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研究成果の概要（和文）：上皮由来の癌が浸潤形質を獲得する際、上皮-間葉形質転換 (EMT) に類似した現象を伴う。
本研究において、EMT様進行過程にGEP100-Arf6-AMAP1経路の活性化が重要であること、また、変異p53による代謝経路
の活性化がArf6の活性化に関わっていることを見いだした。さらに、ヒト乳癌の臨床標本及びデータベース解析から、
GEP100-Arf6-AMAP1経路の発現と放射線治療後の再発に相関があること、変異p53とシグナル因子群の発現は予後不良と
の相関が見られたことから、p53遺伝子変異を伴うArf6経路の活性化はEMT様進行過程、並びに乳癌の悪性度進行に深く
関わっていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Cancer progression by which epithelial tumor cells acquire a more motile and invas
ive phenotype has been closely linked to the epithelial-mesenchymal transition (EMT) process.  We found th
at GEP100-Arf6-AMAP1 pathway is important for acquisition of mesenchymal invasive phenotypes of breast can
cers and TP53 alterations link to this process.  Metabolic pathway regulated by mutant p53 is required for
 Arf6 activation.  The clinical specimens of human breast cancer showed that the expression of GEP100-Arf6
-AMAP1 signal correlated with recurrence after radiotherapy.  Database analysis also showed that co-incide
nce of TP53 mutations and the high expression of this signal pathway statistically correlate with poor sur
vival.  These results suggest that generation of the Arf6-based mesenchymal invasive pathway by TP53 alter
ations regulate malignant progression and appears to be crucial for poor prognosis in breast cancer.
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１．研究開始当初の背景 
 癌の最大の脅威はその転移性にある。これ
まで癌の浸潤・転移形質獲得に関して、癌化
の 起 源 と な る 細 胞 （ 癌 幹 細 胞 ） の
genetic/epigenetic な変異の蓄積と共に、腫瘍
組織内の微小環境における低酸素状態、血管
新生、免疫細胞や繊維芽細胞などのストロー
マ細胞群の集積などの多様な変化によって
癌の悪性度進展の最終段階において浸潤・転
移形質が誘導されると考えられていた。しか
しながら、最近、乳癌を例として、モデルマ
ウスや病理学的解析などから癌発症の初期
段階から、既に、浸潤・転移形質が獲得され、
骨髄などへの微小転移が形成されることが
明らかとなっている。 
 上 皮 - 間 充 織 形 質 転 換
(epithelial-mesenchymal transition：EMT)は、上
皮細胞が一過性に繊維芽細胞様の形質を獲
得し、浸潤性が誘導される過程であり、個体
発生や器官形成に必須の過程である。病理学
的解析から、乳癌をはじめ、浸潤・転移した
癌細胞ではビメンチンなど繊維芽細胞に特
異的な蛋白質の発現が頻繁に見られ、EMT、
もしくは類似のプロセスが進行しているこ
とが想定される。さらに、最近の知見では、
癌細胞における EMT によって浸潤形質と共
に幹細胞様形質が誘導されることが報告さ
れている。 
 私達は、乳癌を例とした解析の中で、
GEP100-Arf6-AMAP1 経路が乳癌細胞の浸
潤・転移形質の獲得に重要であることを明ら
かにしてきた。本研究において、初期段階の
乳癌に誘導される浸潤・転移形質獲得、すな
わ ち EMT 進 行 過 程 に お け る
GEP100-Arf6-AMAP1 経路の活性化の分子機
序の検証、並びに病理学的解析を行い、生物
学的・医学的意義の検討を行うに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、初期段階の乳癌における浸
潤・転移形質獲得すなわち EMT 進行過程及
び 、 微 小 転 移 形 成 に お け る
GEP100-Arf6-AMAP1 経路の活性化の分子機
序を明らかにするために、TGF1刺激依存的
EMT における Arf6 シグナル経路の活性化に
関わる分子の同定を生化学的手法等を用い
て行う。さらに、EMT誘導に p53変異との関
与が報告されたことから、EMT進行過程にお
けるArf6シグナル経路の活性化とp53変異と
の関連について解析を行うと共に、網羅的
遺伝子発現解析等を行い、分子機序に関し
て検討を行う。さらに、病理学的解析を行
い、初期段階の浸潤・転移獲得モデルの妥
当性を解析する。 
 
３．研究の方法 
 (1) TGF1 刺激依存的 EMT における Arf6
シグナル活性化機序に関し、GEP100 と相互
作用する分子を GEP100 の PH ドメインをプ
ローブとした結合実験、あるいは、抗 GEP100

抗体を用いた免疫沈降法により検討を行う。 
(2) TGF1刺激依存的 EMTにおける Arf6シ
グナル活性化と変異 p53との関連を解析する。
そのために、変異 p53を発現している乳癌細
胞を用い、変異 p53 の発現を抑制した細胞、
並びに野生型 p53を発現させた細胞を樹立し、
Arf6 シグナル経路の活性化に与える影響を
解析する。また、どのような遺伝子の発現
が変動しているか網羅的遺伝子発現解析を
行い、分子機序について検討を行う。 
(3) 悪性度の異なるヒト乳癌の病理標本並び
にデータベース解析により、明らかになった
初期段階の浸潤・転移獲得モデルの意義を検
討する。 
 
４．研究成果 
(1) Basal-like 乳癌細胞 MDA-MB-231 細胞に
おいて TGFβ1刺激による運動性・浸潤性の誘
導に伴って GEP100-Arf6-AMAP1 経路が
c-Met/HGFレセプターの活性化を介して活性
化されることを見いだした。その際、GEP100
が PH ドメインを介して活性化されたアダプ
ター分子 Gab1 と結合し間接的に c-Met に相
互作用する新たな分子機序を明らかにした。 
(2) p53 遺伝子変異を有する高浸潤性
basal-like 乳癌細胞群 MDA-MB-231, Hs578T, 
MDA-MB-435sにおいて、p53の発現を抑制す
ることにより、TGFβ1 刺激による Arf6 の活
性化、並びに浸潤能が抑制されたことから、
TGFβ1刺激による浸潤能の獲得に、変異 p53
を介した Arf6 シグナルの活性化が重要であ
ることが示された。また、変異 p53の発現を
抑制した細胞に野生型 p53 を発現させても、
TGFβ1 刺激による Arf6 の活性化及び浸潤能
は抑制されており、さらに AMAP1並びに間
葉系蛋白質 EPB41L5 の発現が阻害されてい
ることが分かった。このことから、変異 p53
は Arf6の活性化に重要であること、変異 p53
によって活性化される代謝経路が Arf6 の活
性化に関わっていること、野生型 p53 は、
AMAP1や EPB41L5の発現制御に関わってい
ることが明らかとなった。このように、p53
遺伝子変異を伴う Arf6経路の活性化は EMT
様進行過程に深く関与していることが示さ
れた。 
(3) 悪性度の異なるヒト乳癌の病理標本を用
いて、GEP100-Arf6-AMAP1 シグナル分子の
発現を解析した結果、GEP100/AMAP1の高発
現は再発サンプルの悪性度と相関があるこ
とが分かった。また、データベース解析から、
AMAP1/EPB41L5 の高発現、p53 遺伝子変異
と GEP100-Arf6-AMAP1 シグナル分子の発現
は予後不良であることが示されたことから、
これらのシグナルは乳癌の悪性度進行に深
く関与していることが示された。 
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