et al. Sci Signal. 2016）。 
本研究成果の学術的価値：本研究の成果は、TGF-β が腫瘍抑制因子から腫瘍促進因子に転換

する過程では、Ras などのがん遺伝子がスイッチとして働くことを強く示すものである。RNA-
seqなどのゲノムワイドな遺伝子発現プロファイルの検索においても、活性型 Rasの有無が TGF-
βの標的遺伝子の発現パターンに大きな影響を与え、Rasシグナルによってがん細胞の悪性化へ
の表現型の転換が顕著にみら

れることを確認した。 
TGF-β シグナル分子の異常

としては、進行した膵臓がんに

おける SMAD4/DPC4 の遺伝子
異常が広く知られている。膵臓

が ん は 初 期 の PanIN-1A 
(pancreatic intraepithelial 
neoplasia 1A) から悪性度の高

い腺がんへと進行する過程に

おいて、複数のがん遺伝子やが

ん抑制遺伝子の異常が蓄積す

ることが観察されており、大腸がんと同様に多段階発がん説が広く受け入れられている（図３）。

膵臓がんの進行には SMAD4/DPC4の遺伝子異常ががんの進行に重要な役割を果たすと長い間考

えられてきた。しかしながら膵臓がん初期から高頻度で異常が見られる遺伝子として KRASが挙



げられ、TGF-β シグナルとの関連でも Ras の重要性を注目すべきと考えられた。TGF-β 刺激に

よる腫瘍促進作用の発揮には Ras がん遺伝子のシグナルとの協調作用が重要であることを本研

究課題では様々な手法で明らかにした。以上から、膵臓がんでは KRAS の異常により TGF-β が
早期から腫瘍促進作用を発揮することで、腫瘍抑制因子から腫瘍促進因子へと移行することが

考えられた（Miyazono et al. Front Med. 2018）。 
2) TGF-βによる EMTの調節機構と多彩な表現型の解析 
① ZEB1や Smad2/3に誘導される EMTの分子機構の ChIP-seqなどによる研究 
転写因子 ZEB1は TGF-βによって誘導され、がん細胞に EMTを引き起こす代表的ながんの

予後不良因子として知られている。我々は乳がん細胞株を用いて ZEB1の転写制御機構を網羅的

に明らかにした。その結果、ZEB1はこれまで知られていた CDH1などに加えて、炎症関連遺伝

子群の発現を制御することを見出した。さらに細胞培養上清の抗体アレイによる解析によって、

ZEB1制御分子として IL-6や IL-8を同定した。ZEB1と ZEB2はこれら炎症性サイトカインの発

現制御において同様の作用を示した。ZEB1誘導性サイトカインのがん進展における役割を検討

したところ、ZEB1は IL-6 依存的に乳がん細胞の増殖と、マウス移植モデルでの腫瘍形成を促進

した。マウス乳がん細胞 4T1を用いた検討では、ZEB1 過剰発現により転移を促進する一連の細

胞群（MDSC）が腫瘍に集積していることが観察され、EMT 誘導転写因子と炎症との関連が明

らかとなった（Katsura et al. Mol Oncol. 2017）。 
② 長期 TGF-β刺激によって活性化されるシグナル経路の解析 
上皮細胞や上皮性腫瘍細胞は、

TGF-β刺激によって部分的（partial）
あるいは完全な EMTを起こし、がん

の進行に寄与する。TGF-βを除去する

ことにより細胞は上皮細胞様の特性

を回復するため、EMT のプロセスは

可逆的であると考えられている。我々

は米国 UCSFとの国際共同研究で、実

際のがんで想定される長期の TGF-β
刺激（８日以上）を行うことにより、

短期（約２日）の TGF-β刺激で誘導される可逆的な EMTと異なり、乳腺上皮細胞や乳がん細胞

の EMTが安定化されることを見出した。EMTの安定化に伴い、がん幹細胞の産生と抗がん剤耐

性が亢進した。さらに、長期の TGF-β刺激は mTOR1/2のシグナルを活性化した（図４）。mTOR
阻害剤 RapaLink1により、がん細胞の幹細胞性、生存、抗がん剤耐性が抑制され、マウスモデル

において腫瘍の増殖が阻害された。短期 TGF-β 刺激を受けた乳がん細胞ではがんの転移の亢進

が見られたのに対し、長期 TGF-β 刺激を受けた細胞は転移巣形成までの潜伏期が長くなり、腫

瘍の潜伏や持続を促す作用が見られた。これらの結果は、乳がん細胞の幹細胞性の安定化と抗が

ん剤耐性における mTOR の役割を明らかにし、mTOR シグナルの抑制が乳がん幹細胞を標的と

する治療戦略として有用である可能性を示すものと考えられた（Katsuno et al. Sci Signal. 2019）。 
③ TGF-βに誘導される内皮-間葉移行における FGFの役割 

TGF-βは TNF-aや FGFなどのサイトカインや増殖因子と協調することで EMTの多彩な表現
型の形成に関与する。我々は腫瘍血管内皮細胞（TEC）の TGF-β誘導性内皮-間葉移行（EndMT）
の制御における FGF2 の役割を検討し、FGF シグナルが TGF-β 誘導性の内皮-筋線維芽細胞移

行（End-MyoT）を阻害し、収縮性筋線維芽細胞の形成を抑制することを明らかにした。一方で、

FGFシグナルは TGF-βと協働して、遊走性や増殖性を有する活性型線維芽細胞の形成を促進す

ることを明らかにした。以上より、TEC から筋線維芽細胞と非筋線維芽細胞が形成される過程

で TGF-β と FGF2 が協調と拮抗の両方の作用を発揮し、腫瘍微小環境における間葉系細胞の特

徴を決定していることが示唆された（Akatsu et al. Mol Oncol. 2019）。 
本研究成果の学術的価値：TGF-βは EMTを誘導することで正常上皮細胞や上皮性腫瘍細胞に
作用してがん細胞の運動・浸潤能の亢進、幹細胞性特質の獲得、抗がん剤耐性などを誘導するこ

とが明らかとなっていた。本研究の成果は、TGF-βによる EMTが FGFなどの増殖因子のシグナ
ルによって影響を受け、形成された間葉系細胞の特質に特徴的な変化が起こること、EMT は上
皮細胞の形態変化のみならず、炎症関連遺伝子群の発現にも影響を与え、EMT 誘導とがんにお

ける炎症性変化に密接な関連があることを明らかにした。さらに TGF-β 処理によって誘導され

る EMTにおいて短期刺激では可逆性の EMTが誘導されるのに対し、長期刺激では EMTの形質
が安定化すること、ここでは mTOR シグナルが重要な役割を果たすことが明らかとなった。興



味深いことに、安定化 EMT細胞は可逆性 EMT細胞に比較して転移巣の形成に時間を必要とし、

dormant（休眠）な状態となっていることが明らかとなった。EMTの抑制には Rasの抑制、TGF-
βシグナルの抑制に加えて、mTORシグナルの抑制が重要であることが明らかとなった点で、本

研究の学術的意義は高いと考えられた。 
3) がんの浸潤・転移を促進する TGF-βの多彩な作用の解明 
① 新規 TGF-β標的分子による TGF-βの新たな機能の研究 
 次世代シーケンサーの導入と EMT誘導機構の詳細な解析を通じて、我々は新規の TGF-β標
的遺伝子を同定することに成功した。マウス乳腺上皮細胞 NMuMG で TGF-β による EMT 誘導
過程で発現が減少する分子として、RNA binding motif protein 47 (RBM47) を見出した。RBM47は
転写因子 Nrf2の標的分子である種々の代謝調節分子の発現を抑制した。RBM47は Nrf2制御分

子 Keap1や Cullin 3の mRNAと結合した。RBM47の発現抑制はこれらのタンパク質の発現を抑
制し、その結果、Nrf2 の DNAへの結合を促進した。マウスにおける in vivo 腫瘍増殖や転移能

は RBM47の発現低下で亢進した。以上から、RBM47は、Nrf2活性を抑制することで腫瘍抑制
作用を発揮すると考えられた（Sakurai et al. Oncogene 2016）。 
②  新規透明化技術を用いたがん転移機構の解析 

我々は透明化試薬 CUBICを用いた
臓器透明化を応用し、マウスモデルで

のがん転移機構を観察した。その結

果、マウス全身でのがん細胞の局在を

検出すると同時に、肺への転移を１細

胞レベルで可視化することに成功し

た。肺腺がん細胞 A549をマウス尾静

脈から投与して転移形成能を経時的

に確認したところ、TGF-βで処理した

A549 細胞はマウスに投与 24 時間後

における肺への集積が非処理細胞に

比べて有意に増加していた。さらに投

与 14 日後の転移巣形成においても

TGF-βで処理したA549細胞は非処理

細胞に比べて有意に亢進していた。以

上からがん転移のプロセスにおいて、TGF-β はこれまで知られていた血管内侵入に加えて、遠

隔臓器での血管での生存と血管外脱出にも寄与していることが明らかとなった（Kubota et al. Cell 
Rep. 2017）。さらに我々は、がん転移に対する TGF-β処理・非処理肺がん細胞の協調作用を解析

した。TGF-β 処理がん細胞を非処理がん細胞と同時もしくは 24 時間前にマウスに投与すると、

TGF-β処理がん細胞だけでなくTGF-β非処理がん細胞の転移も有意に亢進することを見出した。

このことは、TGF-β処理がん細胞はがん微小環境に影響を与えて、TGF-β非処理がん細胞の転移

を促進することを示している。ゲノムワイドな遺伝子発現プロファイルの解析から TGF-β 処理

がん細胞による非処理細胞の転移促進には血小板やマクロファージとの協調作用が重要である

ことが明らかとなった（Kubota et al. Commun Biol. 2021）。 
本研究成果の学術的価値：本研究では TGF-β ががん転移の複数のステップに関与しているこ

とを明らかにした（図５）。組織透明化技術を用いてがん転移機構を検討した結果、TGF-βは原
発巣での運動・浸潤能の亢進、血管内侵入に加え、遠隔臓器における血管内でのがん細胞の生存

や血管外脱出にも関与していることが確認された。転移巣では TGF-β 刺激を受けた細胞は微小

環境に作用して転移巣ニッチの形成に寄与し、TGF-β 刺激を受けていない細胞が転移を形成す

ることにも貢献していると考えられた。転移巣ではしばしばEMTの逆の現象MET (mesenchymal-
epithelial transition) が起こり、E-cadherin 陽性の上皮様細胞が見られる。前項で示した通り、安

定化 EMT 細胞よりも可逆的 EMT の状態にある細胞が早期に転移巣を形成しやすいことから、

がん転移巣の形成には多様な分化の段階にあるがん細胞が相互に作用しながら転移巣の形成に

関与することが明らかとなった。 
本研究成果の社会的意義：本研究課題の成果による論文は広く引用され、組織透明化技術の

成果はマスコミにも数多く取り上げられた。近年 TGF-β シグナルの阻害分子が次々と開発され

つつある。我々も TGF-βの I型と II型受容体の細胞外領域を用いたリガンドトラップを開発し

特許を取得した。世界的には Rasの阻害剤が開発されつつあり、TGF-βや Ras、mTORシグナル
の制御などを組み合わせることで進行がんの治療法の開発が可能となると期待された。 
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