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研究成果の概要（和文）：上皮間葉転換(EMT)とその逆反応であるMETは癌悪性化の様々なステップで重要であ
る。しかし現在までにEMT/METによる上皮・間葉形質の可塑性の詳細な分子機構は解明されておらずこの機構を
標的とした治療法は存在しない。我々は以前に、Triple-negative乳癌(TNBC)において一部の細胞株では上皮様
と間葉様の細胞が一定の比率で共存していることを見出し、腫瘍内の上皮・間葉形質の可塑性を解析可能なモデ
ルとして提唱した。本研究では、この可塑性をCRISPR/Cas9とプール型gRNAによって網羅的に解析し、様々な遺
伝子がTNBCの上皮・間葉形質の可塑性に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Epithelial-mesenchymal transition (EMT) and its reverse process, MET, are 
crucial in several stages of cancer metastasis. Spatiotemporally-coordinated mutual regulation 
between EMT and MET could occur during metastasis. To elucidate such regulation, we chose HCC38, a 
human TNBC cell line, because HCC38 is composed of epithelial and mesenchymal populations at a fixed
 ratio. First, we established EMT-reporter cells which have E-cadherin-promoter driven mKO2 and 
vimentin-promoter driven EGFP. Next, we tried to analyze the effect of CRISPR/Cas9-mediated gene 
knockout on EMT/MET plasticity. Results showed that mesenchymal population in HCC38 cells was 
significantly decreased or increased by gene knockout using gRNAs for ZEB1 or miR200c, respectively.
 In this study, we performed CRISPR/Cas9-mediated genome-wide screening to identify novel mechanisms
 for EMT-MET plasticity in triple-negative breast cancer.

研究分野： 分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳癌は外科的切除により予後が大きく改善する癌腫であるものの、現在でもTNBCなどでは転移が起きてしまうと
予後を改善することは難しい。この転移を予防・治療するためにはその根本的な機構を解明する必要がある。上
皮間葉転換(EMT)は転移や再発に重要な機構であるが、腫瘍内におけるEMTとその逆反応METの平衡関係を決定す
る機構はいまだによくわかっていない。本研究では転移を標的とした治療法開発を目的としてその機構の一端を
明らかにした。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
乳癌は発現プロファイルによって悪性度や治療戦略の異なるサブタイプに分類される。中で

もトリプルネガティブ乳癌(TNBC)は既存の治療標的分子を発現せず化学療法が適応される。こ
のTNBCには化学療法が比較的効きやすいBasal-like乳癌と化学療法に抵抗性を示すClaudin-
low 乳癌が混在しており、抗癌剤耐性機序の解明が求められている。Basal-like 乳癌と比べて
Claudin-low 乳癌は上皮細胞マーカーの発現が低く、間葉系細胞のマーカーを高く発現すること
から Basal-like 乳癌もしくはその起源となる細胞が上皮間葉転換(Epithelial-mesenchymal 
transition: EMT)を起こして Claudin-low 乳癌が発生すると考えられる。我々は、いくつかの
Basal-like乳癌細胞株で通常培養条件下で上皮様細胞と間葉様細胞が共存し自発的にEMTとそ
の逆反応である MET を起こして相互に変換することを明らかにした。 
 
２．研究の目的 

HCC38 細胞における自発的 EMT/MET の制御機構の詳細を明らかにすることで、TNBC 内
サブタイプの決定や抗癌剤耐性獲得機序を解明し TNBC の悪性化機序の理解および新規治療法
の提唱を本研究の目的とした。これまでにも様々なサイトカインや転写因子が上皮間葉転換を
誘導することが分かっているが、実際の乳癌細胞における自発的な EMT/MET の機序の解析が
サブタイプ決定機構の解明や EMT/MET を標的とした新規治療法の提唱に最も重要だと考えら
れる。また、代謝系酵素など既知の EMT/MET シグナルとの関連が乏しい因子も上皮様・間葉
様の性質決定への関与が報告されており、既知の EMT/MET 関連因子の情報だけでなく HCC38
細胞を用いた網羅的解析が全容の理解には必須である。 
 これまでの HCC38 細胞の EMT 関連転写因子の発現解析から、Snail や ZEB1, ZEB2 が間葉
様細胞で高発現している一方、Slug は両画分で同程度に発現していることが分かった。これら
の因子を siRNA を用いて発現抑制し自発的 EMT/MET への影響を検討したところ Slug と
ZEB1 が重要であった。興味深いことに間葉様細胞で顕著な高発現を認めた Snail や ZEB2 の発
現抑制は影響を示さず、むしろ発現量に差がない Slug が重要であった。そこで、EMT/MET 関
連因子の探索には、発現量の比較だけでなく、機能的な遺伝子スクリーニングが必要だと考えた。 
 
３．研究の方法 
①gRNA と CRISPR/Cas9 によって誘導される遺伝子機能欠損による自発的 EMT/MET の阻害 
 CRISPR/Cas9 は標的 DNA に相補的な配列をもつ guide RNA (gRNA)によって DNA を配列特異的
に切断する酵素である。培養細胞に Cas9 タンパクと gRNA を発現させるとゲノム中の gRNA 標的
配列に二本鎖切断を誘導出来る。切断されたゲノム DNA は non-homologous end joining (NHEJ)
によって修復される際に様々な大きさの DNA 挿入や欠失が起きるため、標的配列が遺伝子の翻
訳領域であった場合フレームシフトによる遺伝子欠損が起きる。実際に HCC38 細胞に対して、
ZEB1 の翻訳領域を標的とする gRNA と Cas9 を発現するレンチウイルスベクターを感染させ、ゲ
ノム中に標的を持たない non targeting gRNA (nt-gRNA)発現細胞と比較したところ、ZEB1 を標
的とする gRNA 発現細胞では顕著な間葉様細胞画分の減少が認められた。実際に gRNA 標的配列
周辺のゲノムシーケンスを解析したところ、70%程度の高い効率で変異が導入されており、効率
よく遺伝子機能を不活化出来ることが分かった。NHEJ による修復時に挿入・欠失が 3 の倍数の
塩基数で起きてしまうとフレームシフトが起きずに機能的な ZEB1 が発現してしまうが、興味深
いことにフレームシフトの有無は gRNA 標的周辺の DNA 配列に強く依存する。そのため 1つの遺
伝子に対して複数の gRNA を設計すれば効率よく遺伝子機能欠損を誘導出来る gRNA が得られる。
申請者の経験では半数以上の gRNA で効率的な遺伝子機能欠損が確認出来ており、1 遺伝子につ
き 3種類の gRNA を準備すれば機能的な解析が可能と考えた。 
 
②gRNA ライブラリによる網羅的な遺伝子機能欠損による自発的 EMT/MET 関連因子の探索 
 ZEB1 を標的とした gRNA 導入で見られた間葉様細胞の減少がサイトカイン等の産生を介した
ものではなく cell intrinsic な EMT 抑制効果であると仮定すると、複数の gRNA を混合して導
入した際にも、EMT/MET に影響を与える gRNA を発現する細胞は上皮様・間葉様画分で存在の偏
りが出来ると考えられた。この gRNA 発現細胞の偏在を解析することで自発的 EMT/MET 制御因子
の機能的なスクリーニングが可能と考えた。Addgene から購入した Cas9/gRNA ライブラリ(Human 
CRISPR Knockout Pooled Library:GeCKO v2)を HCC38 細胞に導入し、遺伝子機能欠損と EMT/MET
変化に十分な時間培養を行った。その後、フローサイトメーターで上皮様・間葉様細胞を分離し、
ゲノムに組み込まれた各 gRNA 配列の割合を次世代シーケンサーで解析し存在比の偏りを調べた。 
 
③フローサイトメーターによる上皮様・間葉様細胞の分画に利用可能なレポーター細胞の樹立 
 本研究で解析予定の gRNA ライブラリは約 20000 遺伝子について各 3 種類の gRNA が含まれて
おり合計 60000 種の gRNA からなる。これらの定量的な解析には各 gRNA について 300 copy 程度
を解析する必要がある。HCC38 細胞には MOI=4 程度でレンチウイルス感染が可能なので少なくと
も約 4.5×106 細胞(60000×300÷4)をフローサイトメーターで分取する必要がある。しかし従
来の EpCAM/CD44 抗体染色ではこの数の細胞を安定して染色することが困難なため、上皮様・間
葉様の性質を蛍光タンパク質の発現で解析可能なレポーター細胞を樹立して用いる。具体的に
は両画分で大きく発現が異なる E-cadherin と Vimentin のプロモーター下流で 2 種類の蛍光タ



ンパク質が制御されるレポーター遺伝子を HCC38 細胞に導入することで抗体染色をせずに上皮
様・間葉様細胞を分取することを目指した。 
 
４．研究成果 
①EMT 関連遺伝子に対する gRNA の導入による上皮間葉画分の制御 
まず最初に gRNA による既知の EMT 関連因子のノックアウトによる影響を検討した。標的とす

る遺伝子には HCC38 細胞において EMT を誘導することが分かっている転写因子 ZEB1、SNAI2、
EMT を阻害することが予想される mRNA200c, mRNA144 を用いた。コントロールとして、ヒトゲノ
ム中に標的配列を持たない gRNA 配列を 3種類設計した。これらの gRNA を Cas9 と共に発現させ
るため LentiCRISPRv2 ベクターを用いて組み換えレンチウイルスを作成して HCC38 細胞に導入
して puromycin による選択を行った結果、ZEB1 や SNAI2 を標的とする gRNA を導入することで約
3 週間で間葉系細胞の画分が有意に減少し、mRNA200c, mRNA144 に対する gRNA を導入すること
で間葉系画分が有意に増加することが分かった。この結果から、gRNA を用いることで標的遺伝
子の EMT/MET に与える影響を検討出来ることが明らかとなった。 
 
②混合 gRNA を用いて上皮間葉画分間における EMT に重要な gRNA の濃縮の検討 
 次に混合 gRNA から EMT に機能的に重要な gRNA を検出する手法について検討を行った。コン
トロール gRNA に対して 1/10000 量 ZEB1 に対する gRNA を混合したテスト用 gRNA プールを作成
し、この gRNA プールから組み換えレンチウイルスを調整して HCC38 細胞へ感染させた。感染細
胞を選択後 3 週間継代培養し、上皮画分と間葉画分を CD44/EpCAM 染色による FACS 解析によっ
て分取した。それぞれの画分からゲノム DNA を調整し、gRNA 周辺配列を共通のプライマーによ
って増幅した。この gRNA 周辺配列に含まれる ZEB1 に対する gRNA の存在量を qPCR によって測
定し、上皮画分と間葉画分における存在比を評価した。その結果、ZEB1 を標的とする gRNA は間
葉系画分でその存在比が 50%程度まで大きく減少するのに対して、コントロール gRNA の変動は
ほとんどなく、この手法を用いることで gRNA プールから EMT に機能的な遺伝子に対する gRNA を
抽出することが可能であることが分かった。 
 
③E-cadherin, Vimentin プロモーターを用いたレポーター細胞の作成 
 実際のゲノムワイドスクリーニングには 2万遺伝子に対して 3本ずつ gRNA が設計された合計
6万種類の gRNA プールを用いる。gRNA のダイバーシティを維持したまま多数の細胞を解析する
ためには抗体染色による上皮細胞と間葉細胞の分取を安定的に行うことは難しい。そこで上皮
間葉画分間で mRNA 発現が大きく異なる E-cadherin と Vimentin のプロモーターを用いて書くプ
ロモーターの下流に異なる蛍光タンパク質をコードする遺伝子を持つレポーターを組み換えレ
ンチウイルスを用いて HCC38 細胞に導入した。適切なプロモーター長、および蛍光タンパク質の
組み合わせを検討した結果、E-cadherin プロモーター下に mKusabira-Orange 遺伝子、Vimentin
プロモーター下に EGFP 遺伝子を導入したレポーター遺伝子と共に薬剤選択マーカーを持つ組み
換えレンチウイルスの作成に成功し、レポーター細胞を樹立した。 
 
④EMT 関連遺伝子のゲノムワイドスクリーニング 
 結果②および③からゲノムワイドスクリーニングを行う準備が整ったため、2万遺伝子に対す
る 6万 gRNA プールを 2種類用いてスクリーニングを行い、レポーター活性を指標として上皮間
葉画分を分取してゲノム DNA を抽出した。ここから gRNA 周辺配列を共通プライマーで増幅精製
後次世代シーケンサーによって含まれる gRNA を配列ごとに解析した。得られた結果を上皮、間
葉画分ごとに集計してその存在比を計算した。存在比が大きく変動した遺伝子を標的とする
gRNA を発現する組み換えレンチウイルスを作成して検証を行い、既知の EMT/MET 制御因子に加
えて、これまでに EMT/MET への関与が報告されていない多数の因子（EMT 促進因子 16 遺伝子 MET
促進因子 3遺伝子）が機能的に EMT に重要であることが分かった。 
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