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1985 年以降、日本の死因のトップは悪性腫瘍となっている。遺伝子変異などによって形成された

原発腫瘍が正常の組織の機能に及ぼす影響は、多くの場合膨張する腫瘍塊によってかけられる物理

的圧力、または原発腫瘍塊の細胞が近接している正常組織を浸潤し、それにより生体の機能を障害

することによる。このような原発腫瘍は危険で浸食的ではあるが、早期診断学、分子標的治療薬、

外科手術の進歩による治療レベルの向上で、癌による死亡の原因の約 10％となっている。患者の残

りの 90％は、原発腫瘍から遥かに離れた部位でみつかる癌病変、いわゆる転移によって亡くなって

いる。従って、癌転移メカニズムの解明は極めて重要な研究分野である 1)。 
癌細胞がこのような転移能を獲得するプロセスには、上皮間葉移行(Epithelial mesenchymal 

transition 、以下 EMT)が深く関与することが知られている 2,3)。EMT とは、上皮細胞が上皮としての

形質を失い、線維芽細胞のような間葉系細胞に形態変化し、運動性と浸潤性を獲得する現象で、通

常初期胚発生や創傷治癒において重要な役割を果たすことが知られている。EMT が起こると上皮細

胞における E-cadherin やβ-カテニンなどの上皮細胞のマーカーの発現が消失し、N-cadherin や

Fibronectin などの間葉系マーカーが出現する。しかし進行した癌細胞でも EMT が認められることが

明らかにされつつある。浸潤性と運動性を獲得した癌細胞は血管やリンパ管に浸潤し、体中に転移

巣を形成する。EMT を誘導する環境因子として TGF-βや TNF-α、タンパク質分解酵素 MMP などが

知られており、細胞内シグナルとしては Notch シグナルや BMP シグナルの関与が指摘されている。

E-cadherin の発現を調整している転写因子としては Snail、Slug、Twist などが知られている。TGF-β
はセリンスレオニンキナーゼ型受容体に結合し、Smad と呼ばれるタンパク質を介し、細胞内にシグ

ナルを伝達することが知られている。TGF-βと結合したⅠ型受容体によって活性化された特異型

Smad(R-smad)は、共有型 Smad(Co-Smad)と複合体を形成する。この Smad 複合体が核内へ移行し、種々

の転写因子や転写共役因子と結合することによって、Snail や Slug などの EMT 関連遺伝子の転写を

調節することが明らかにされている 4)。しかしながら、Smad を介さないシグナル伝達経路による

EMT 誘導機構の存在 5)や EMT が miRNA による調節を受けているという報告も近年されている 6)。 
近年の研究で単にシグナル伝達が EMT を調節しているという訳ではなく、クロマチンリモデリン

グ、所謂 Epigenetic な変化を伴い EMT が誘導されていることが示唆されている 6)。しかし、その詳

細は未だ明らかにされていない。初期胚発生や創傷治癒という特殊な場面でしか起こらない EMT
が癌細胞でも起き、上皮系細胞から間葉系細胞へ癌細胞自身の運命転換が行われるということは、

遺伝子変異によって EMT が引き起こされたのではなく、遺伝子変異を伴わない Epigenetic なメカニ

ズムを介しEMTが誘導されたということが考えられる。よって本研究では細胞培養系を用いたEMT
誘導系モデルを作成するとともに、誘導された EMT において Epigenetic な制御が関与するかどうか

を検討した。 
また、最近になって一般的なプラスチックシャーレ上での細胞の振る舞いと生体内での細胞の振

る舞いが著しく異なるという報告がされている 7,8)。非常に興味深いことに、細胞分化の過程で力学

的環境要因が重要な役割を果たしていることが明らかにされつつある 9,10)。生体内の部位にもよるが、

細胞は通常 0.1kPa から 100kPa ほどの硬さの間で生存しており、一般的な dish の硬さは 1×107kPa
ほどの硬さといわれている。TGF-βを添加するだけで、細胞の形態が通常時と全く異なるものに変

わる EMT という現象において、足場の硬さを変えることで EMT を誘導した細胞にどのような影響

がでるのか興味を持ち、生体内の硬さに近いハイドロゲルがコーティングされた Softwell(Matrigen
社)を用いて力学的環境因子が細胞へ及ぼす影響を解析した。 

 

2.実験方法 
2-1  細胞培養 
 NMuMG 細胞(マウス乳腺上皮由来)、MKN7 細胞(ヒト胃癌細胞株、高分化型管状腺癌由来)、MKN45
細胞(ヒト胃癌細胞株、低分化型充実型腺癌由来)、MCF10A 細胞(ヒト不死化乳腺上皮細胞由来)は
CO2濃度 5%、37℃の環境下で培養した。 



2-2 RNA の単離 
 ISOGENⅡ (ニッポンジーン)もしくは RNeasy Mini (Qiagen)を用いて RNA を抽出するとともに、

M-MLV RTase (Invitrogen) により cDNA を合成した。その後、Thermal Cycler Dice RealTime SystemⅡ 
(タカラバイオ株式会社)を用いて目的遺伝子の mRNA 発現量を測定した。Normalization Control には

GAPDH、18S rRNA の値を用いた。 
 
2-3 Softwell を用いた EMT 誘導系 

 Ⅱ型コラーゲン(BD biosciences)を 10 g/ml となるよう PBS で希釈し Softwell に 0.5ml ずつ加え、

室温で 15 分間インキュベートした。余分なコラーゲンを除去し、NMuMG 細胞を 0.5×105 cells/ml
となるように撒いた。16 時間後、TGF-β1を終濃度3ng/ml となるように加え、24 時間後 RNeasy 
(QIAGEN)で細胞を回収した。 

 

3. 結果 
3-1 EMT 誘導系の確立 
 EMT 誘導系を確立するために、前日に 6well plate に 4.0×105 cells/well(Serum Free Medium)、7.0×
104 cells/well (10%FBS Medium) で撒いておいた NMuMG 細胞に TGF-β1 (R&D Systems) を終濃度

3ng/ml となるように加え 12)、添加から 1 日後に形態観察、Total RNA 抽出を行なった。TGF-β1を添

加した細胞では、Control の細胞と比べて、線維芽細胞様に形態が変化することを確認した。上皮系

マーカーである E-cadherin と間葉系マーカーである Vimentin、 EMT を引き起こす転写因子として知

られる Snail、Twist、Slug のプライマーを用いて Real-Time PCR を行なった。 E-cadherin の発現低

下と Vimentin、Snail、Twist、Slug の発現上昇が認められることから、TGF-β1により EMT が誘導さ

れ、上皮細胞である NMuMG 細胞が間葉系細胞に形態変化したと示唆される。 

 
3-2 ヒストン化学修飾酵素阻害剤による EMT の抑制 
 近年の研究で EMT が Epigenetic なリプログラミングによって制御されているということが示唆さ

れており 12)、ヒストン化学修飾酵素阻害剤を加えることで EMT が抑制されるのではないかと考え、

以下の実験を行なった。前日に 6well plate に細胞を撒き、1 日後 Serum Free の Medium に交換し、ヒ

ストン脱アセチル化酵素 HDAC 阻害剤である NCH-51 と Trichostatin A (FCS、以下 TSA) 、ヒストン

リジン脱メチル化酵素 LSD1 阻害剤である NCL-1 と NCD-25、同じくヒストンリジン脱メチル化酵

素 JMJD2 阻害剤である NCDM-32b をそれぞれ添加して前処理を行なった後 13)、TGF-β1を終濃度

3ng/ml となるよう加え、形態を観察した。条件検討の結果、NCH-51 を 1 M、NCL-1 を 20uM、NCD-25

を 5 M、NCDM-32b を 10 M、TSA を 100nM となるよう加えることとした。また、NCH-51 と NCL-1、
NCD-25 と NCDM-32b は TGF-β1を添加して 3 日後、TSA は TGF-β1を添加してから 1 日後に写真を

撮り、細胞を回収した。NCH-51 と NCL-1、NCDM-32b で前処理した細胞は、線維芽細胞様の形態

を獲得し、完全に EMT が起こってしまっていたが、NCD-25 と TSA 処理では EMT が抑制されてい

るように見られた。また、NCD-25 と TSA の効果を 10%FBS 条件でも検討してみた。上記と同様に

細胞を撒き、翌日新しい 10%FBS 入りの Medium に交換した。TGF-β1を添加してから 1 日後、形態

観察を行なったところ、TSA 処理では Serum Free 条件の時と同様に、EMT 誘導が抑制されているよ

うであったが、NCD-25 処理では TGF-β1による EMT の誘導を抑制出来なかった。以上の形態観察

から、TSA が TGF-β1による EMT を抑制しているという仮説を立て、TSA で前処理した細胞に

TGF-β1を添加した後、EMT 関連遺伝子の mRNA 発現量を Real-Time PCR で確認することとした。

TSA 処理した細胞で E-cadherin の発現量低下の抑制が認められたが、Snail の発現量は上昇していた。

また、NMuMG 細胞において TGF-β1によるΕΜΤ誘導が Prdm16 の存在下においては認められないこ

とが明らかになるとともに、E-cadherin の減少も認められなくなっていた。Prdm16 がエピジェネテ

ィックなメカニズムを介して TGF-β1の作用を抑止するのかについては今後さらなる検討が必要で

ある。 
 
3-3 MKN7、MKN45、MCF10A で TGF-β1による EMT は誘導されない 
 マウス由来乳腺上皮細胞である NMuMG 細胞以外にも、MKN7、MKN45、MCF10A といったヒト

由来の細胞に TGF-β1を添加してもΕΜΤが誘導されるのかどうか実験を行った。前日にこれらの細胞

を6well plate に撒き、翌日 Serum Free の Medium に交換した後、TGF-β1を終濃度10ng/ml となるよう

加え、6 日後に形態観察と細胞の回収を行なった。 MKN7、MKN45、MCF10A 細胞、共に目立っ

た形態変化は確認されなかった。前述と同様に Real-Time PCR で EMT 関連遺伝子の発現量を調べて

みると、MKN7 細胞では E-cadherin の発現低下は認められなかったが、Snail と Twist の発現量が 2
倍に増えていた。MKN45、MCF10A 細胞で E-cadherin の減少、Snail、Twist の増加は見られたが、



NMuMG 細胞と比べて極めて微妙な差であった。 
 
3-4 力学的環境要因によって細胞の形態・遺伝子量に変化が生ずる。 

EMT 誘導細胞への力学的環境因子による影響について解析を行なった。それぞれのウェルに 0.2 
kPa から 50kPa の硬さのハイドロゲルがコーティングされた Softwell を使用した。Ⅱ型コラーゲン

10 g/ml をウェルに加えコーティング処理を行なった後、Softwell に NMuMG 細胞を撒き、半日後

TGF-β1を終濃度3ng/ml となるよう添加した。1 日後、形態観察を行ったところ、4kPa から 12kPa と

いう硬さのウェルにおいて、TGF-β1を添加しΕΜΤを誘導させた細胞が dish から剥がれ、細胞塊を形

成するという現象がみられた。4kPa 未満のウェルでは TGF-β1を添加していないウェルでも細胞が

張り付いておらず、12kPa 以上のウェルでは、通常の dish と同様に線維芽細胞様に形態が変化して

いた。浮いている細胞塊と張り付いている細胞全てを QIAGEN の RNeasy で回収し Total RNA 抽出

を行なった。この Total RNA を用いて cDNA 合成をし、Real-Time PCR を行なったところ、4kPa か

ら 12kPa という硬さのウェルの TGF-β1添加により浮いている細胞でも、通常の硬さのウェルで EMT
が誘導されている細胞と同様に、E-cadherin が減少していることが確認出来た。また EMT マーカー

遺伝子発現量にも変化がみられ、通常の硬さのウェルで TGF-β1を添加した細胞の Snail、Slug、Twist
よりも、8kPa から 12kPa のウェルで TGF-β1を添加した細胞の方が、発現量が高かった。近年、TGF-β1
添加時にヒストンリジン脱メチル化酵素 LSD1 がクロマチンの構造変化を誘導し、EMT 関連遺伝子

の発現を調節しているという報告がされている 14)。場の硬さの違いに影響を受けた Epigenetic Factor
が、この Snail と Slug の発現量の差を引き起こしているのではないかと考え、HDAC1、HDAC2、LSD1
の mRNA 発現を調べたところ、通常の硬さのウェルで処理した細胞と比べて、8kPa から 12kPa のウ

ェルで処理した細胞の方が、LSD1 の mRNA発現量が約 2 倍に増加しているという結果が得られた。 
 

4.考察 
NMuMG 細胞の線維芽細胞様な形質獲得、E-cadherin の発現低下と、Snail や Twist の発現上昇とい

う EMT 関連マーカー遺伝子の変化から、NMuMG 細胞を用いた TGF-β1添加による EMT 誘導系を

確立した。しかしながら MKN 細胞株や MCF10A 細胞を用いた実験で EMT が誘導されなかったこ

とから、EMT は細胞によって誘導のされやすさが異なり、MKN 細胞株という元々E-cadherin の発現

量の低い細胞 15)では、TGF-β1のみの刺激だけではΕΜΤが起こりにくいという現象を見出した。

MCF10A 細胞では EMT 様の遺伝子変化が少なからず起きているが、形態に変化が見られないことか

ら、形態変化を防ぐ因子が発現されている可能性が考えられる。また NMuMG 細胞は MKN 細胞株

や MCF10A 細胞に比べて、10% FBS の培地を無血清培地に交換しただけで細胞の形態に変化が起き

ることや、ヒストン修飾酵素阻害剤を少量添加するだけで細胞が死んでしまうことなどから、細胞

自体の外的刺激に対する感受性が高い可能性が考えられる。この細胞依存的なΕΜΤ誘導効率に関し

ては今後検討が必要である。 
 TGF-β1がレセプターに結合すると、Snail の発現が亢進し、その Snail が E-cadherin のプロモー

ターに結合することで E-cadherin の発現を抑制するということが知られている 16)。TSA で細胞を前

処理し TGF-β1添加することで E-cadherin の発現低下作用が抑制されるが、Snail の発現量は上昇して

しまっていた。このことから、TSA はリプレッサーである Snail に結合している HDAC の作用を特

異的に阻害することで、E-cadherin のプロモーター活性を上昇させ、E-cadherin の発現低下作用を

抑制していると考えられる。この仮説により Snail の発現が上昇している理由に説明がつく。または、

miRNA といった Snail を介さない因子や、TGF-β1シグナル伝達系における SMAD を介さない

Ras/MAPK などの経路内の因子、もしくは未知の因子による E-cadherin の発現調節に HDAC が関与

する可能性が示された。このことから TGF-β1によって誘導された EMT が Epigenetic な調節を受け

ていることが示唆された。TSA と同じ HDAC 阻害剤である NCH-51 が EMT 誘導を阻害しなかった

理由としては次の事が考えられる。ヒドロキサム酸である TSA は、TSA 自身が直接 HDAC の活性

中心に結合して、HDAC の機能を抑制すると考えられているが、一方 NCH-51 は細胞内で加水分解

されチオールを生成し、そのチオールが HDAC の酵素活性中心である亜鉛イオンに結合し HDAC 阻

害剤としての作用を示すとされている 17,18,19)。このように TSA と NCH-51 では活性中心に結合する

分子が異なっており、細胞種や培養条件によって結合効率に違いが現れるのかもしれない。他のヒ

ストン化学修飾酵素阻害剤の NCH-51(HDAC 阻害剤 )、NCL-1 と NCD-25(LSD1 阻害剤 )、
NCDM-32b(JMJD2 阻害剤)で EMT 誘導が阻害されなかった理由についても上記と同様の分子構造の

違いによるものとも考えられ、この点に関しては、LSD1 および JMJD2 に対する異なる種類の阻害

剤を試すなど、今後検討が必要である。 
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