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研究成果の概要（和文）：本研究では乳腺上皮細胞の上皮間葉転換EMTにおける遺伝子発現変化を次世代シーケンサー
を用いたRNA-seqにより解析するとともに、オープンクロマチン領域の変化につきFAIRE-seqを用いてデータ取得を行っ
た。その結果発現変動を受けるnon coding RNAなどの新規転写産物を同定した。このうちlncRNA-Smad7の抗アポトーシ
ス作用を見いだした。また乳腺上皮細胞に恒常活性RASを発現させTGF-βによりEMTを起こす細胞ではオープンクロマチ
ン領域に違いが生じることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Transcriptomic analysis was performed by RNA-seq during EMT of mammary epithelial 
cells. We found a list of differentially expressed non-coding RNAs during this process. We identified 
lncRNA-Smad7 as an anti-apoptotic non-coding RNA. A FAIRE-seq dataset was also obtained and we observed 
promising data showing the dynamic changes in the open chromatin regions during EMT.

研究分野：分子病理学、腫瘍生物学、ゲノム科学
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１．研究開始当初の背景 
上皮間葉転換(EMT)はその発生・分化にお
ける役割のみならず、がん細胞の運動能獲
得・浸潤・転移への関与が指摘されている。
またがん幹細胞の特性との関係も報告され
る。このようにがん細胞における EMT の制御
機構を明らかにすることはその病態のメカ
ニズムを理解するうえで重要である。EMT は
transforming growth factor-β(TGF-β)や
Hepatocyte growth factor (HGF)をはじめと
する細胞外からのシグナルにより誘導され
る。そのメカニズムとしてはZEB1/2, Snai1/2, 
Twist などといった多くの転写因子・調節因
子の発現制御が知られ、これらによる
E-cadherin の発現抑制と共に N-cadherin, 
fibronectin などの発現が誘導される。一方
で細胞種によって、これら EMT 誘導性の転写
因子のどれに依存しているのか異なるとい
うことも、loss of function をはじめとした
種々の検討により明らかになっている。 
研究代表者らは、EMT 制御分子の中で
ZEB1/2 が種々の乳がん細胞で細胞外からの
シグナルの制御を離れ、恒常的に高発現して
がん細胞の EMT 形質維持に働いていること、
その新たなメカニズムとして RNA 結合蛋白
ESRP の発現抑制による選択的スプライシン
グ制御があることを報告した(Horiguchi et 
al, Oncogene, 2012)。この検討では ZEB1 の
発現と特定の乳がんの組織型との関係が認
められたほか、他のがん組織においても予後
を含めた関係が指摘されるなど、その重要性
が特に示唆されるEMT制御分子の一つである
と考えられる。一方で正常乳線上皮細胞での
TGF-βによる EMT においては、ZEB1 の誘導は
比較的その後期に見出されることから、ZEB1
発現に先立ちそのEMT誘導に役割を果たす未
知の制御因子の存在が示唆される。 
近年急速に確立して普及した次世代シー
ケンサーの活用により、ChIP-seq による網羅
的な転写因子結合部位と標的遺伝子の同定
や、RNA-seq による遺伝子発現解析、さらに
ゲノム resequencing による解析も可能にな
った。研究代表者はこのほか高密度タイリン
グアレイと合わせ、これまでに同手法を活用
して、TGF-βシグナルの主たる細胞内伝達分
子 Smad2/Smad3 (Smad2/3)や、Smad4 の上皮
細胞での結合部位を同定、報告した(Koinuma 
et al, Mol Cell Biol 2009; Koinuma et al, 
Cancer Sci 2009)。網羅的結合部位同定によ
ってはじめて、その結合部位に濃縮する DNA
配列からSmad2/3の作用を修飾する転写因子
ETS1 や TFAP2A の役割を発見した。さらに肝
臓がん細胞株での結果との比較により、
Smad2/3 結合部位が細胞種によって大きく異
なること、肝細胞特異的な制御分子の一つと
して Hepatocyte nuclear factor-4αがある
ことを報告した(Koinuma et al, J Biol Chem 
2011)。この解析では、がん細胞特異的な
Smad2/3 結合・機能修飾プロセスの存在も示
唆された。同様の手法を用いて TGF-βファミ

リーの一つ BMPの下流因子 Smad1/Smad5 につ
いても、その結合配列を定義するとともに、
細胞種特異的な結合部位の同定を行った
(Morikawa et al, Nucleic Acids Res, 2011)。
このように転写因子の結合部位などの情報
をもとにその機能発揮に重要な新たな制御
因子の存在を予測する、「シストローム」の
解析はがん細胞をはじめ細胞種特異的な EMT
のメカニズムを理解する上でも有効である
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
こうした背景により本研究では、正常乳腺
上皮細胞のEMTに伴うトランスクリプトーム
の変化を RNA-seq により解析するとともに、
FAIRE-seq を用いてオープンクロマチン領域
の変化を解析することで、確立したシストロ
ーム解析手法を用いて既知または新規の EMT
制御因子群の同定と役割の解析を行う。解析
においては乳がん細胞で高発現が認められ
る ZEB1 の ChIP-seq による結合部位との比較
を行って、相互の関係およびそれらによる転
写制御機構の解析を行う。これらの検討によ
り、乳がん細胞に特に着目した EMT 制御機構
の詳細を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、正常乳腺上皮細胞の EMT に伴
う遺伝子発現変化と乳がん細胞での遺伝子
発現との比較をRNA-seqにより定量的に比較
解析するとともに、FAIRE-seq に向けた条件
検討とEMTに伴う変化についてデータ取得を
行う。合わせて ZEB1 ChIP-seq データ取得
を行う。これらの解析を通して得られた乳が
ん細胞の EMT 制御因子群の働きについて、
gain of function や loss of function によ
る検討を行った。 
 
４．研究成果 
平成 24 年度は正常乳腺上皮細胞のTGF-β
によるEMT に伴う遺伝子発現変化をRNA-seq 
により網羅的に検討した。その結果刺激によ
り大きく発現変動を受ける、non coding RNA
を含む新規転写産物群を同定した。またある
lincRNA についてはクローニングを行い、さ
らにsiRNAによるノックダウンの系を樹立し
てその役割について検討した。さらに乳がん
細胞での遺伝子発現変化についてもサンプ
ルを取得し、RNA-seq のデータ取得準備を行
った。また網羅的なオープンクロマチン領域
の変化を乳がん細胞と比較するため、
FAIRE-seq によりデータを取得した。 
平成 25 年度は乳がん細胞で RNA-seq デー
タを取得した。FAIRE-seq データの解析結果
との比較から、EMT 能獲得の前後におけるオ
ープンクロマチン領域の変化領域における
DNA 配列の特徴を網羅的に検討し、近傍の遺
伝子の発現と比較することでその意義と重
要な制御因子の同定のための解析を行った。



またEMT能獲得に伴い失われるオープンクロ
マチン領域に着目してその制御因子の同定
解析を行った。RNA-seq により同定した新規
TGF-beta標的転写産物の機能についてsiRNA
で引き続き検討を行うと共にアデノウイル
スベクターによる強制発現による検討をあ
わせて行った。その結果この因子の抗アポト
ーシス作用を見出した。マウス乳がん細胞移
植モデルを用いてこの転写産物の機能を評
価した結果、この転写産物の発現を抑えるこ
とで腫瘍形成能が抑えられることを見出し
た。さらに EMT における主要な転写制御因子
の一つ ZEB1 について ChIP-seq による乳がん
での網羅的結合部位の同定解析を行った。 
平成 26 年度は乳腺上皮細胞の上皮間葉転
換 EMTにおける遺伝子発現変化を RNA-seq に
より解析するとともに、オープンクロマチン
領域の変化につきFAIRE-seqのデータ解析を
行った。その結果発現変動を受ける non 
coding RNAなどの新規転写産物群を同定した。
このうち lncRNA-Smad7 と命名した non 
coding RNAについてはその機能を詳細に解析
し、この遺伝子が TGF-βによる抗アポトーシ
ス作用の一翼を担っていることを見いだし
て論文報告した(Arase et al)。マウス乳腺
上皮細胞のEMTモデルを使用した本研究に関
連して、EMT の制御因子 ESRP についても別の
がん腫で特徴的な制御機構を見いだして論
文報告した(Mizutani et al)。また乳腺上皮
細胞に恒常活性RASを発現させTGF-βにより
EMT を起こす細胞ではオープンクロマチン領
域に違いが生じることを網羅的解析により
見出した。モチーフ解析の結果からそのよう
な変化に寄与する候補転写因子群を同定し
た。siRNA を用いた RNA-seq や FAIRE-qPCR の
検討により、実際にこれらの因子がオープン
クロマチン領域の制御と遺伝子発現に影響
を与えていることを見いだした。重要なこと
にこれらの因子は乳がんにおいて oncogene
としての働きが知られている。 
以上本研究課題で得られた成果はこれま
での知見を統合し、乳がんの進展に役割を果
たすEMTのメカニズムの一端をオープンクロ
マチン領域の変化を伴う転写制御とその下
流標的の lncRNA の働きを通して明らかにす
るものであると考えられる。  
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