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研究成果の概要（和文）：本研究では、「新規がん関連上皮細胞による、がん悪化促進機構に関する研究」の課題の下
、研究を遂行した。がん関連上皮細胞に発現するマーカー分子をDNAマイクロアレイなどを用いて同定し、がん細胞や
、線維芽細胞などで検討した。複数の遺伝子を解析した結果、比較的悪性度の高いがん細胞に発現する2種類の分子マ
ーカー(RetとPai2)と、非常に悪性度の高いがん細胞に発現する分子マーカー(ITGA3)を得た。またITGA3は、癌微小環
境内の線維芽細胞にも染色されることが判明した。これらの研究成果は複数の論文で発表し、現在新たなgeneZを含め
、解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：I performed experiments based on "Investigation into mechanisms of cancer 
aggressiveness by epithelial cells undergoing EMT". Using DNA microarray analyses, I explored several 
molecular marker proteins which are specifically expressed in epithelial cells undergoing EMT. I found 
that the marker proteins, Ret and Pai2, are expressed in aggressive cancer cells, whereas the marker 
protein (ITGA3) is in the most aggressive cells. However, ITGA3 was also expressed in fibroblast or 
mesenchymal cells in cancer microenvironment, as determined by immunohistochemical analyses. These 
findings have been published in articles and the details,includind gene Z, will be investigated by me and 
my collaborators.

研究分野： 分子病理学
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１．研究開始当初の背景 
EMT は、がん細胞を悪性度の高い低分化型形

質への分化機構として作用している。一方、

研究代表者はこれまでの EMT 研究の中で、

EMT を非常に強く誘導するサイトカインで

ある TGF-β に着目し、TGF-β 誘導性 EMT の

分子機構の一部を解明してきた。その研究の

中で、ごく最近、がん細胞が産生する TGF-β

が、がん周囲の正常上皮細胞に EMT を誘導

し、異種の複数な間葉細胞を発生させており、

特にFGF-2などの増殖因子との協調作用によ

り、浸潤／運動性や細胞外基質分解酵素産生

能が劇的に亢進した、がん関連上皮細胞

（EDAF 細胞）に分化誘導させることを見出

した。さらに、EDAF 細胞が、がん細胞のコ

ラーゲン内浸潤を助長することを見出した。

故に EMT が、がん細胞以外の正常上皮細胞

などにも関与し、がんの悪化を促しているこ

とを明らかにしている(①,②)。 
 
２．研究の目的 
EDAF 細胞によるがん細胞浸潤促進機構を解

明するために、EDAF 細胞の特性を知る必要

がある。さらに、EDAF 細胞の生体内動態を

評価することは、新たな癌の悪性度診断法や

制癌法の開発への応用が期待され、非常に重

要である。しかし、現時点ではEDAF細胞が、

CAF 特有のマーカー分子を非発現な未知な

細胞であり、一般的な間葉細胞の分子マーカ

ー以外に特異分子マーカーも不明であるこ

とから、生体内で EDAF 細胞を鑑別評価・同

定することは不可能である。TGF-β と FGF-2

などの増殖因子との協調作用の結果、EDAF

細胞への分化がおこるが、その際、多くの遺

伝子の選択的スプライシングが関与する事

がわかっている(①,②)。そこで、これまでに

施行した、網羅的なエクソンアレイと DNA

マイクロアレイの蓄積したデータなどをも

とに、EDAF 細胞への分化機構を明らかにし、

総合的に特異分子マーカーを同定する。その

結果を、マウスやヒト病理標本での解析に応

用し、EDAF 細胞の生体内での機能を解明し、

新規ながん診断に展開させることを目的と

した。 
 
３．研究の方法 
EDAF細胞はTGF-βと FGF-2との協調作用に

より発生する。これまでの DNA マイクロア

レイならびにエクソンアレイ解析のデータ

を下に、EDAF 細胞の分化制御を司るシグナ

ル分子ならびにEDAF細胞に特異的なマーカ

ー分子の探索を行った。第一に、シグナル分

子や転写因子に焦点を当て、得られた分子を

分子生物学的に解析し、分化機序やがん細胞

の浸潤を促進させる分子機構を解明する。第

二に、細胞骨格などの分子に焦点を当て、得

られた分子の抗体を入手しマーカー分子を

探索する。その後、ヒトがん細胞をマウスに

移植した標本での宿主由来EDAF細胞の発現

挙動を検討し、ヒトの病理標本を用い悪性度

との相関を解析する。 
 
４．研究成果 

本研究では、DNA マイクロアレイのデータを

もとに、TGF-β と FGF-2 で発現が劇的に上昇

する４つの遺伝子（Ret, ITGA3, Pai2, geneZ）

に着目した。まず、DNA マイクロアレイのデ

ータをリアルタイム PCR にて検証した。その

後、EDAF 細胞に発現を検討する前に、これ

らの遺伝子の発現とがん悪性度との相関を

約 20 種類の悪性度の異なる乳癌細胞で検討

した。予想に反し、Ret の mRNA レベルなら

びにタンパク質レベルとも悪性度と逆相関

する結果となり、Pai2 の mRNA レベルは乳癌

の悪性度と大きな相関を見出せず、タンパク

質レベルは市販の抗体の問題で検出するこ

とが出来なかった。一方、ITGA3 は乳癌の悪

性度と非常に相関することが分かった。

ITGA3 のノックダウンや中和抗体を用いる

と細胞運動が抑制されることから、ITGA3 が、

がん細胞の運動促進に関与していた。一方、

ITGA3 の発現が高い細胞では、EMT 誘導転



写因子である ZEB1 と ZEB2 の発現も高く、

ERK 活性も非常に亢進していることもわか

った。また、ERK の活性化分子である MEK

の阻害剤である U0126 を用いると ZEB1 と

ZEB2 の発現のみならず ITGA3 の発現も低下

した。したがって、これらの遺伝子発現の転

写には ERK が深く関与していることが生化

学的な解析のみならず病理学的解析からも

判明した（図 1,2）。したがって、ITGA3 が

新たな EMT の分子マーカーとして、また乳

癌の悪性度の指標となる可能性を明らかに

できた。これらの解析は乳癌細胞や乳癌組織

を中心として得られた結果であり、現在、口

腔・頭頸部領域のがんでも検討を進めている。

次に、TGF-β と FGF-2 で分化産生させた

EDAF 細胞での ITGA3 の発現を in vitro で確

認し、実際病理標本で ITGA3 の発現の検討を

試みた。しかしながら、悪性度の高い癌細胞

にも染色が認められ、EDAF 細胞のみの特異

的発現を確認することはできなかった。また、

geneZ に関しては、現在解析を進行中であり、

これまで同様に乳癌細胞や線維芽細胞での

発現をさまざまな手法で検討している。 

 一方、EMT 時には mRNA の選択的スプライ

シングの変化が起こることをすでに発見し

報告している。エクソンアレイのデータなど

を用い、新たに Rac1 の選択的スプライシン

グを見出した。これまでに、研究代表者らは

EMT 時の選択的スプライシング因子として

ESRPs を見出しており、これらの関連性を、

口腔癌細胞で検討した。ESRP をノックダウ

ンすることにより、Rac1 は Rac1b と選択的ス

プライシングが変化し、それに伴い高い浸潤

能を示した（図 3）。したがって、Rac1b が

新たな EMT の分子マーカーとして機能する

可能性があり、現在、この Rac1b と EDAF 細

胞との関連性も検討している。これらの結果

はすでに英文学術誌に投稿し受理されてい

る。 
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図3　EMT調節因子ESRPによるRac1の   
スプライシング変化   
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図2：リン酸化ERKとITGA3の発現の乳癌病理組織標本での検討  
　　 右図は統計処理したもの  
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