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研究成果の概要（和文）：がん微小環境に豊富に存在するTGF-βは上皮間葉移行を誘導することにより、がん細
胞の運動能と転移能を亢進する。一方でTGF-βは細胞周期をG1期に停止させることで細胞増殖を抑制するが、
TGF-βによるこれらの腫瘍促進作用と抑制作用の相関は不明であった。本研究課題では、細胞周期をシングルセ
ルレベルで可視化できるシステムを用いてTGF-βがG1期にある口腔がん細胞に高い運動能と転移能を付与するこ
とを明らかにした。さらにTGF-βのこれらの作用の制御因子としてKRTAP2-3を同定した。KRTAP2-3は頭頸部がん
患者の予後不良因子であることから、がん転移を抑制するための治療標的として期待される。

研究成果の概要（英文）：TGF-β increases epithelial cancer cell migration and metastasis by inducing
 EMT. TGF-β also inhibits cell proliferation by inducing G1 phase cell-cycle arrest. However, the 
correlation between these tumor-promoting and -suppressing effects remains unclear. Here, we show 
that TGF-β confers higher motility and metastatic ability to oral cancer cells in G1 phase. 
Mechanistically, KRTAP2-3 is a regulator of these dual effects of TGF-β, and its expression is 
correlated with tumor progression in patients with head and neck cancer and migratory and metastatic
 potentials of oral cancer cells. Furthermore, scRNA seq reveals that TGF-β generates two 
populations of mesenchymal cancer cells with differential cell-cycle status through two distinctive 
EMT pathways mediated by Slug and KRTAP2-3. Thus, TGF-β-induced KRTAP2-3 orchestrates cancer cell 
proliferation and migration by inducing EMT, suggesting motile cancer cells arrested in G1 phase as 
a target to suppress metastasis.

研究分野： 常態系口腔科学

キーワード： 口腔がん　増殖　運動　転移　シングルセル解析　TGF-β

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで多くの研究者が「増殖をしている細胞が運動する」という通念を持ってきたが、本研究成果により、
「増殖をしていない細胞が運動する」という新たな概念を提唱し、基礎細胞生物学におけるパラダイムシフトを
起こした点で学術的意義が大きい。また、本研究の成果により新たな診断マーカーならびに治療標的が同定され
たため、臨床応用面での波及効果から社会的意義も大きい。

※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 

 がん細胞は正常細胞が無限の増殖能を獲得することにより生じ、さらに運動・浸潤能を獲得す

ることで、全身に転移し患者の生命を奪う。現行の多くの抗がん剤は細胞増殖を標的としている

が、がんによる死亡の９割が転移に関連していることを考えると、がんの進展におけるがん細胞

の運動能・浸潤能の獲得機構の解明は急務である。 

 肝細胞増殖因子（HGF）受容体 c-Met の発現は肝がんなどの様々ながんにおいて上昇するが、

c-Metチロシンキナーゼ受容体が活性化する Rasを介する細胞内シグナル伝達経路は細胞の増殖

と運動の両者を亢進することでがんの悪性化を促進することが知られている。一方、がん微小環

境中に豊富に存在する TGF-β の作用により、乳がんを含む多くの上皮がん細胞の浸潤・転移能

が上皮間葉移行（EMT）の誘導により亢進することが応募者を含む多くのグループにより報告さ

れている。ところが、TGF-β は細胞周期を休止させることで、上皮細胞の増殖を抑制することが

わかっており、この TGF-β による運動能亢進と増殖抑制の間にどのような関連があるかについ

ては報告がなかった（図 1A）。 

 

２．研究の目的 

これまでのアプローチの問題点として、TGF-βの作用を検討するにあたり、本来は多様な性質

を持つ細胞集団を均一なものとして解析してきた点が挙げられる。そこで、研究代表者は細胞周

期をシングルセルレベルで可視化することができるシステムを用いて、❶ TGF-β ががん細胞の

増殖と運動を制御する統合的なメカニズムを分子・細胞レベルで解明して、❷ 転移をしている

がん細胞のシングルセルレベルの動態を前臨床モデルにおいて検討することで、新規がん治療

の標的となるような転移を亢進する候補因子を同定し、❸ これらの知見の臨床的意義を検討す

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞周期をシングルセルレベルで可視化することができる蛍光プロープ（Fluorescent 

ubiquitination-based cell cycle indicator: Fucci）を導入した口腔扁平上皮がん細胞株（SAS-Fucci 細

胞）を用いて、TGF-β のがん細胞の増殖と運動に対する作用を検討した。 

(2) さらに、TGF-β 処理した SAS-Fucci 細胞に対して RNA シークエンシングを施行することに

よって、TGF-β のがん細胞の増殖と運動に対する作用を制御する因子を同定した。 

(3) 上記の制御因子のがん細胞の増殖と運動・転移に対する作用を検討するために、レンチウィ

ルスにより、その発現を上昇させるとともに、Crispr/Cas9 システムによって遺伝子欠損細胞を樹

立して、増殖試験・運動試験・転移試験を施行した。また、公開データベースを用いて、制御因

子の発現が頭頸部がん患者の予後に与える影響を検討した。 

(4) TGF-β 処理した SAS-Fucci 細胞に対してシングルセル RNA シークエンシングを施行するこ

とによって、TGF-β のがん細胞の増殖と運動を制御する分子機構をシングルセルレベルで解析

した。 

 

  



４．研究成果 

研究代表者は、細胞周期をモニタリングできる Fucciシステムを用いて G1 期に移行して増殖

が低下した細胞とS/G2/M期に存在する増殖している細胞をFACSで分取して運動性試験とRNA

シーケンシングを行ったところ、驚くべきことに TGF-β 処理した細胞のうち、細胞増殖期

（S/G2/M）の細胞は運動能が低く、細胞増殖休止期（G1）の細胞の運動は顕著に亢進している

こと（図 1B）、さらに EMT が誘導されていること（図 1C）が明らかとなった。さらに、口腔が

ん細胞の同所（舌）移植モデルを用いて検討したところ、細胞増殖休止期の細胞の割合は原発巣

と比較して転移巣において有意に上昇していた。以上の知見から TGF-β によって細胞増殖が休

止した細胞の運動能が高く、がん転移に関与する可能性が示唆された。 

 

さらに、シングルセル RNA シーケンシングによる解析により、TGF-βにより誘導される EMT

には従来報告されていた HMGA2 転写因子発現を介するものに加えて、細胞周期が G1期に停止

した細胞を形成する新たな経路が存在することを見出した（図 2A）。 

 

この現象の機序を解明するため、TGF-βにより G1 期の細胞において発現が上昇する因子とし

てケラチン結合因子 KRTAP2-3 を同定し、KRTAP2-3 がこの新たな EMT 経路を誘導することを

図１ TGF-β により細胞周期が G1 期で停止したがん細胞の運動能が EMT の誘導により亢
進する： 
(A) TGF-β は I 型(TβRI)ならびに II 型(TβRII)受容体に結合して、細胞内にそのシグナルを伝
達する。TGF-βは HMGA2 や Slug などの転写因子の発現を上昇させて EMTを誘導すること
でがん細胞の運動・転移能を亢進しつつ、細胞周期を G1 期に停止させることで増殖を低下さ
せるが、これらの２つの作用の関連性についてはわかっていなかった。(B) 細胞周期をモニタ
ーできる Fucciシステムを用いてG1期の細胞と S/G2/M期の細胞を分取したところ、TGF-βに
よって増殖が休止した細胞の運動能が最も高かった。(C) RNA シーケンシングによる GSEA

解析により、TGF-β によって G1 期に停止した細胞においては S/G2/M 期と比較して EMT が
誘導されていることが示された。 

図２ TGF-β誘導性の EMTにより 2種類の間葉系がん細胞が形成される： 
(A) シングルセルRNAシーケンシングにより、TGF-β刺激した口腔がん細胞（水色）の遺伝子
発現様式は無処理の細胞（ピンク）と異なることが示された。これらの細胞は 12のクラスターに
分類され、疑時系列解析により、上皮細胞(E)から部分的 EMT(E/M)を経て、2 種類の間葉系
細胞(M1 と M2)への移行することが示された。M2 の間葉系細胞においては G1 期の細胞が
より多く存在していたことから、今回見出した TGF-β により G1 期で停止した運動能が高い細
胞集団であることが示唆された。(B) 第 1 の EMT 経路においては、これまで EMT 誘導転写
因子として知られていた HMGA2 の発現が上昇していたが、第 2 の EMT 経路においては
TGF-βにより G1期で停止した細胞で発現が誘導される KRTAP2-3の発現が上昇していた。 



明らかにした（図 2B）。これまで KRTAP2-3の機能に関する報告はないが、KRTAP2-3 が頭頸部

がん患者の予後不良因子であり（図 3A）、がん細胞において発現させると増殖を抑制し、運動能

を亢進することから（図 3B）、TGF-β の２つの作用を制御する実行因子であることを見出した。

さらに KRTAP2-3 遺伝子を欠損させた口腔がん細胞は、マウスへの同所移植モデルにおいてリ

ンパ節転移が低下し、EMTの逆転現象である METが生じることから（図 3C）、KRTAP2-3が口

腔がん細胞の増殖を抑制しつつ、EMT 誘導を介して運動・転移能を亢進する新規因子であり、

治療標的として有望であることが示された。 

 

本研究により TGF-β により増殖能が低下した細胞の運動・転移能が上昇するというこれまで

のがん生物学におけるパラダイムを大きく変える知見が得られた（図４）。この現象の機序を解

明する過程で、TGF-β により誘導される新規 EMT 制御因子として同定された KRTAP2-3 は頭頸

部がん患者の予後不良因子であり、口腔がん細胞の EMT誘導を介して運動・転移能を亢進する

ことから、KRTAP2-3 の発現・機能を阻害することにより、口腔がんの転移を抑制できることが

予測される。KRTAP2-3の発現は正常組織では毛髪のみに限局しており、頭頸部がんなどのがん

細胞において上昇することから、新たな治療標的として期待される。 
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