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研究成果の概要（和文）：これまでに乳がんの腫瘍形成や転移形成に関わる分子として、転写因子MafKおよび
MafKによって誘導される膜タンパク質GPNMBを同定した。MafKおよびGPNMBは上皮間葉転換（EMT）を誘導し、腫
瘍形成や浸潤・転移に関与することを示した。
今回EMTおよび腫瘍形成誘導におけるMafK-GPNMB経路の役割について解析を進めると、MafKの翻訳後修飾が、
MafKの機能調節に関わることを示す新規知見を得ることができた。またGPNMBにおいて、EMTや腫瘍形成誘導に重
要なドメインおよびモチーフを同定することができた。今後より詳細なメカニズムを検討することで、乳がん治
療の標的となり得る分子を見出す。

研究成果の概要（英文）：Previously we showed that the transcription factor MafK is involved in 
induction of epithelial-mesenchymal transition (EMT) and malignant progression of breast cancer 
cells. Furthermore, we identified glycoprotein nmb (GPNMB) as a target of MafK, which also has the 
functions as an inducer of EMT and tumorigenesis.
In this project, we further investigated the molecular mechanisms how MafK-GPNMB axis contributes to
 EMT induction and tumorigenesis. Then, we found post-translational modification of MafK is 
important for functional regulation of MafK in EMT induction and tumorigenesis. Moreover, we 
identified some domains or motifs which are essential for GPNMB-mediated EMT induction and 
tumorigenesis. We are going to investigate further detail mechanisms in order to find new target for
 breast cancer treatment.

研究分野： 腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
1981 年以降日本人の死因の第１位はがん

であり、その罹患率、死亡率はいまだに漸
増傾向にある。がんの発生、進展には多く
の分子異常が関与し、がん種によって多岐
にわたる。その中でがんの成立に特に強く
寄与する変化を知ることは、がんの分子メ
カニズムを明らかに出来るだけでなく、分
子標的治療の有力な標的になり得ると考え
られる。 
私たちは以前、がんの発生初期から発現

が亢進している Transforming growth 
factor-β（TGF-β）が、転写因子 Nrf2 の
機能を抑制することを示した(Okita et al, 
J Biol Chem 288(28):20658-20667, 2013)。
この研究でTGF-βの標的遺伝子として転写
因子 MafK を同定し、乳腺上皮 NMuMG 細胞を
用いて MafK 発現細胞株を樹立した。その細
胞の性質を解析する過程で、MafK は上皮間
葉転換（EMT）を誘導する新規転写因子であ
ることを見出した。EMT はがん細胞の浸潤、
転移および幹細様性質の獲得に関与する現
象である。MafK 発現細胞では EMT の特徴で
ある E-cadherin の発現低下、運動および浸
潤の亢進、さらに幹細胞の性質の１つであ
る足場非依存性増殖能の亢進（図 1A）、マウ
スへの移植実験で造腫瘍性を獲得している
ことも示された。次に DNA マイクロアレイ
解析により、MafK によって誘導される遺伝
子として Glycoprotein nmb（GPNMB）という
膜タンパク質を同定した。興味深いことに、
GPNMB 単独でも EMT 誘導、造腫瘍性の亢進が
起こることを示した(図 1、B、C)。また乳が
ん細胞で MafKや GPNMBをノックダウンする
ことで、細胞の浸潤、転移および造腫瘍性
が抑制された。以上のことから、MafK-GPNMB
経路はで強力な作用を示す乳がんの新規発
がん因子であることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
乳がんの発生および進展に関わる新規因

子として、私たちは独自に MafK-GPNMB 経路
を見出した。この経路ががんの発生や進展に
どのように関わるのかについてより詳細に
調べることで、発がんの分子メカニズムを明
らかに出来るだけでなく、がんの分子標的治
療の有力な標的になり得ると考えられる。 
EMT は、がんの浸潤、転移および幹細胞様

性質の獲得にも寄与していることが報告さ
れており、その制御機構の解明はがんの発生
および進展について理解する鍵になる可能
性がある。本研究では、MafK-GPNMB 経路によ
るEMT誘導と造腫瘍性獲得の分子メカニズム
を明らかにし、これを標的とした分子標的治
療薬の開発を目指す。 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
（1）MafK-GPNMB 経路による EMT 誘導と腫瘍
形成能獲得機構の解明 
①MafK による E-cadherin 制御におけるエピ
ジェネティック関連因子の関与について免
疫沈降－ウェスタンブロット法、レポーター
アッセイ、DNA アフィニティー沈降（DNAP）
法などにより検討した。 
 
②GPNMB チロシン残基から伝わるシグナル伝
達経路の同定：GPNMB のリン酸化チロシンに
結合するタンパク質を質量分析法にて解析
した。 
 
③GPNMB による EMT および腫瘍形成能誘導に
関わるドメインの同定：PCR法を用いてGPNMB



の変異体を数種類作製し、その機能について、
ウェスタンブロット法、Sphere 形成実験、マ
ウスへの移植実験などにより検討した。 
 
（2）MafK-GPNMB 経路の腫瘍形成や転移への
役割解明 
①腫瘍形成能を調べる実験系（細胞レベル、
個体レベル）また転移能を調べる実験系（細
胞レベル、個体レベル）の確立を試みた。 
 
（3）GPNMB を標的とした環状ペプチドのスク
リーニングと応用 
①（2）で確立した実験系を用いて、GPNMB に
よる EMTもしくは腫瘍形成誘導能を減弱させ
る環状ペプチドをスクリーニングした。 
 
②GPNMB 結合環状ペプチドの応用について検
討した。 
 
４．研究成果 
（1）MafK-GPNMB 経路による EMT 誘導と腫瘍
形成能獲得機構の解明 
①MafK による E-cadherin 制御については、
MafK との結合が報告されているヒストン脱
アセチル化酵素（HDAC）3（Biochimt Biophs 
Acta 1783(5):713-727, 2008）との結合を免
疫沈降法-ウェスタンブロット法により確認
できた。また、MafK と共発現させることで協
調的に E-cadherin プロモーター活性を抑制
することが、レポーターアッセイにより明ら
かになった。さらに、MafK の翻訳後修飾が
MafK により E-cadherin 抑制や腫瘍形成に重
要であるという新規知見を得ることができ
た。現在さらなる検討を進めている。 
 
②GPNMB チロシン残基から伝わるシグナル伝
達経路の同定については、リン酸化チロシン
を含むペプチドプローブと非リン酸化チロ
シンを含むペプチドプローブを作製し、免疫
沈降により結合タンパク質の同定を試みた。
残念ながら、期間内にリン酸化チロシンに特
異的に結合するタンパク質の同定には至ら
なかった。しかし、他のグループにより
Breast tumor kinase (BRK)が GPNMB のリン
酸化チロシンに結合することが報告された
（Nat Cell Boil 18：213-224, 2016）。現在
BRK が私たちの系にも関与しているのかにつ
いて検討している。 
 
③GPNMB による EMT および腫瘍形成能誘導に
関わるドメインの同定については、GPNMB の
構造を基に既知のドメインやモチーフを欠
損させた変異体を PCR 法を用いて作製し、そ
の後恒常発現細胞を樹立した。変異体のいく
つかは、Sphere 形成、マウスでの腫瘍形成能
を有していないことが明らかになった。また
E-cadherinなどEMTマーカーの発現について、
ウェスタンブロット法および RT-PCR 法によ
り解析した。それらの結果より、EMT および
腫瘍形成能誘導に重要な領域をいくつか同

定することができた。現在、さらにその機能
について詳細に検討している。 
 
（2）MafK-GPNMB 経路の腫瘍形成や転移への
役割解明 
①腫瘍形成能を調べる実験系として、Sphere
形成（細胞レベル）、皮下移植モデル（個体
レベル）また転移能を調べる実験系として、
Trans-well を用いた Migration アッセイ、マ
トリゲル浸潤アッセイ（細胞レベル）、肺転
移モデル、腹膜播種モデル（個体レベル）を
確立することができた。 
 
（3）GPNMB を標的とした環状ペプチドのスク
リーニングと応用 
①GPNMB に結合する環状ペプチドは複数種類
得ることができた。そこで、（2）で確立した
Sphere 形成、Migration アッセイを用いて、
GPNMB による腫瘍形成もしくは EMT 誘導能を
減弱させる環状ペプチドをスクリーニング
した。しかしながら、どの候補ペプチドも
GPNMB の機能を阻害することはできなかった。 
 
②GPNMB 結合環状ペプチドの応用について、
GPNMB 結合環状ペプチドに蛍光ラベルを付け、
細胞表面に発現したGPNMBを検出することに
成功した。現在治療薬開発への応用を目指し
ている。 
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