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研究成果の概要（和文）：トランスフォーミング増殖因子β（TGF-β）は、がん遺伝子で分泌が誘導され、TGF-αと共
に軟寒天上での足場非依存性増殖を誘導する分子として発見された。本研究では、TGF-βによって誘導される標的遺伝
子で、足場非依存性増殖や腫瘍形成を誘導する分子としてTMEPAIとMafKを同定し、その作用機序を解析した。その結果
、TMEPAIはTGF-β/Smadシグナルの抑制とAKTの活性化作用、MafKには上皮間葉転換と膜タンパク質GPNMBの誘導能によ
って足場非依存性増殖と腫瘍形成を誘導していた。さらにTMEPAIとMafKに対する抗体を作製し、臨床病理学的研究を行
う材料を開発した。

研究成果の概要（英文）：Transforming Growth Factor-β (TGF-β) was discovered as a factor expressed by 
oncogenes and induces anchorage-independent soft agar colony formation together with TGF-α. In this 
study, we identified TMEPAI and MafK as target genes expressed by TGF-β and induces 
anchorage-independent growth and tumor formation. TMEPAI suppresses TGF-β/Smad signaling and activates 
AKT. MafK induces epithelial-mesenchymal transition and transmembrane glycoprotein GPNMB. These 
activities are essential for their tumorigenic activities. We further made antibodies for TMEPAI and MafK 
for further clinic-pathological studies.

研究分野： 実験病理学、腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 トランスフォーミング増殖因子 (TGF-)
は、多細胞生物の発生や成体組織の維持と損
傷修復において多彩な機能を果たすサイト
カインで、ほとんど全ての細胞から分泌され、
ほとんど全ての細胞にコンテクスト依存的
な種々の作用を示す。がんにおいても腫瘍形
成抑制作用と促進作用の２面性をもつこと
が知られており、細胞増殖抑制作用、上皮間
葉転換誘導作用、血管新生誘導作用などに関
する研究が活発に行われてきた。 
 私は、がんに関係する多彩な TGF-作用の
一部を担う特定の標的遺伝子を同定し、その
機能を解析して、がん治療の新たな分子標的
を見い出すことを研究目的としてきた。これ
までに、TGF-によって発現が制御される遺
伝子として、c-myc (Yagi, J. Biol. Chem. 2002; 
Sasaki, Cancer Res. 2003), ELAC2 (Noda, 
Oncogene 2006), podoplanin (Suzuki, FEBS 
letters 2008), ephrin-A1 (Shi, Oncogene 2008), 
TMEPAI (Watanabe, Mol. Cell 2010; Nakano J. 
Biol. Chem. 2010)に注目し、その機能や発現制
御機構ついて報告してきた。また、TGF-の
血管新生促進作用に注目し、遺伝子改変マウ
スによる個体レベルの解析(Itoh, Blood 2012; 
Lab. Invest. 2009; J. Cell Sci. 2007)や、培養細胞
を用いた解析(Yang, Cancer Sci. 2011; Tanaka, 
Blood 2010; Itoh, EMBO J. 2004)を行ってきた。
このような経緯の中で、がん細胞の本質的な
特性で 1970 年代から多くのがん遺伝子の発
見に貢献しながら、その本態についてはいま
だ充分に理解されていない足場非依存性増
殖を誘導する TGF-関連分子の探索を行い、
本 計 画 で 研 究 対 象 と す る TMEPAI と
MafK/Gpnmb の腫瘍形成促進作用を発見した。 
 TMEPAI は、TGF-によって発現が誘導さ
れる遺伝子で、TGF-のシグナル分子である
Smad2, Smad3 に特異的に結合し、ネガティブ
フィードバック分子としてTGF-シグナルを
抑制する(Watanabe, Mol. Cell 2010; Nakano J. 
Biol. Chem. 2010)。また、HaCaT 等の正常細
胞ではTGF-シグナル依存性に発現が誘導さ
れるが、がん細胞では恒常的な発現が見られ、
ノックダウンすると腫瘍形成能が大きく低
下することを見いだしている。MafK は、血
球分化や酸化ストレス応答に関わることが
知られている転写因子である。私達は、化学
発がん物質の解毒代謝に対するTGF-の作用
を検討する過程で、MafK が TGF-によって
誘導される遺伝子であることを見いだした。 
 
２．研究の目的 
(1) 分子作用機序の解明 

TMEPAI 並びにそのファミリー分子である
C18orf1 の作用機構、特に、腫瘍形成促進の
機序を明らかにする。また、MafK による腫
瘍形成促進作用の分子機構、GPNMB の発
現制御誘導、ならびに GPNMB の腫瘍形成
促進作用の分子メカニズムはいまだ不明で
ある。そこでこれらの分子の作用機構の解

明を行う。 
(2) 足場非依存性増殖とは 

TMEPAI, MafK, GPNMB は、組織幹細胞や
がん幹細胞の特性とされる足場非依存的な
スフェア形成を誘導するが、その細胞生物
学的本態はいまだ解明されていない。そこ
で、これらの分子による足場非依存性増殖
の誘導機序を明らかにする。 

(3) 臨床病理学研究 
TMEPAI, MafK, GPNMB ともにヒト病理組
織で発現を検出できる信頼性の高い抗体が
ないため、ヒトがん組織における発現解析
が進んでいない。そこで、通常のパラフィ
ンブロック標本で免疫組織化学解析を可能
にする抗体等を作製する。 

 
３．研究の方法 
 TMEPAI, MafK, GPNMB の腫瘍形成能につ
いて、肺がん細胞、乳がん細胞を用いて、ノ
ックダウン細胞、CRISPR/Cas9 を用いたノッ
クアウト細胞を作製し、足場非依存的なスフ
ェア形成、Transwell assay、Matrigel invasion 
assay、免疫不全マウスへの移植実験を行って
解析した。また、TMEPAI とそのファミリー
分子である C18orf1 については、ノックアウ
トマウスを作製し、ApcMin/+マウスを交配して
大腸腺腫の形成に対する作用についても検
討している。また、分子メカニズムの解析に
ついては、種々の変異体を作製して、その機
能変化を検討した。さらに、幹細胞に対する
作用を検討する目的で幹細胞や Ki67 を発現
している増殖期の細胞を蛍光でラベルし、ビ
デオ観察が可能なイメージングシステムを
構築した。 
 足場非依存的なスフェア形成時の細胞動
態の解析には、前出のイメージング技術と共
に、固定したスフェアの連続切片を作製し、
定量解析ができる系を構築して解析した。 
 TMEPAI と MafK に対しては、モノクロー
ナル抗体を作製し、その反応特性について、
ウエスタンブロッティング、蛍光染色、酵素
抗体法による組織染色を行って解析した。ま
た、GPNMB の細胞外ドメインに特異的に結
合する特殊環状ペプチドを作製し、FITC を付
加して、細胞表面への GPNMB の発現の検討
や GPNMB 細胞表面発現細胞を FACS で分取
することを可能にした。 
   
４．研究成果 
(1) 分子作用機序の解明 
 TMEPAI は、TGF-シグナルによって誘導
されることをすでに報告しているが、EGF シ
グナルが加わるとTMEPAIの発現が協調的に
増加することを示した。また、がん細胞では、
TMEPAIの発現亢進にEGFシグナルが関与し
ていた（論文⑤）。TGF-による TMEPAI の発
現誘導には、TCF7L2 が関与しているが、フ
ァミリー分子の LEF1 にはこの作用がない。
TCF7L2 の分子構造の解析から LEF1 にはな
いC末端領域がTMEPAIの発現誘導に必要で



あることが示された（論文③）。肺腺がん細
胞には、TMEPAI の持続的な発現があり、こ
れをノックダウンすると足場非依存的なス
フェア形成能、皮下腫瘍形成能、尾静脈注射
による肺腫瘍形成能が低下することを示し
た（論文⑦）。また、TMEPAI と C18orf1 のノ
ックアウトマウスと ApcMin/+マウスを交配し、
大腸腺腫の発生に対するTMEPAIファミリー
の作用に関する検討を行っている。TMEPAI
は TGF-/Smad 経路を抑制する活性があり、
TMEPAI のノックダウンは TGF-による細胞
増殖抑制を解除することで腫瘍形成を促進
することが示唆されたが、他の分子機構も働
いていることを示すデータが得られ、さらに
解析を続けている。また、TMEPAI のファミ
リー分子である C18orf1 にも TMEPAI と同様
の TGF-/Smad シグナル経路の抑制活性があ
ることを示した（論文⑥）。TGF-シグナル以
外に対する作用についても、TMEPAI と同時
に解析を進めている。さらに、TMEPAI 自身
にも４種類のアイソフォームがあることが
知られるようになり、アイソフォーム間での
機能の違い、腫瘍形成能の違いに関する検討
も開始した。 
 TGF-は乳腺上皮細胞などに上皮間葉転換
を誘導する（論文②）。MafK は、TGF-
によって発現が誘導されたが（論文⑨）、MafK
単独の発現で EMT を誘導する活性を持ち、
乳がん細胞の悪性化に伴って発現が亢進し
ていた。また、強力な腫瘍形成促進作用をも
つこと、膜タンパク質である GPNMB の発現
を誘導することで腫瘍形成を促進している
ことを見いだした（Okita et al., submitted）。
MafK は、種々の上皮細胞でも発現し機能し
ている（論文①）。特に、幹細胞の機能を制
御していることが乳腺上皮細胞や乳がん細
胞でも明らかになってきた。 
(2) 足場非依存性増殖とは 
 TMEPAI, MafK, GPNMB は、組織幹細胞や
がん幹細胞の特性とされる足場非依存的な
スフェア形成を誘導した。平面培養時とスフ
ェア培養時では、幹細胞の寄与が異なり、こ
れらの遺伝子は、スフェア培養時の幹細胞の
増加を誘導していた。幹細胞数の増加誘導機
序については、現在、さらに検討を加えてい
るが、幹細胞の分裂速度に対する作用とは異
なる機序が示唆された。 
(3) 臨床病理学研究 
 TMEPAI と MafK に対する抗体を作製し、
TMEPAI に対する抗体は企業に導出した。
GPNMB に対する抗体は市販されたが、検討
の結果、GPNMB は発現量よりも、その翻訳
後修飾や細胞表面への発現が腫瘍形成能に
重要な変化であることが示唆された。  
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