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研究成果の概要（和文）：本研究では、基質の硬さが誘引するがん細胞の浸潤能との関係を調べ、がん細胞が悪
性化する機序の解明を目指した。その結果、基質の硬さによって転写因子ATF5が活性化し、基質接着タンパク質
であるインテグリンの発現に関与することでがん細胞の浸潤能が亢進することを明らかとした。さらに、がん細
胞株を硬さの異なる基質中で培養したところ、硬い基質上では、ATF5が核内に移行する現象を見出した。加え
て、ATF5の欠失変異体をがん細胞に発現させ、核内移行の機序を調べたところ、核外搬出シグナル（NES）が関
与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：High matrix stiffness triggers cancer progression; however, detailed 
molecular mechanisms of this phenomenon are not clear. Hence, it is necessary to identify 
transcription factors that contribute to malignant alteration in response to increasing substrate 
stiffness. In this study, we found that activating transcription factor 5 (ATF5) enhances the 
invasiveness of cancer cells. In addition, we revealed that ATF5 regulates the expression of genes 
encoding integrins, which are important for substrate stiffness sensing. Based on these 
observations, ATF5 possibly drives cancer progression due to stiff matrix. We also examined ATF5 
localization on substrates with different rigidity. Matrix rigidity affects ATF5 transport to the 
nucleus.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞が運動することは、生体組織の形成や

維持など様々な生命現象において重要な役
割を果たす。例えば、胚の発生では、細胞の
集団が協調的に特定の位置へ移動すること
によって組織や器官が形成される。また、組
織の一部が傷ついたとき、細胞が傷口に向か
って一斉に移動することで組織が再生され
る。しかし、がん細胞の場合、悪性度が進む
につれて浸潤能を獲得し、生体内を「無秩序」
に移動することで生命そのものを脅かすこ
とになる。このことから、がん細胞の浸潤を
抑制することは、がんの治療につながると考
えられる。しかし、がん細胞の浸潤メカニズ
ムは未だ明らかでない。これまでに、がん細
胞の浸潤能が亢進する要因の一つとして、細
胞外基質の硬化が報告されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞外基質の硬化が炎症性反
応をもたらし、がん細胞の浸潤を誘発すると
いう新たな視点から、がん細胞の浸潤能が亢
進する機序の解明を目指す。これまでに、悪
性化したがん細胞を 3 次元コラーゲンゲル中
で培養し、がん細胞が浸潤する様子を顕微鏡
下でリアルタイム観察することに成功して
いる。さらに、培養基質が硬くなると、炎症
に関わる転写因子 NF-B の活性が上昇する
ことを発見した。様々ながん細胞を硬い基質
と軟らかい基質で培養し、NF-B のサブユニ
ットである p65 の局在と活性を比較したとこ
ろ、基質の硬さに依存して炎症性反応が亢進
することを見出した。このことは、がん細胞
が基質の硬さをストレスと感じ、炎症性の反
応を示した結果といえる。そこで、本研究で
は、基質の硬さが誘引する炎症性反応と浸潤
能との関係を調べ、がん細胞が悪性化する機
序の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 肺がん細胞、乳腺がん細胞、肉腫細胞な
ど数種のがん細胞株を硬さの異なる基質中
で培養し、基質との接着タンパク質であるイ
ンテグリンの発現及び活性を調べる。さらに、
アクトミオシンの収縮力を更新するリン酸
化酵素である ROCK、MLCK、ZIPK、ILK を
候補としてその活性を調べる。これらのｍ
RNA およびタンパク質の発現をリアルタイ
ム PCR 法、ウェスタン・ブロット法、免疫蛍
光染色法を用いて調べ、RNA 干渉法を用いて
発現を抑制し、NF-B への影響を検証する。 
 
(2) NF-B を活性化させたがん細胞において、
ATF5 の転写活性能をルシフェラーゼレポー
ターアッセイ法を用いて調べる。さらに、
NF-B の活性を失活させたがん細胞（ドミナ
ントネガティブ変異株）を硬い基質中で培養
し、ATF5 が活性化していないこと、および
浸潤能が上昇しないことの 2 点を検証する。 
 

(3) 基質の硬化に起因する炎症性反応と
ATF5 の活性化によって、浸潤に関与するタ
ンパク質であるインテグリンやミオシンの
発現が上昇するかどうかを観察する。これら
に加え、アクチン結合のタンパク質であるフ
ィラミン、細胞外基質分解酵素である MMP
などがん細胞の浸潤を司るといわれている
一連のタンパク質の発現（あるいは活性）と
ATF5 との関係を調べる。とくに、フィラミ
ンではフィラミン B を、MMP ファミリーの
中ではマトリライシン（MMP7）に着目し、
ATF5 を過剰発現、あるいは発現抑制したが
ん細胞株を樹立し、硬さの異なる基質中に 3
次元培養し、浸潤に関与するタンパク質の
mRNA およびタンパク質の発現を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) がん細胞株を硬さの異なる基質中で培養
し、基質との接着タンパク質であるインテグ
リンの発現および活性を調べた。その結果、
多くのがん細胞株において、インテグリン1
の発現と活性が上昇し、さらにインテグリン
2 の発現が上昇している細胞種も観察され
た。とくに、食道がん細胞株においては、軟
らかい基質中で集団で浸潤する様子を観察
することに成功し、さらに、インテグリン 1
の活性を阻害することで集団としての協調
性を失わせることに成功した。次に、アクト
ミオシンの収縮力を制御するシグナル経路
を調べた。培養基質の硬さがもたらす刺激を
模倣するために、積極的に細胞に機械的な刺
激を加えた。その結果、ROCK というリン酸
化酵素が基質の硬さを感知する上で重要な
役割を担うことが明らかとなった。 
 
(2) NF-BとATF5の関係を明確にするには至
らなかったものの、ルシフェラーゼレポータ
ーアッセイ法を用いることで、ATF5 が種々
のがん細胞においてインテグリンの転写を
制御することを発見した。インテグリンの転
写機構はこれまで解明されていなかったの
で、この発見は学術的に大きな意義があると
いえる。 
 
(3) ヒト大腸がん細胞株において、基質分解
酵素の一つであるマトリライシン（MMP-7）
の発現が基質の硬さによって誘引されるこ
とを見出した。NF-B、ATF5 との関係は明確
にはならなかったが、インテグリン、細胞内
張力、YAP/TAZ という転写シグナル経路が関
与している事実を明らかにした。さらに，中
間径フィラメントであるケラチンの mRNA
の発現が基質の硬さによって上昇するとい
う新たな知見を得た。 
 
(4) 基質の硬さによって ATF5 が核内に移行
する現象を見出した。さらに、ATF5 の欠失
変異体をがん細胞に発現させ、核内移行の機
序を調べたところ、核外搬出シグナル（NES）
が関与していることが明らかとなった。これ



らの結果から、ATF5 が基質の硬さによって
核内に移行し、インテグリンなどの転写に関
与することでがん細胞の浸潤能を亢進する
ことが明らかとなった。 
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