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研究成果の概要（和文）：　RASシグナルの活性化およびTGF-βシグナルの不活化は、膵臓癌、大腸癌、胃癌な
どの様々な癌種において認められる。本研究ではRASシグナルの下流であるNotchシグナルの老化誘導機構に着目
する事で、Notchシグナルの活性化およびTGF-βシグナルの不活化のクロストークによる癌化メカニズムの解明
を目指した。RNA-Seq解析の結果、JAG1強制発現かつTGFBR2をKDした細胞では、細胞老化誘導時におけるp21 及
びp15の発現上昇が抑制されていた。さらに正常細胞と共培養させるとJAG1活性化かつ老化誘導を回避した細胞
が正常細胞を巻き込みながら増殖し、正常細胞に老化を誘導する事が確認された。

研究成果の概要（英文）：Activated Ras and inactivated TGF-β signaling have been observed in various
 cancer such as pancreatic, colorectal, and gastric cancer. However, these crosstalk mechanisms of 
carcinogenesis remain not completely understood. In this study, we focused the tumor suppressor 
mechanism of Notch signaling, downstream of Ras and performed RNA-Seq and Time-lapse analysis to 
identify the molecular mechanism of cooperation between Notch and TGF-β signaling in cancer cells. 
As a result, JAG1 overexpression(OE) and TGFBR2 knockdown(KD) caused repression of p21 and p15, 
leading to bypass of JAG1-induced senescence. Moreover, we observed that normal cells were induced 
senescence in co-culture with JAG1-OE and TGFBR2-KD cells and normal cells.

研究分野： 癌エピゲノム

キーワード： 癌　Notchシグナル　TGF-βシグナル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　Notchシグナルは、癌においては発癌性及び抗腫瘍性の両面性を持つ可能性が示唆されているが、今回の解析
によって、癌細胞ではTGF-βシグナルの不活化やp53の変異などにより癌抑制的に機能しないが、周囲の正常細
胞では増殖抑制的に機能する事が明らかになった。即ち癌細胞自身は老化せず、周囲の正常細胞を老化させてい
た。癌細胞はこの機構を巧みに利用して浸潤・転移を加速させている可能性があり、非常に興味深い結果であ
る。将来的にさらに感度の高いGSIやNotchリガンドを阻害する分子標的薬が開発されれば、Notchシグナルを標
的とした癌治療の臨床応用ヘの可能性もあり得るのではないかと考える。

※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 
 

正常な細胞では癌遺伝子の活性化が誘導された際には早期細胞老化と呼ばれる不可逆的
な増殖停止状態に至り癌化は起こらない[Sharpless ら Nat Rev Cancer 2015]。早期細胞老
化は細胞に備わった内在性の癌抑制機構として機能しており、この重要機構の破綻により癌
化に至ると考えられている。早期細胞老化機構の破綻した代表的な癌症例として TGF-βシグ
ナルの不活化が挙げられる。TGF-βシグナルは、多くの細胞において増殖を抑制する事が知
られており、膵臓癌や大腸癌では高頻度の SMAD4 の変異を認め、TGF-βシグナルの不活化が
明らかになっている[TCGA Nature 2016; TCGA Nature 2012]。さらにマウスの in vivoの実
験においても KRAS 活性型変異と TFFBR2のノックアウト(KO)により膵臓癌、大腸癌を発症す
る報告がなされている[Ijichi ら Genes Dev 2006; Trobridge ら Gastroenterology 2009]。
しかし、この RASシグナルの活性化と TGF-βシグナ
ルの不活化のクロストークによる発癌の分子機序は、
炎症と TGF-βシグナル遮断の相互作用により浸
潤・転移が誘導される事が明らかにされたが、その
詳細な分子機構は不明な点が多い。 

    これまでに当研究室では、癌防御機構である早期
細胞老化機構とその破綻による発癌分子機序に関し
て解析を行ってきた。癌遺伝子 Ras/Raf 誘導性早期
細胞老化をモデルとしてゲノムワイドな遺伝子発現
解析とエピゲノム解析から Bmp2 が早期細胞老化に
おいて重要である事 [Kaneda ら PLoS Genet 2011]、
[申請者ら World J Biol Chem 2016]、さらに実際の
BRAF 変異陽性大腸癌の遺伝子変異解析においても
BMP2を初め BMPシグナルに関連する因子がほぼ全症
例で破綻しており、BMP シグナルが癌防御機構に重
要である事を報告した[申請者ら Int J Cancer 2016]。
これまでに申請者は、Ras/Raf 誘導性早期細胞老化
における新規重要因子探索を目的として、80,000 種
類の shRNA ライブラリーによる網羅的ノックダウン
(KD)スクリーニングを行い、Notch シグナルのリガ
ンドである JAG1 が、p21, p15 の発現上昇を介して
老化誘導で重要な役割を果たしている事を明らかに
している。Notch シグナルは、発生、分化、増殖な
どの様々な細胞の運命決定を調節する重要なシグナ
ルである(図 1)。癌に関しては発癌性及び抗腫瘍性
の両面性を持つ可能性が報告されているが、申請者
は正常細胞において JAG1 の強制発現によって老化
が誘導され、その老化誘導は TGFBR2 の KD によって
回避する事を見出している(図 2)。 

 

２．研究の目的 
 

RASシグナルの活性化と TGF-βシグナルの不活化のクロストークによる発癌機構において
浸潤・転移能の獲得は、癌の悪性化に大きく貢献している。この RASシグナルの活性化と TGF-
βシグナルの不活化のクロストークによる発癌の分子機序は、炎症と TGF-βシグナル遮断の
相互作用により浸潤・転移が誘導される事が明らかにされたが、その詳細な分子機構は不明
な点が多い。申請者は RASシグナルの下流である Notch シグナルの老化誘導機構に着目する
事で、RASシグナルの活性化と TGF-βシグナルの不活化のクロストークによる発癌機序の新
たな分子メカニズムの解明を目的とした。またに既存の薬剤に関して RAS シグナル亢進癌、
Notch シグナル亢進癌に対する有用性を検証する事で新規癌治療方法の研究基盤確立を目指
した。 

 

３．研究の方法 
 
（１）  Notchシグナルの活性化と TGF-βシグナルの不活化による網羅的遺伝子発現解析. 

正常細胞においては Notchシグナルの活性化は、p21,p15 の発現上昇を介して老化を
誘導するが、TGFBR2 KD によりその老化誘導を回避する。JAG1 強制発現+TGFBR2 KD 細
胞株において時系列に RNAを回収し、次世代シークエンサーを用いて RNA-Seqを行い、
網羅的遺伝子発現変化を解析した。また JAG1 の強制発現の細胞株においても同様の解
析を行った。これまで得られているヒストン修飾変化(H3K27ac,H3K4me3,H3K27me3)な

図 1.Notchシグナルの活性化機構と癌化

における両面性. 
Notchシグナルは細胞表面にある Notchの
リガンド JAG/DLLと受容体の NOTCHが直接

結合する事により NOTCH の細胞内ドメイ
ンが核内に移行し、下流遺伝子(増殖促進/
抑制因子)の発現を制御する。 

 

図 2.Notchシグナルの活性化による老化
誘導と TGFBR2の KDによる老化回避. 
細胞増殖実験と SA-β-gal染色から、JAG1

の強制発現による老化誘導を認め、さらに
TGFBR2の KDにより、その老化誘導を回避
した。 



 

 

どのデータと統合解析を行った。 
 

（２） Notch シグナル活性化＋TGF-βシグナル不活化細胞と正常細胞との共培養解析. 
Notch シグナルの活性化による老化誘導を回避した細胞(JAG1 強制発現+TGFBR2 KD)

が周囲の正常細胞にどのような影響を与えるかを明らかにするため、正常細胞との共
培養を行い、タイムラプス解析を実施した。あらかじめ正常細胞には赤色蛍光タンパ
ク質 mCherry を発現させ、細胞を判別した。また老化細胞は緑色蛍光試薬である
SPiDER-βGal で評価した。 
 

（３） RASシグナル活性化＋TGF-βシグナル不活化癌臨床標本での Notchシグナル関連因子の
検証. 
公共データベースである The Cancer Genome Atlas(TCGA)の膵臓癌データから網羅的

な遺伝子発現変化解析、DNA メチル化解析、遺伝子変異解析を行う。そして KRAS(+)と
TGF-βシグナルに変異が認められる膵臓癌に関して JAG1及び Notchシグナル標的因子
との関連性の有無を検証した。 
 

（４） RAS/Notch シグナル亢進癌に対する Notch シグナル阻害の有用性の検証. 
Notchシグナルは JAGや DLLなどのリガンドと NOTCHレセプターが直接結合し、ADAM, 

γ-secretase により NOTCH が切断される事で、NOTCH の細胞内ドメインが核内に移行
し下流標的遺伝子の発現を制御する(図 1)。そのため GSI(γ-secretase inhibitor)を
添加する事で、Notch シグナルの活性を阻害する事が可能である。RAS 亢進癌や Notch
シグナル亢進癌に対して Notchシグナル阻害剤の GSIである DAPTと LY-411575を用い
て浸潤能の阻害を検証した。また Notchシグナルの関連因子の KD においても検証を行
った。 

 
４．研究成果 
（１） Notch シグナルの活性化と TGF-βシグナルの不活化による網羅的遺伝子発現解析. 

 TGFBR2 の KD により JAG1 強制発現による老化誘導を回避した細胞に関して RNA-Seq
を行った結果、JAG1 強制発現かつ TGFBR2 を KD した細胞では、細胞老化誘導時におけ
る p21 及び p15 の発現上昇が抑制されており、その結果老化を回避しているのではな
いかと考えられた。また JAG1 強制発現で発現上昇していて、TGFBR2 KD でその発現上
昇が抑制されていた遺伝子群は、興味深い事に GO(Gene Ontology)解析で、HIF2 pathway
が濃縮していた。 

 
（２） Notch シグナル活性化＋TGF-βシグナル不活化細胞と正常細胞との共培養解析. 

 Notch シグナルの活性化による老化誘導
を回避した細胞(JAG1 強制発現+TGFBR2 KD)
と正常細胞を共培養し、タイムラプス解析後、
SPiDER-βGal 染色によって老化細胞を評価
した。JAG1 活性化かつ老化誘導を回避した
細胞が正常細胞(赤色)を巻き込みながら増
殖し、正常細胞に老化を誘導していく様子
(黄色細胞)が確認された(図 2)。即ち JAG1
の活性化と TGFBR2の不活化は、細胞自身の
老化誘導を回避しつつ、周囲の正常細胞に細
胞を誘導する事が明らかとなった。 

 
（３） RAS シグナル活性化＋TGF-βシグナル不活

化癌臨床標本における Notch シグナル関連
因子の検証. 
公共データベース The Cancer Genome 

Atlasの 81検体の KRAS(＋)膵臓癌と 46検体
の KRAS(+)と TGF-βシグナルに変異(SMAD2, SMAD3, SMAD4, TGFBR1, TGFBR2)が認めら
れる膵臓癌のデータを用いて統合解析を行い、KRAS(+)と TGF-βシグナルに変異が認め
られる膵臓癌で特異的に発現上昇している 47 遺伝子群を抽出した。またその中の候補
遺伝子は、生存曲線解析においても高発現している群で予後不良の傾向が認められた。 

 
（４） RAS/Notchシグナル亢進癌に対する Notch シグナル阻害の有用性の検証. 

膵臓癌や胃癌などの様々な細胞株に関して、まず Notch シグナル阻害剤の GSI であ
る DAPTと LY-411575用いて増殖阻害の検証を行った。その結果、DAPT と LY-411575の
双方の薬剤で高メチル化癌細胞株での増殖阻害効果を認めた(図 4)。また shRNAを用い
て Notch シグナル関連因子(NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, JAG1, JAG2, DLL1, DLL3, 

図 3.JAG1強制発現+TGFBR2の KD細胞と正常細
胞の共培養によるタイムラプス解析. 

正常細胞に mCherryを発現させ、共培養時のタ
イムラプス解析を行い、その後、老化細胞を
SPiDER を用いて染色した。JAG1 強制発現

+TGFBR2 の KD 細胞が正常細胞を巻き込みなが
ら増殖し、正常細胞に老化を誘導していく様子
が確認された。 

 



 

 

DLL4)の KDを行い、細胞増殖の検証を行った。
興味深い事に高メチル化癌細胞株で JAG1と
DLL3の KDで合成致死の表現系が認められた。
上記の結果から、Notch シグナルを標的とし
た阻害剤は、高メチル化癌に対する新しい治
療戦略になり得る可能性が示唆された。しか
しながら GSIによる感受性の差は少なく、投
与量もμM のオーダーで高い事を踏まえる
と、実際に臨床応用に展開するのは非常に難
しいのではないかと予想された。将来的にさ
らに感度の高いGSIやNotchリガンドを阻害
する分子標的薬が開発されれば、Notchシグ
ナルを標的とした高メチル化癌治療の臨床
応用ヘの可能性もあり得るのかもしれない。 

 
以上、本研究により TGF-βシグナル不活化は、JAG1-Notch シグナルの活性化による p21

や p15 の発現上昇を抑制して老化誘導を回避する事、さらに今回の様に JAG1-Notch シグナ
ルが活性化しているにも関わらず、癌細胞の様に自身の細胞老化機構が破綻している場合に
は JAG1-Notch シグナルの活性化を介して周囲の正常細胞へ老化誘導しながら増殖していく
事が明らかとなった。癌細胞はこの機構を巧みに利用して浸潤・転移を加速させている可能
性があり、非常に興味深い結果である。また Notchシグナル阻害剤 GSIの臨床応用への可能
性を提示できたのではないかと考えている。 

 

図 4.種々の細胞株における GSIの増殖阻害効
果の検証. 
正常細胞株や低メチル化癌細胞株と比較して、

高メチル化や超高メチル化癌細胞株ではGSIの
感受性を認めた。 
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