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研究成果の概要（和文）：LEF-1による上皮-間葉転換（EMT）に関して、β-カテニンが必要ない事が証明され
た。LEF-1がβ-カテニンとは違う分子と結合し、EMTを引き起こしていると考え、LEF-1のEMT誘導境界領域の探
索とLEF-1の新規結合相手の探索を行った。LEF-1によるEMT誘導において重要な部分が、LEF-1のアミノ酸
198-211番目であることを突き止めた。EMTを誘導した細胞株は、EMTを誘導しない細胞株に比べ、遊走能、浸潤
能も亢進していた。LEF-1の新規結合相手の探索に関しては、Smad分子をターゲットとしたが、免疫沈降による
共沈は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：The absence of β-catenin for epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) by 
LEF-1 has been demonstrated. In the search for new binding partners of LEF-1, the Smad molecule was 
targeted, but no coimmunoprecipitation was obtained by immunoprecipitation, and Co-precipitation by 
immunoprecipitation was not obtained.

研究分野： 分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Wntシグナルは一般的には下流の転写因子LEF-1がβ-カテニンと結合し、EMT誘導転写因子の転写を活性化させ
る。しかし、本研究結果はβ-カテニンと結合できないLEF-1変異体でもEMTを誘導し、EMT誘導の境界を同定する
ことができた。実際、臨床検体ではLEF-1とβ-カテニンの非共局在や、β-カテニン結合部位であるN末端を欠損
したΔNLEF-1で皮脂腺腫瘍を形成するという報告がある。今回の研究成果は、「β-カテニン非存在下でもLEF-1
によるEMT誘導が起こる」ことを意味し、「β-カテニンとは独立したLEF-1が絡む新たなシグナル伝達経路」の
存在を示したことに学術的意義がある。

※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 
一般的なWntシグナル伝達経路は、Wnt受容体にWntタンパク質が結合すると、細胞内にβ-カテ

ニンが蓄積し、一部は核内に移行する。核内に入ったβ- カテニンはLEF-1 と結合し、EMT誘導

転写因子Slugの転写を活性化する[1]。しかし、β-カテニンと結合できず、EMT誘導転写因子の

転写を活性化し得ないとされるΔNLEF-1変異体でも皮脂腺腫瘍を引き起こす[2]。また、臨床検

体でもβ-カテニンの必要性が疑問視されている。以上から、LEF-1による発癌やEMT誘導にβ-

カテニンが本当に関わるのか未だ明確な回答はなかった。 

これまでのLEF-1によるEMT誘導に関する研究は、β-カテニンが引き金となると考えられてお

り、β-カテニン蓄積量が多いと言われるヒト大腸癌細胞株を用いた研究に限定されていた。

「β-カテニン分解系は正常で、且つ、EMT研究に広く用いられるMDCK細胞」を用いた場合、大

腸癌細胞株を用いて得られた結果と同じになるのか、これが本申請の動機となった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、癌細胞転移に関わる転写因子LEF-1のEMT誘導に重要な領域を同定する事、さ

らには、LEF-1に結合し、EMTを誘導する新たな分子を見つけることである。 

 
３．研究の方法 
研究方法は以下のとおりである。 

1） ΔNLEF-1変異体シリーズ（全8種類）の作製及びLEF-1によるEMT領域の同定 

β-カテニン結合領域である N末端を欠損したΔNLEF-1 変異体を MDCK 細胞に遺伝子導入した
際、EMT を誘導した。このことから、EMT 誘導に重要な LEF-1 領域を決定するため、ΔNLEF-1
変異体シリーズを作製し、EMT を誘導する変異体と、そうでない変異体の境界を形態学的、分
子生物学的に解析する。 
 

2）候補分子Smadの検討 

LEF-1と結合することが既に報告されているSmad分子に着目し、LEF-1とSmadの結合を免疫沈降

を用いて行う。また、CRISPR/Cas9システムによるSmadノックアウトも試みる。LEF-1による免

疫沈降後、銀染色を行いLEF-1結合分子の探索も行う。 

 
４．研究成果 
1）ΔNLEF-1 変異体シリーズ（全 8種類）の作製及び LEF-1 による EMT 領域の同定 
LEF-1 のアミノ酸 1-56

番目はβ-カテニン結合部
位であり、その領域を欠
損したΔNLEF-1 を MDCK 細
胞に導入したところ EMT
を誘導したことが分かっ
ていた。また、β-カテニ
ンをノックアウトした
MDCK 細胞に LEF-1 を導入
したところ、EMT を誘導し
ていた[3]。そのため、
LEF-1 による EMT 誘導にβ
-カテニンが必要ないこと
が分かっていたが、では
LEF-1 のどの領域が EMT 誘
導に重要であるのかが重
要になる。これを調べる
ために、図 1に示す 8種
類の N末端欠損 LEF-1 変
異体（HA タグ付き）を作



製し、MDCK 細胞に遺伝子導入して安定発現株を得た。 

 その結果、LEF-1 のアミノ酸 198 番目からのΔN7LEF-1 変異体では線維芽細胞様の形態変化と
E-cadherin の消失、p120-カテニンのアイソフォームスプライシングパターンの変化、間葉系
マーカーであるビメンチンのたんぱく発現が増加していた。しかし、LEF-1 のアミノ酸 212 番
目からのΔN8LEF-1 変異体では、上皮様の形態を維持しており、EMT マーカーの変化も得られな
かった（図 2）。このことから、LEF-1 による EMT 誘導には LEF-1 のアミノ酸 198-211 番目が重
要であることが分かった。 

 

2）候補分子Smadの検討 

 これまでの報告から、Smad 分子は LEF-1 と結合し、癌細胞転移にも関わる分子である[4]。EMT
を誘導したΔN7LEF-1 変異体と、EMT を誘導しなかったΔN8LEF-1 変異体で Smad 分子との結合を
確かめるため、免疫沈降を行った。しかし、LEF-1 変異体と Smad の結合を確認することはでき
なかった。Smad 分子のノックアウトベクターを作製し、EMT 誘導細胞に遺伝子導入をすること
で、細胞形態や EMT マーカーの発現に変化がみられるか検討をした。gRNA を設計し、gRNA クロ
ーニング部位とヒト Cas9 をコードする all-in-one ベクターである pCGSapⅠを用いて LEF-1 変
異体発現細胞に遺伝子導入をしたが、クローンを得ることができなかった。 
 LEF-1 変異体に結合する分子をさらに探索するために、LEF-1（HA タグ）で免疫沈降後、銀染
色を行った。EMT 誘導の有無で、銀染色の結果に差がみられるか確かめたが、顕著な差がみられ
るバンドは得られなかった。 
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