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研究成果の概要（和文）：本研究では、申請者らが同定した細胞接着斑-核シャトル蛋白質HIC-5が浮遊状態にある細胞
特異的にその増殖を停止させる分子機構を明らかにした。接着喪失により、HIC-5はその局在を核マトリックスへと変
化させ、転写因子KLF4のDNAへの結合を促すことでp21cip1遺伝子を発現誘導する結果、増殖を停止させていた。
また、HIC-5機能とがん細胞の増殖・転移能との関連について検討し、HIC-5ががん転移を抑制する結果を得た。がん細
胞ではHIC-5によるp21cip1誘導は起こらなかったが、別途HIC-5はTGFb受容体を介してMMP-9発現を抑制することで、転
移を抑制的に制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we addressed HIC-5-dependent growth arrest mechanism under 
nonadherent conditions. The mechanism transcriptionally induced a CDK inhibitor (CKI), p21Cip1, in 
response to disruption of cell-ECM interactions. The role of HIC-5 in this mechanism was to tether KLF4, 
a transcription factor essential for transactivation of p21Cip1, to DNA sites in response to cellular 
detachment.
We also found that MMP-9 expression was upregulated by depletion of HIC-5 with RNAi, which potentially 
contributes to HIC-5-mediated regulation of tumor metastasis in vivo. Interestingly, ectopic expression 
of kinase-inactivated TGF-b type I receptor completely blocked the HIC-5 effect. Neither Smads 
phosphorylation nor expression of other TGF-b-targeted genes were affected by HIC-5 levels. Collectively, 
a new TGF-b signaling pathway has emerged contributing to cancer progression through the regulation of 
MMP-9 expression depending on HIC-5.

研究分野：細胞生物学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞は浮遊状態でも生存/増殖する能
力を獲得している。この能力 (足場非依存性
増殖能) は生体内での腫瘍形成の礎となるだ
けでなく、転移過程 (接着喪失や異常接着環
境に曝される) でのがん細胞の生存を支える
ものである。最近、がん組織の中に、幹細胞
様の細胞 (がん幹細胞) が存在することが証
明された。がん幹細胞は、足場非依存性の自
己複製能を最大の特徴とすることから、がん
細胞集団が示す足場非依存性増殖能はがん
幹細胞によって担われていると考えられる。 
一方、正常細胞は、浮遊状態では増殖停止
や細胞死を誘導し、その生存/増殖を積極的に
阻止する。申請者はこれまでに正常細胞の接
着喪失応答機構について検討し、申請者らが
同定した細胞接着斑 -核シャトル蛋白質
HIC-5 が浮遊状態にある細胞特異的にその
増殖を停止させる機能を持つことを明らか
にした。発展として、HIC-5機能とがん細胞
の増殖能との関連について新たに検討し、が
ん細胞で HIC-5 を過剰発現/ノックダウンし
たところ、in vitro では足場非依存性増殖能
と sphere 形成能 (がん幹細胞の自己複製能
を反映)、in vivoでは造腫瘍能と転移能が有
意に抑制/増強される結果を得た。 
 
 
２．研究の目的 
本課題では、これまでに明らかにしてきた
HIC-5の分子機能に基づいて、HIC-5による
がん細胞の足場非依存性増殖能の抑制的制
御機構を解明する。がん細胞の集団の中で、
がん幹細胞が標的となって制御されている
可能性に注目する。成果として、がん細胞の
生体内での造腫瘍能/転移能を根本から抑制
可能な分子標的の提案を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
本 検 討 で は ヒ ト 乳 が ん 細 胞 株

MDA-MB-231 を用いた。各遺伝子の発現、
および抑制は、レンチウイルス発現系、およ
び shRNA発現系、または siRNAの導入によ
り行った。生体内での造腫瘍性や転移能、腫
瘍形成率の検討では、Luciferase、または
EGFP 発現安定発現株 (MDA-MB-231) を
免疫不全マウスに接種 (右第 4乳腺、また尾
静脈) し、Luciferase による発光、または
EGFPを指標に腫瘍を確認、定量した (本学
動物実験委員会承認済)。 
遺伝子発現解析は、luciferase reporterを
用いた転写活性の測定、及び real-time 
RT-PCR 法により mRNA 量を定量した。蛋
白 質 の 検 出 に は Western blotting 、
Zymographyを用いた。 
その他、分子・細胞生物学的手法は定法に
拠った。 
 
 

４．研究成果 
(1) HIC-5/KLF4 標的遺伝子の探索 
①既知の KLF4 標的遺伝子を候補とする検索
これまでの成果のメカニズムを明らかにす
るため、HIC-5 が関与する KLF4 の転写につい
て、その標的を調べたところ、p21cip1遺伝子
であった。さらに、この p21cip1遺伝子の転写
誘導機構について、詳細な検討を加えた結果、
HIC-5 は転写複合体形成のための足場となる
ためにその局在を核マトリックス画分へと
移し、転写因子 KLF4 の DNA への結合を促進
させていた。本機構が、接着喪失による増殖
停止に寄与することを明らかにした(下図; 
雑誌論文①参照)。 

 
 
②未知 KLF4 標的遺伝子 Xの探索 
さらに本成果を発展させるために、がん細胞
を浮遊状態においたが、p21cip1の発現は検出
できず、細胞種によって HIC-5/KLF4 が標的
とする遺伝子が異なることが考えられた。そ
こで、KLF4、HIIC-5 の遺伝子操作により発現
が変動する遺伝子として、SM22を同定した。 
SM22a は HIC-5 の knockdown により、その発
現は減少し、転写因子 KLF4 の標的となりう
る遺伝子である。 
 
 
(2) HIC-5機能のがん幹細胞の増殖/生存への
影響 
HIC-5 の機能として、研究成果(1) で示した
ように、浮遊状態での増殖制御に関与するこ
とから、がん細胞の足場非依存性への影響す
る可能性がある。また、がん幹細胞は、足場
非依存性の自己複製能を最大の特徴とする
ことから、がん細胞集団が示す足場非依存性
増殖能はがん幹細胞によって担われている
と考えられる。そこで、shRNA による HIC-5
発現を抑制した乳がん細胞株を免疫不全マ
ウスに移植した。限外希釈により移植細胞数
を減らし、その腫瘍形成率を調べたが、HIC-5
の knockdown により、腫瘍形成率に変化はな
かった。移植片について、継時的観察したと
ころ、HIC-5 の knockdown により肺転移が有
意に増強された。 



また、(1)②で新たに同定した標的遺伝子、
SM22a が関与する可能性を検討した。HIC-5 
knockdown により、SM22a 発現は抑制される
ため、発現系を導入し、SM22a の発現を回復
させた細胞を樹立した。この細胞株を移植し
たところ、HIC-5 knockdown の影響はより増
強し、SM22a 単独でもがん増殖/転移を促進さ
せた。このため、SM22a は造腫瘍能/転移能に
影響するが、HIC-5 機能の説明の一助になら
ないと判断し、SM22a と HIC-5 との関連性に
関する検討は中止することとした。 
 
 
 
 
(3) HIC-5 によるがん転移抑制機能の解明 
(2)の結果から、HIC-5 はがん転移能を抑制的
に制御する可能性が示唆されたため、その制
御機構を明らかにすることを試みた。 
がん転移には組織浸潤能が必須であること
から、浸潤に重要な役割を果たしている MMP
関連の発現を調べた。HIC-5 を knockdown し
た乳がん細胞株ではMMP-9の発現が特異的に
上昇していた。さらに調べると、このがん細
胞は、がん悪性化形質に寄与するサイトカイ
ン TGF-による MMP-9 発現誘導、および足場
非依存性増殖能が増強されていた。そこで、
TGF-受容体のドミナントネガティブ体を発
現させたところ、MMP-9 の発現誘導は完全に
抑制された。従って、HIC-5 のノックダウン
により、ALK5 を起点とするシグナル伝達が増
強されることが考えられたため、TGF-シグ
ナル伝達分子やその標的遺伝子の関与を調
べた。その結果、TGF-により発現が誘導さ
れる NOX4 が HIC-5 knocdown により誘導され
ることを見出した。さらに、HIC-5 による
MMP-9 発現誘導は活性酸素感受性であり、
種々の抗酸化剤により抑制されたことから、
NOX4による細胞内活性酸素種の増大がMMP-9
発現誘導に関与する可能性が考えられた。 
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