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研究成果の概要（和文）：上皮細胞への長期のTGF-β刺激は筋線維芽細胞様の変化(EMyoT)を誘導し、TGF-βと
FGF-2の共刺激はEMTを増強する(eEMT)。そこで、eEMT誘導に関わるリン酸化シグナル経路の解明を目指した。シ
ョットガン法による網羅的探索からEMyoTとeEMTでそれぞれ約250のタンパク質発現の上昇を認めた。SILAC法と
チロシンリン酸化抗体による精製を組み合わせた探索から、EMyoTとeEMTでは約800のタンパク質リン酸化が異な
ることを明らかにした。複数のeEMT特異的リン酸化タンパク質のノックダウンではeEMT誘導能への変化は見出せ
なかったが、Axlの阻害剤はeEMT誘導を抑制した。

研究成果の概要（英文）：Long-term TGF-β stimulation of epithelial cells induces myofibroblast-like 
changes (EMyoT), and co-stimulation of TGF-β and FGF-2 enhances EMT (eEMT). Therefore, this study 
aimed to reveal the phosphorylation signaling pathway involved in the induction of eEMT. 
Comprehensive shotgun proteomic analysis revealed approximately 250 elevated protein expression in 
EMyoT and eEMT, respectively, and a combined search using the SILAC method and purification with 
tyrosine phosphorylation antibodies revealed approximately 800 distinct protein phosphorylations in 
EMyoT and eEMT. Knockdown of multiple eEMT-specific phosphoproteins did not reveal any change in 
eEMT inducibility, but inhibitors of Axl suppressed eEMT induction.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： EMT　チロシンリン酸化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
TGF-βとFGF-2の長期曝露によるeEMTは創傷治癒部位や繊維化形成部位、がん微小環境など実際の生体内で誘導
されている現象であることが推測できる。それ故、本研究で明らかにしたAxl阻害剤によるeEMT誘導の抑制は、
EMTを標的とした治療法開発に繋がる可能性がある。また、SILAC法から新規に同定した123のeEMT特異的なチロ
シンリン酸化タンパク質の中にも線維化やがんの浸潤・転移促進に重要な未知のシグナル因子が含まれているこ
とが予測される。

※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 
 EMT とは個体形成や創傷治癒過程で観察される上皮細胞が形態的及び機能的に間葉細胞様に
分化転換する現象であり、病理学的にも肺や肝臓の線維化疾患やがんの進展への深い関与が知
られている。 
 TGF-は EMT を誘導する主要なサイトカインであり、上皮細胞の培養液中に添加すると線維芽
細胞様の形態変化や上皮・間葉マーカーの変化、運動能の亢進を誘導する(tEMT; TGF- induced-
EMT) 。研究代表者は、tEMT 獲得後の持続的な TGF-刺激下で-SMA の発現が高まり、筋線維芽
細胞様の性質を獲得していることを発見した(EMyoT; epithelial-myofibroblast transition) 。
一方で、tEMT 獲得細胞に FGF-2 を更に加えたところ TGF-長期培養による EMyoT 誘導は抑制さ
れ、代わりに線維芽細胞様の細胞骨格の変化や運動能・浸潤能・細胞外基質分解能が増強された
(eEMT; enhanced-EMT、Shirakihara T, et al. EMBO J. 30:783-, 2011) 。 
 そこで、FGF シグナルによる EMT 増強の分子メカニズムをタンパク質修飾の観点から解明し、
生体内での当現象の確認を目的として、eEMT によって新規にリン酸化されるタンパク質の網羅
的探索を試みた。 
 
 
２．研究の目的 
 TGF-と FGF-2の両シグナルが合わさって eEMT が誘導されるときに新規にリン酸化されたタ
ンパク質を特定し、EMT の特徴である形態変化や運動能亢進を促すリン酸化シグナル経路を明ら
かにすることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1)eEMT 特異的チロシンリン酸化タンパク質の探索 
① マウス乳腺上皮 NMuMG 細胞を無刺激、TGF-刺激（EMyoT）、TGF-と FGF-2 の共刺激（eEMT）
の下で長期培養し、総タンパク質の差異をショットガン法によって調査する。 
② 通常培地もしくは安定同位体標識をしたリジンを含む SILAC 培地で 15 日間培養した NMuMG
細胞をそれぞれ 4 日間リガンド刺激し、EMyoT と eEMT を誘導する。それぞれの細胞抽出液を混
合した後、抗リン酸化チロシン抗体を用いて免疫沈降を行い、LC-MS 解析により濃縮したリン酸
化タンパク質の網羅的な探索を行う。各タンパク質のリン酸化状態の比と総タンパク質量の比
を比べ、EMyoT 特異的にチロシンリン酸化修飾が上昇しているタンパク質を特定する。 
 
(2)eEMT 特異的な発現上昇タンパク質やチロシンリン酸化タンパク質の機能解析 
LC-MS によって同定した EMyoT 特異的なチロシンリン酸化タンパク質群から着目した因子のノ
ックダウンを行い、EMyoT 誘導が抑制されるかを観察する。また、酵素活性等の機能を有するタ
ンパク質に対しては阻害剤を用いて、同様の解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) EMyoT, eEMT の細胞内総タンパク質の比較 
NMuMG 細胞を 1ng/ml TGF-や 30ng/ml FGF-2 で 4日間処理し、回
収した総タンパク質をショットガン法によって網羅的に探索した。
同定した 3625 のタンパク質のうち、EMyoT と eEMT ではそれぞれ 247
と 237の発現量が無刺激と比較して 2倍以上に上昇しており、166タ
ンパク質が共通であった（図 1）。一方、71 タンパク質が eEMT で特
異的に上昇しており、その中で 54 タンパク質が EMyoT と比較して
eEMT 特異的で 2倍以上増加しているものとして同定された。 
 



(2) EMyoT, eEMT のチロシンリン酸化タンパク質の精製と同定 
安定同位体標識をしたリジンを含む SILAC 培地で培養した EMyoT と
eEMT の細胞抽出液を混合し、総タンパク質と抗チロシンリン酸化抗体に
より精製したリン酸化タンパク質を再びショットガン法で解析した（図
2）。リン酸化タンパク質濃縮方法などの最適化を行い、785 のタンパク
質にリン酸化状態の差が認められた。123 のチロシンリン酸化タンパク
質は複数回の SILAC で再現よく同定され、その中には細胞運動、細胞間
接着、細胞骨格に関わるタンパク質や受容体、転写因子等が含まれてい
た。 
 
(3) 同定したタンパク質の機能解析 
EMyoT と eEMT でチロシンリン酸化状態の異なるタンパク質から eEMT
の機能に関与するリン酸化を探索することを試みた。既知の機能や発現
場所、リン酸化量などを材料に注目したタンパク質を shRNA でノックダ
ウンし、eEMT 誘導に影響が現れるかどうかを観察した。およそ 30 種の
タンパク質に対して shRNA を設計してノックダウンを行ったが、NMuMG
細胞の eEMT 誘導能に大きな変化は見出せなかった。また、eEMT 特異的
リン酸化タンパク質として同定した 6種のタンパク質の抗体を購入し、
抗チロシンリン酸化抗体により精製した eEMT 特異的リン酸化タンパク質の検出を試みたが、ど
の抗体でも確認することができなかった。 
そこで次に、候補タンパク質の一つ
であるチロシンキナーゼ Axl に着目
し、その活性の阻害効果を検討した。
Gilteritinibなど複数のAxl阻害剤は
TGF-と FGF2 による eEMT 誘導を阻害
する様子が観察された（図 3）。ただし、
ウェスタンブロットでは eEMT による
Axl のリン酸化を検出することはでき
なかった。 
一方、別な方法を用いて eEMT で活性
化しているチロシンキナーゼの探索も
試みた。各種マウス受容体型チロシン
キナーゼのリン酸化抗体アレイを用い
て、無刺激、tEMT（TGF-刺激 1日間）、
EMyoT（TGF-刺激 5日間）、eEMT（TGF-
+FGF-2 刺激 5日間）の比較を行った。
しかし、各メンブレン間で差異を認め
ることはできなかった（図 4）。最後に、
様々なチロシンキナーゼを標的とした
阻害剤を使って eEMT 誘導阻害作用のスクリーニングを行った結果、新たに 2 種類の阻害剤が
TGF-と FGF2 添加 3日後に誘導される eEMT の形態変化を抑制することを見出した。 
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