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TGF-シグナル総論 

TGF-シグナル伝達機構 

 Transforming growth factor (TGF)-は TGF-ファミリーの代表的なサイトカインであ

り、12.5 kDのポリペプチドが S-S 結合した 25 kDの二量体である。TGF-は 390～412

アミノ酸からなる前駆体としてつくられた後、C 末端側の 112アミノ酸からなる部分

が切断される。この部分は 9個のシステインが保存された活性を持つペプチドとなる。

哺乳類では構造上非常に類似した TGF-1、TGF-2、TGF-3 の 3 種類のアイソフォ

ームが存在するが、これらは同じ受容体を介してシグナルを伝達する (1,2)。これら

は受容体に対する親和性が若干異なるものの、受容体およびその下流では同じシステ

ムを共有してシグナルを伝達しており、in vitro での活性は類似している (1,3)。  

 TGF-は、膜貫通型セリンスレオニンキナーゼ受容体である I型受容体と II型受容

体に結合することで細胞内へとシグナル伝達を開始する (図 1)。II型受容体は単独で

TGF-と結合することが可能で、この結合により II型受容体の安定的な二量体が形成

される。活性化した II型受容体は I型受容体とともに複合体を作り、2分子の II型受

容体と 2 分子の I型受容体から構成されるヘテロ四量体を形成する。II型受容体のキ

ナーゼにより I 型受容体がリン酸化を受けることで、I 型受容体のキナーゼが活性化

され、細胞内へとシグナルが伝達される (4)。なお、TGF-の II型受容体は TGF- type 

II receptor (TRII) の 1 種類のみであるのに対し、I型受容体は 2種類が同定されてお

り、そのうち多くの上皮細胞では TGF- type I receptor (TRI; Activin receptor-like 
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図 1. Smad を介した TGF-シグナル伝達機構 

TGF-が II型受容体 (TRII)に結合すると、TRIIが I型受容体 (TRI)をリン酸化し、

活性化する。活性化した TRIは TGF-の特異型 Smad (Receptor-regulated Smad)であ

る Smad2/3 をリン酸化し、活性化する。活性化した Smad2/3 は共役型 Smad 

(Common-mediator Smad)である Smad4と複合体を形成した後、核内へ移行し、種々の

転写因子や転写共役因子 p300/CBP などと標的遺伝子の転写を制御する。 
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kinase (ALK)5)を介してシグナルを伝達する。 

 細胞内での TGF-シグナル伝達は、主に Smadと呼ばれるタンパク質を介して行わ

れる (Smad pathway) (図 1)。Smadは特異型 Smad (Receptor-regulated Smad)、共役型

Smad (Common-mediator Smad)、抑制型 Smad (Inhibitory Smad)の 3 種類に分類される。

特異型 Smad、共役型 Smadは、N末領域に Mad homology (MH)1 ドメイン、C 末領域

に MH2 ドメインを持っている。TGF-の特異型 Smad は Smad2 と Smad3 であり、

Smad2/3 がMH2ドメインを介して I型受容体に結合することで、I型受容体の有する

キナーゼ活性により Smad2/3 が直接リン酸化される。リン酸化された Smad2/3 は共役

型 Smadである Smad4 と複合体を形成し、核内へと移行する。これらの複合体は直接

DNAと結合、もしくは Runt-related transcription factor (Runx)3などの他の転写因子や

p300/CREB-binding protein (CBP)などの転写コアクチベーターと相互作用し、標的遺伝

子の転写を制御する (1,2,4)。一方で、典型的な MH1 ドメインを欠く抑制型 Smad は

I 型受容体に結合することにより特異型 Smad の受容体への結合を競合的に阻害し、

シグナルを負に制御する。TGF-の抑制型 Smadは Smad7であるが、Smad7は TGF-

によって誘導されることで、負のフィードバック機構を介してシグナルの強度を調節

している (5,6)。同様に、転写リプレッサーである c-Ski や SnoN などは Smad に結合

することで TGF-シグナルによって誘導される転写を抑制し、シグナルを負に制御す

る (7)。 
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 TGF-シグナルには Smad を介さない non-Smad pathway も存在し、それらには

Extracellular signal-regulated kinase (Erk)、c-Jun N-terminal kinase (JNK)、p38 などの

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway や Rho-like GTPase pathway、

Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt pathwayが含まれる (8-10)。 

 

TGF-の古典的な二大作用 

 TGF-はさまざまな機能が報告されているが、なかでも細胞増殖の抑制と細胞外マ

トリックス (Extracellular matrix; ECM)の産生はTGF-のもつ古典的な二大作用といえ

る。TGF-は、上皮細胞、血管内皮細胞、血球細胞などの細胞に対して Cyclin-dependent 

kinases (CDK)インヒビターである p15
Ink4や p21

Cip1の発現を誘導、もしくは CDKアク

チベーターであるMyelocytomatosis oncogene (c-MYC)やcdc25aの発現を抑制する (11)。

この結果、多くの細胞では TGF-により CDK のリン酸化などが抑制され、細胞周期

が G1 期に停止し、細胞増殖が抑制される (図 2)。さらに TGF-は ECM を構成する

collagen や fibronectin などの産生を促進するとともに、proteaseの産生を抑制すること

で ECM の分解を抑制し、ECM の蓄積を促進する。 
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図 2. TGF-による細胞増殖抑制作用 

上皮細胞、血管内皮細胞、血球細胞、初期の癌細胞など多くの細胞に対して TGF-は

CDK インヒビター (p15
Ink4、p21

Cip1
)の発現を誘導もしくは CDK アクチベーター 

(c-MYC、cdc25a)の発現を抑制する。これにより CDKのリン酸化が抑制され、細胞周

期が G1期に停止する。 
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TGF-の癌細胞に対する作用の二面性 

 TGF-は様々な細胞に対して増殖抑制作用を示すが、同様に、TGF-は初期の癌細

胞も抑制することから、腫瘍抑制因子として作用することが報告されている (図 2)。

TGF-が腫瘍抑制因子として作用していることを示唆する腫瘍の例として、遺伝性非 

ポリポーシス性大腸癌 (Hereditary non-polyposis colorectal cancer; HNPCC)、胃癌、神経

膠種、子宮体癌、膵癌、肝癌、乳癌などがあるが、これらの症例では TRIIの不活性

化を伴う突然変異による TGF-シグナル伝達異常が見つかっている (12)。さらに、膵

癌や若年性大腸癌における SMAD4 の突然変異による TGF-シグナル伝達異常も報告

されている (13)。 

 一方で、進行期の癌においては、TGF-は多くの腫瘍組織で産生され、癌細胞、さ

らに癌細胞をとりまく微小環境に対して様々な働きをしていることも明らかになっ

ている(14,15)。この場合、癌細胞に発現している受容体や Smad に変異が確認される

ものもあるが、これらのシグナル分子に明らかな異常を認めない場合の方がむしろ多

い。こうした癌細胞の中には TGF-シグナルは伝達されているが、細胞増殖抑制は受

けず、それ以外の応答を示すものがある (図 3)。例えば、TGF-は乳癌、悪性黒色腫

などのいくつかの癌細胞の Epithelial-mesenchymal transition (EMT)を誘導し、癌細胞の

運動や浸潤を促進する (16-18)。同時に、TGF-は癌微小環境、すなわち宿主の多くの

細胞に作用して、血管新生、細胞外基質の産生、免疫抑制などを引き起こす (図 3) (19)。 
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図 3. 進行期の癌に対する TGF-の作用 

進 行 癌 に お い て TGF- は 癌 細 胞  (Cancer cells) と 癌 微 小 環 境  (Cancer 

microenvironments)に作用する。TGF-は癌細胞の EMT を誘導し、細胞の運動・浸潤

能を高めるとともに、癌周囲の微小環境に対して ECM の蓄積、免疫抑制、腫瘍血管

の新生を促すことで癌の転移に有利に働く。 
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さらに乳癌の骨転移においては、TGF-が副甲状腺ホルモン関連ペプチド(Parathyroid 

hormone related peptide; PTHrP)の乳癌細胞での遺伝子発現を誘導し、破骨細胞の分化

を促進することも知られている (20)。以上のことから進行癌においては、TGF-は

様々なメカニズムを介して、腫瘍促進因子として作用している (図 4)。 

 このように、癌の進展において、TGF-は腫瘍抑制作用と腫瘍促進作用の二面的な

作用を有していると考えることができる (12,21)。しかしながら、TGF-のこの二面性

が何によって決定されているかはいまだに明らかにされていない。そこで本研究では

乳癌、膵癌という 2種類の癌に焦点を当てて、それぞれの癌細胞に対する TGF-の作

用を個々に調べることとした。 
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図 4. TGF-の癌に対する作用の二面性 

TGF-は、正常細胞や初期の癌細胞の細胞増殖を抑制することから、腫瘍抑制因子と

して作用する。しかしながら一方で、癌細胞の悪性度が増すと、増殖抑制作用はなく

なる。このような細胞に対して、TGF-は EMT を誘導し、運動・浸潤能を獲得させ

る。さらに、TGF-は癌微小環境に作用し、血管新生、ECM の産生、免疫抑制なども

誘導する。これらの作用により、TGF-は癌の転移を促進させるなど、腫瘍促進因子

としても作用する。 
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1) 乳癌細胞のアポトーシス回避における TGF-の役割 

要旨 

 マウス乳癌細胞は TGF-を自己分泌し、内因性 TGF-シグナルによりアポトーシス

耐性を獲得している。この TGF-によるアポトーシス耐性にはアポトーシス誘導因子

であるBimの発現制御が関与していることが示唆された。さらにこの制御には、TGF-

による転写因子Foxc1の発現性制御を介したBimの発現抑制が関わっていると考えら

れた。 
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序論 

癌転移とアポトーシスにおける TGF-シグナル 

 転移は癌の進展における最終段階であり、固形腫瘍に関連した死の 90%は転移によ

るものである (22,23)。癌の転移は、癌細胞の周囲組織への侵入、毛細血管への播種、

血管外への遊走、新たな微小環境への適応、異なる臓器での腫瘍の形成などの多段階

のステップを経なければならない (24)。しかしながら、これらのステップの過程では、

癌細胞は周囲の微小環境からの脱離、血管内でのメカニカルストレス、栄養の枯渇、

低酸素状態など、常に多くのストレスに晒されており、様々なメカニズムによって癌

細胞のアポトーシスが誘導されやすい状況にある。最近の in vivo や in vitro での研究

結果により、特に、隣接する細胞や細胞外基質からの遊離により誘導されるアノイキ

スに対して癌細胞が耐性を獲得することや、血管内に存在する免疫細胞による除去や

メカニカルストレスによる破壊から癌細胞が回避することが、癌転移の成立を規定す

る重要なメカニズムとして示されており、アポトーシス耐性を獲得した癌細胞の存在

が重要であると考えられている (22)。 

 このような状況の下、TGF-は様々な細胞のアポトーシスを誘導するシグナルとし

て着目されてきた。ヒト胃癌細胞では、TGF-が Smad pathway を介して B-cell 

leukemia/lymphoma (Bcl-2)ファミリーの発現を抑制し、アポトーシスを誘導すること

が分かっている (25)。また Smad3、Smad4 の発現量とアポトーシス誘導性の相関や、

Smad3 の機能抑制によるアポトーシス耐性の獲得も報告されている (26-28)。このよ
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うに、多くの細胞では TGF-によるアポトーシスの誘導が知られているが、一方では

その逆の作用として、癌細胞をアポトーシスから回避させる作用があることも見出さ

れている (29-32)。当研究室の先行研究では、一部の乳癌細胞は自己分泌的に TGF-

を産生しており、このような癌細胞ではTGF-が転写因子Basic helix-loop-helix domain 

containing class-B2 (Bhlhb2; Dec1)の発現を誘導し、アポトーシス耐性を獲得させるこ

とが示されている (33)。 
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材料と方法 

細胞培養 

 マウス乳癌細胞 JygMC(A)、JygMC(B)、4T1、およびヒト胎児腎細胞 293、293A は

10% fetal bovine serum (FBS; Thermo Scientific)と 50 U/ml penicillin (GIBCO)、50 g/ml 

streptomycin (Gibco)を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)培地 (Gibco)で

37℃、5% CO2インキュベーターを使用し培養した。 

 

増殖因子と阻害剤 

 TGF-3は 0.1% bovine serum albumin (BSA; Sigma)を含む 4 mM HCl にて溶解し、使

用した。TGF- I 型受容体キナーゼ阻害剤 (ALK5 阻害剤)には SB431542 (Sigma)、

LY364947 (Calbiochem)、A-44-03 (京都薬科大学野出研究室より供与)を使用した。

MAPK阻害剤には U0126 (Promega)、SB203580 (Calbiochem)、SP600125 (Calbiochem)

を使用した。PI3K阻害剤には LY294002 (Calbiochem）を使用した。A-44-03のみ蒸留

滅菌水で溶解し、それ以外の全ての阻害剤は dimethyl sulfoxide (DMSO)で溶解し、使

用した。新規タンパク質合成阻害剤には cyclohexymide (CHX; Sigma)を使用した。 

 

核抽出 

 細胞を phosphate buffered saline (PBS)で洗浄、回収、4℃ 1500 rpm 3 分間遠心し細胞

を回収した。細胞の沈殿に Buffer I (10 mM HEPES-KOH (pH7.9), 400 mM KCl, 0.1 mM 
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EGTA, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF))を加え

て 4℃ 15分間静置した。その後 10% Nonidet P-40 (NP-40)を加え 10 秒間混合し、4℃ 

15000 rpm 30秒遠心して、その上清に 1/10量の 2 M KClを加えて細胞質抽出液とした。

核の沈殿を Buffer II (20 mM HEPES-KOH (pH7.9), 400 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM 

EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)で再懸濁し、4℃、15分間振とうした後、4℃、15000 rpm、

5分間遠心し、上清を核抽出液とした。 

 

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)と Western blot 

 細胞を PBS で洗浄後、1% aprotinin (Bayer)を含む Lysis Buffer (150 mM NaCl, 20 mM 

Tris-HCl (pH7.5), 1% NP-40)で融解させ、氷上で 15分間静置した後、4℃、15000 rpm、

10分間遠心し上清を回収した。BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)によりタンパ

ク質濃度を測定し、Lysis Buffer で濃度をそろえたサンプルを作製した。SDS Sample 

Buffer (170 mM Tris-HCl (pH8.8), 44% glycerol, 8.7% SDS, 22 mM 1,4-dithiothreitol, 

0.05% Bromophenol Blue)をサンプルの 1/2 量加えて 98℃、3分間ボイルし、8.5%もし

くは 12% polyacrylamide gel で電気泳動、分離後、セミドライ法にて Fluoro Trans W 

Membrane (Pall)に転写した。メンブレンを Blocking Buffer (5% スキムミルク (Snow 

Brand Milk Products)、もしくは 5% BSA, 50 mM Tris-HCl (pH7.4), 150 mM NaCl, 0.1% 

Tween-20)にて室温で 3時間インキュベーションした後、一次抗体を 4℃、 overnight、

二次抗体を室温で 30 分間インキュベーションした。バンドの検出には Enhanced 
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Chemiluminescence (ECL) Solution (50 mM Tris-HCl (pH8.5), 0.01% H2O2, 90 mM 

p-Coumaric acid, 50 mM Tris-HCl (pH8.5), 1.25 mM Luminol)を用い、Luminescent Image 

Analyzer / LAS-4000 (Fujifilm)を使用して行った。使用した一次抗体と二次抗体を以下

に示す。 

一次抗体 二次抗体 

抗 Bim 抗体 

(Cell Signaling) 

anti-rabbit IgG, horseradish peroxidase 

(HRP)-linked antibody 

(Cell Signaling) 

 

抗 HDAC 抗体 

(Sigma) 

抗 phospho-Smad2 (Ser465/467)抗体 

(Cell Signaling) 

抗 phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 

(Thr202/Tyr204)抗体 (Cell Signaling) 

抗 phospho-Akt (Ser473)抗体 

(Cell Signaling) 

抗 phospho-c-jun (Ser 63)抗体 

(Cell Signaling) 

抗 phospho-ATF-2 (Thy69/71)抗体 

(Cell Signaling) 

抗 Akt抗体 

(Cell Signaling) 

抗 Smad2/3 抗体 

(BD Biosciences) 

anti-mouse IgG, HRP-linked antibody 

(Cell signaling) 

抗MAP-Kinase2/Erk2 抗体 

(Millipore) 

抗-tubulin 抗体 

(Sigma) 

抗 FLAG抗体 

(M2; Sigma) 

抗 Foxc1抗体 

(Abcam) 

anti-goat IgG, HRP-linked antibody 

(Jackson ImmunoResearch) 
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Cytosolic DNA ladder assay 

 細胞を 1 x 10
6
 cells/well の細胞密度で 10 cm dish に播種した。翌日無血清培地に交

換し、TGF-3（1 ng/ml)もしくは SB431542 (10 M)を添加した。48 時間後に、浮遊し

ている細胞と付着している細胞を共に回収し、Lysis Buffer (20 mM Tris-HCl (pH7.5), 10 

mM EDTA, 0.5% Triton X-100)にて細胞を融解した。室温で 10分間静置後、4℃、15000 

rpm、5分間遠心して上清を回収し、0.2 mg/ml Proteinase K と 0.1 mg/ml RNase A を加

えて 42℃、1 時間インキュベーションした。その後 phenol-chloroform 抽出、ethanol

沈殿を行い、DNAを精製し、0.01% ethidium bromideを含む 2% agarose gel を用いて電

気泳動を行い、DNA を分離した。 

 

TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)染色 

 細胞を 1 x 10
5
 cells/well の細胞密度で 4 well chamberに播種した。翌日無血清培地に

交換し、TGF-3 (1 ng/ml)もしくは SB431542 (10 M)を添加した。48時間後に 3.7% 

formaldehydeで固定し、0.1% Triton X-100にて透過処理した。その後、In Situ Cell Death 

Detection Kit, TMR red (Roche)を用いて断片化した DNA を染色した。Sytox Green 

Nucleic Acid Stain (Invitrogen)を室温で 10 分間インキュベートして核染色を行い、

Axiovert 200M (Carl Zeiss)にて観察した。細胞は独立した 10視野で観察し、Sytox Green

陽性細胞に対して TUNEL 陽性細胞の比率を定量化した。2 グループ間の陽性細胞数

の比較検定には、Student の t-test を用い、p < 0.05である場合に有意であると判定し
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た。 

 

RNA調製 

 ISOGEN (Nippon Gene)を用いて RNAを回収し、プロトコールに従い抽出を行った。

抽出した RNAの濃度は Diethylpyrocarbonate (DEPC)処理水でそろえ、oligo(dT)20プラ

イマーを用いて PrimeScript II 1st Strand cDNA Synthesis (Takara)で cDNAを合成した。

cDNAは蒸留滅菌水にて 20倍に希釈して使用した。 

 

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

 半定量的 RT-PCR 解析は、Ex Taq polymerase (Takara)を用いて、Program Temp Control 

System (Astec)により行った。PCR の条件は 94℃、30秒、50℃、30 秒、72℃、1分に

設定し、これを 30 サイクル行った。Negative control として蒸留滅菌水を使用した。

PCR 産物を 1% agarose gel を用いて泳動し、ethidium bromideにてバンドの検出を行っ

た。使用したプライマーの配列を以下に示す。 

Gene Forward primer (5’→3’) Reverse primer (5’→3’) 

Tgfb1 CGGTGCTCGCTTTGTACAAC TTCCAACCCAGGTCCTTCCT 

Tgfb2 TTTATGCGCAAGAGGATCGA TCTGATCACCACTGGCATATGTAG 

Tgfb3 TGGCCACAATCAGCCTCTCT GCTGCTTGGCTATGTGCTCAT 

Gapdh TGCAGTGGCAAAGTGGAGATT TTGAAGTCGCAGGAGACAACCT 

 定量的 RT-PCR 解析は、FastStart Universal Sybr Green Master (Roche)を用いて、ABI 

PRISM 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)により行った。使用したプ

ライマーの配列を以下に示す。 
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Gene Forward primer (5’→3’) Reverse primer (5’→3’) 

Serpine1 CCACAAAGGTCTCATGGACCAT TGAAAGTGTTGTGCCCTCCAC 

Bcl2l11 CGACAGTCTCAGGAGGAACC CCTTCTCCATACCAGACGGA 

Foxc1 CGGCACTCTTAGAGCCAAAT TTTGAGCTGATGCTGGTGAG 

Hprt1 CTGGTTAAGCAGTACAGCCCCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 

 

RNA interference 

 3.2 x 10
5
 cells/well の細胞密度で 6 well plate に播種した JygMC(A)細胞に small 

interfering RNA (siRNA)を導入し、遺伝子発現のノックダウンを行った。トランスフェ

クションには Lipofectamine 2000 (Invitrogen; 20 l)、Bimに対する siRNA (Stealth siRNA 

/Bim (以下 siBim); Invirogen; 60 nM)、Foxc1 に対する siRNA (Stealth siRNA /Foxc1 (以下

siFoxc1); Invitrogen; 60 nM)、およびコントロールの siRNA (Stealth RNAi negative control 

medium GC duplex (以下 siNTC); Invitrogen; 60 nM)を使用した。siRNA導入後 12時間

で無血清培地に交換し、同時に SB431542 (10 M)を添加した。さらに 24時間後に RNA

を回収した。使用した siRNAの標的配列を以下に示す。 

Stealth RNAi 標的配列 

siBim CAAGGAGGGUGUUUGCAAAUGAUUA 

siFoxc1 GGAAUAGUAGCUGUCAGAUGGCUUU 
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結果 

乳癌細胞の TGF-応答性 

 まず 3 種類のマウス乳癌細胞、JygMC(A)、JygMC(B)、4T1 において TGF-に対す

る応答性を調べるために、シグナル伝達の指標であるSmad2のリン酸化をWestern blot

により検討した。全ての細胞において TGF-による Smad2のリン酸化と、TGF- I型

受容体キナーゼ阻害剤 (ALK5 阻害剤)である SB431542 によるリン酸化の減弱を認め

た (図 5A)。 

 次に、これらの細胞において、TGF-の代表的な標的遺伝子である Plasminogen 

activator inhibitor-1 (PAI-1; Serpine1)の発現量の変化を定量的 RT-PCR で調べた (図 5B)。

JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞では TGF-による PAI-1の発現上昇と、SB431542 によ

る PAI-1 の発現抑制を確認した。一方、4T1 細胞では、TGF-による PAI-1 の発現上

昇は認めなかったが、SB431542 による PAI-1の発現抑制は確認された。これは、4T1

細胞での TGF-による PAI-1の発現誘導は短時間で終息することが分かっており、今

回の条件では外因性の TGF-による PAI-1の発現誘導が認められなかったことが原因

と考えられる。さらに、半定量的 RT-PCR の結果により、JygMC(A)細胞および

JygMC(B)細胞は TGF-1、TGF-3 を、4T1 細胞はすべてのアイソフォームの TGF-

を発現していることが分かった (図 5C)。以上から、これらの乳癌細胞は外因性の

TGF-に応答し、さらに自己分泌的に TGF-を産生することで内在性に TGF-シグナ

ルを伝達していること、SB431542 は効果的に内因性の TGF-シグナルを阻害できる 
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図 5. 乳癌細胞における外因性および内因性の TGF-シグナル伝達 

JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞、4T1細胞に、無血清条件下で TGF-3 (1 ng/ml)で刺激、

もしくは SB431542 (10 M)を添加した。 

(A) 1 時間後にタンパク質を回収し、SDS-PAGE を行った。抗 phospho-Smad2 抗体お

よび、抗 Smad2/3 抗体を用いて Western blot を行った。 

(B) 24時間後に mRNA を回収し、PAI-1 (Serpine1)の発現変化を定量的 RT-PCR にて評

価した。各サンプルは duplicate で測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCR

の internal control として Hprt1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を Hprt1 の発現量で

補正した値と標準偏差をグラフ化した。 

(C) JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞、4T1細胞における TGF-1 (Tgfb1)、TGF-2 (Tgfb2)、

TGF-3 (Tgfb3)の発現を半定量的 RT-PCR により評価した。PCR の loading control とし

て Gapdhを使用した。 
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ことが分かった。なお、乳癌細胞が自己分泌している TGF-は細胞膜表面に存在する

受容体の一部に結合することで、シグナルを伝達する。細胞表面に存在する TGF-受

容体の一部はリガンドが結合しない状態で、外因性の TGF-が結合する余地があると

考えられ、そのため外因性の TGF-により Smad2のリン酸化が亢進し、Serpine1 の発

現上昇が確認できたものと考えられる。 

 

乳癌細胞の TGF-シグナルとアポトーシス 

 多くの癌細胞では TGF-によりアポトーシスが誘導されることが知られているが、

反対に一部の乳癌細胞では TGF-がアポトーシスを抑制していることも知られてい

る (31-34)。そこで、JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞、4T1細胞の TGF-シグナルの強

弱と細胞の生死との関係を調べることにした。まず、TGF-リガンドでシグナルを亢

進させた場合、もしくは SB431542 処理によりシグナルを阻害した場合に、これらの

乳癌細胞の生存に対する影響を形態学的に観察した (図 6)。その結果、無血清条件下

で TGF-刺激を行っても細胞に明らかな変化は見られないが、SB431542 によって内

因性の TGF-シグナルを阻害することにより、細胞死が誘導されることがわかった。

次に、SB431542 によって誘導される細胞死がアポトーシスであることを確認するた

めに、細胞死を誘導した各乳癌細胞を用いて TUNEL 染色を行い、断片化 DNA の染

色を行った。SB431542 を加えることにより、3種類全ての細胞で TUNEL陽性細胞が

顕著に増加することが確認された (図 7A)。さらに、これらの細胞で cytosolic DNA 
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図 6. 乳癌細胞の生存に対する TGF-シグナルの影響 

JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞、4T1細胞に、無血清条件下で TGF-3 (1 ng/ml)で刺激、

もしくは SB431542 (10 M)を添加し、48時間後の細胞の形態を顕微鏡下で観察、写

真を撮影した。Scale bar; 60 m 
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図 7. 乳癌細胞のアポトーシスに対する TGF-シグナルの影響 

(A) (左) JygMC(A)細胞に、無血清条件下で TGF-3 (1 ng/ml)で 48 時間刺激し、DNA

断片に TUNEL染色を行った。核は Sytox Greenによって対比染色した。赤は TUNEL、

青は Sytox Green を示す。Scale bar; 20 m (右) 各細胞において、Sytox Green 陽性細胞

に対する TUNEL陽性細胞の比率を定量化した。細胞は独立した 10 視野で観察し、平

均と標準偏差をグラフ化した。グラフの縦軸は、全体の細胞に対してアポトーシスを

起こしている細胞の比率を表す。*; p < 0.05, **; p < 0.01, ***; p < 0.001 

(B) (A)の各細胞の細胞質から、断片化された DNAを抽出し、電気泳動を行った。 
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ladder assayを行ったところ、無血清条件下での SB431542 による DNA ladder の形成が

増強した (図 7B)。以上の結果から、これらの乳癌細胞では、内因性の TGF-シグナ

ルを抑制すると、アポトーシスが誘導されることが確認できた。 

 

アポトーシス関連遺伝子の探索 

 次に、JygMC(A)細胞の内因性の TGF-シグナルを阻害し、アポトーシスが誘導さ

れた場合の遺伝子発現の変化を把握するために、以前に当研究室の江幡らによって行

われた JygMC(A)細胞の Microarrayのデータセットを再解析した (33)。このデータセ

ットは、未処理の細胞“cont”、24 時間 TGF-刺激をした細胞“Tb24”、抑制型 Smad で

ある Smad7遺伝子を導入することで内因性の TGF-シグナルを阻害した細胞“Smad7”、

さらに遺伝子導入時の遺伝子変化を把握するためのコントロールとして LacZ 遺伝子

を導入した細胞“LacZ”を用意し、それぞれの細胞の遺伝子発現を網羅的に解析したも

のである (図 8)。今回は、JygMC(A)細胞の内因性の TGF-シグナルを阻害することで

アポトーシス誘導性の遺伝子の発現が亢進すると考え、“Smad7”で発現が亢進してい

る候補遺伝子の抽出を試みた。最終的な候補遺伝子の数が 20 以下になるような条件

で候補遺伝子の抽出を行ったところ (表 1)、内因性の TGF-シグナルを阻害すると最

終的に 18 種の遺伝子の発現が誘導されることがわかった。さらにこの遺伝子群の中

には、アポトーシスに関連する遺伝子として BCL2-like 11 (Bcl2l11; Bim)が含まれてい

た。Bimの翻訳産物は BH3-only protein に属し、ミトコンドリア膜上の種々の抗アポ 
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図 8. TGF-シグナルにより発現変動する遺伝子の網羅的解析  

4条件の JygMC(A)細胞 (何も処理していないコントロール細胞; “cont”、TGF-3 (1 

ng/ml) 24時間刺激した細胞; “Tb24”、LacZ 遺伝子を導入した細胞; “LacZ”、Smad7遺

伝子を導入した細胞; “Smad7”)の遺伝子発現を、GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array 

(Affymetrix)を用いて評価した。“cont”と比較して“Smad7”および“Tb24”において発現

が上昇している遺伝子は赤、減少している遺伝子は緑で示す。 
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表 1. TGF-シグナルの抑制により発現変動する遺伝子の探索 

図 8で発現解析した 45102 probe setsに相当する全遺伝子から、“Smad7”において発現

が誘導され、“Tb24”において発現が抑制される遺伝子を抽出するため、以下の条件で

絞り込みを行ったところ、表に示す 18遺伝子が抽出された。 

 

ⅰ “Smad7” > 50 

ⅱ “cont” = ”LacZ” 

ⅲ “Tb24” / “cont” < 2
-0.3

 

ⅳ “Smad7” / “LacZ” > 2
0.7
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トーシス作用を有するタンパク質の機能を阻害することで、細胞のアポトーシスを亢

進することが知られている (図 9) (34-36)。なお、近年の研究結果により、Bim遺伝子

の欠損やエピジェネティックサイレンシングがバーキットリンパ腫の発生に関与す

ることが分かってきており、また悪性黒色腫や腎細胞癌でも Bim の発現欠失が確認さ

れている (37,38)。さらに、Bim 発現の減弱している腎細胞癌の症例においては、転

移が亢進していることが分かっている (39)。 

 

乳癌細胞での TGF-による Bimの発現制御 

 SB431542 は TGF- I 型受容体以外のキナーゼ活性も機能も阻害しうることから 

(40)、Bim 発現調節における他の因子の関与を排除する為に、TGF- I型受容体の他の

キナーゼ阻害剤を用いることで、キナーゼ活性の特異性を検討した。A-44-03、

LY364947を用いた場合でも、SB431542 と同様に Bim の発現上昇を確認できたことか

ら (図 10A)、SB431542 のアポトーシス促進効果は TGF-シグナルを阻害したことに

よるものであると考えられた。 

 次に JygMC(A)細胞において TGF-シグナルの阻害が Bimの発現に影響を及ぼすこ

とが確認されたが、JygMC(B)細胞、4T1細胞でも同様の発現調節機構が存在するか否

かを調べるために、定量的 RT-PCR により Bim の発現を調べた (図 10B)。JygMC(B)

細胞では JygMC(A)細胞と同様に SB431542 による Bim の発現上昇が確認されたが、

4T1細胞においては、内在性の Bim 発現が前述の細胞と比較すると低く、TGF-シグ

ナルと Bim 発現との関連性は乏しいと思われた。同様に、Western blot にて JygMC(A) 
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図 9. Bcl-2ファミリータンパクの構造と機能 

Bcl-2ファミリータンパクは、特徴的なアミノ酸配列からなる BH ドメイン（BH1、

BH2、BH3、BH4）をもつタンパクであり、ミトコンドリア外膜の膜透過性を制御す

ることで細胞のアポトーシス誘導を制御する。 

Bcl-2ファミリータンパクは Bcl-2サブファミリー（Bcl-2や Bcl-XLなど、アポトーシ

ス抑制的に作用）、Bax サブファミリー（Bax と Bak を含む、アポトーシス促進的に

作用）、BH3-only protein の 3種に分類される。このうち BH3-only protein は BH3ドメ

インのみを有するグループであり、Bcl-2サブファミリーと結合してその機能を負に

制御、もしくは Bax サブファミリーと結合してその機能を正に制御することで、アポ

トーシスを促進する。 

Bim は Puma、Noxa、Bid などと同様に BH3-only protein に属し、分子量の大きいもの

から BimEL, BimL, BimS の 3つのアイソフォームが存在する。 
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図 10. TGF-シグナルによる乳癌細胞の Bimの発現調節 

(A) JygMC(A)細胞を無血清条件下で TGF-3 (1 ng/ml)刺激、もしくは SB431542 (10 

M)、A-44-03 (1 M)、LY364947 (1 M)を添加した。24時間後に mRNAを回収し、

Bim (Bcl2l11)の発現を定量的 RT-PCR により評価した。各サンプルは duplicateで測定

し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCRの internal control には Hprt1 を使用し、

目的の遺伝子の発現量を Hprt1 の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 

(B) JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞、4T1細胞を無血清条件下で TGF-3 (1 ng/ml)刺激、

もしくは SB431542 (10 M)を添加した。24 時間後に mRNA を回収し、Bim (Bcl2l1)

の発現を定量的 RT-PCR により評価した。各サンプルは duplicateで測定し、その平均

を遺伝子発現の値とした。PCR の internal control には Hprt1 を使用し、目的の遺伝子

の発現量を Hprt1 の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 

(C) 24時間後にタンパク質を回収し、SDS-PAGEを行い、抗 Bim 抗体にて Western blot

を行った。Loading control として抗-tubulin 抗体を用いた。 
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細胞、JygMC(B)細胞、4T1 細胞の Bim タンパクの発現を調べた (図 10C)。mRNA で

の変化と同様に、JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞では SB431542 による Bim タンパク

の発現上昇が確認された。また、4T1細胞ではタンパク質レベルでも TGF-シグナル

との関連性は認められなかった。以上のことから、4T1細胞では TGF-による Bim の

発現制御機構は存在していないが、少なくとも JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞では内

因性の TGF-によって Bim の発現が抑制されることが確認された。 

 

乳癌細胞のアポトーシスにおける Bimの機能 

 乳癌細胞が実際にアポトーシスを起こす際に Bim が中心的な機能を担っているか

を調べるために、JygMC(A)細胞の Bim 発現を siRNAによりノックダウンさせ、アポ

トーシス誘導性に対する影響を調べた。siRNAを導入していない細胞、および negative 

control (siNTC)を導入した細胞では、SB431542 の添加 24時間後には Bim の発現が誘

導されているのに対し、Bim を標的とした siRNA (siBim)を導入した細胞ではその発現

誘導が顕著に抑制されていることが分かった (図 11A)。そこで次に、Bim の発現がノ

ックダウンされた細胞のアポトーシスに対する影響をみるために、SB431542 添加後

48 時間まで細胞の培養を継続し、TUNEL 染色を行った (図 11B)。SB431542 によっ

て、siRNA未導入群やコントロール群ではいずれもアポトーシスが誘導されているの

に対し、Bim の発現を抑制したものではアポトーシスの誘導が抑えられていた。従っ

て、JygMC(A)細胞で SB431542 により誘導されるアポトーシスには、Bim の発現誘導 
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図 11. Bimノックダウンのアポトーシスに対する効果 

(A) JygMC(A)細胞に siNTC もしくは siBim をトランスフェクションした。12時間後に

無血清培地に交換し、SB431542 (10 M)を添加した。さらに 24時間後に mRNAを回

収し、Bim (Bcl2l11)の発現を定量的 RT-PCR により評価した。各サンプルは duplicate

で測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCR の internal control には Hprt1 を使

用し、目的の遺伝子の発現量を Hprt1 の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化し

た。 

(B) (A)でノックダウンを行った JygMC(A)細胞に対し TUNEL 染色を行った。赤は

TUNEL、青は Sytox Green を示す。また、Sytox Green陽性細胞に対する TUNEL陽性

細胞の比率を定量化した。細胞は独立した 10 視野で観察し、平均と標準偏差をグラ

フ化した。Scale bar; 20 m, n.s.; not significant, ***; p < 0.001 
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が必要であることが示唆された。 

 

Bim発現調節経路の探索 

 TGF-による遺伝子の発現調節には Smad pathwayと non-Smad pathwayがあるが、

Bim の発現調節には PI3K/Akt、Erk、p38、JNK などの non-Smad pathway が関与して

いることが報告されている (41-44)。従って、乳癌細胞において、TGF-の下流で

non-Smad pathwayが関与している可能性について検討した。今回はこれらのシグナル

に対する阻害剤として、Erkの上流のMitogen-activated protein kinase kinase (MEK)を阻

害する U0126、p38の活性を直接阻害する SB203580、JNKの下流の c-jun の活性を直

接阻害する SP600125、Akt の上流の PI3K を阻害する LY294002 を使用し、それぞれ

Erk1/2、ATF2、c-jun、Aktのリン酸化を調べた (図 12A)。その結果、JygMC(A)細胞に

おいては、TGF-の下流で p38と JNKシグナルはほとんど伝達していないことがわか

り、PI3K/Aktシグナルも伝達されているが、TGF-依存的ではないことが確認された。

一方で、Erk シグナルに関しては、SB431542 によって活性が減弱していることから、

JygMC(A)細胞においては、TGF-の下流で Erk シグナルが伝達していることが示唆さ

れた。しかしながら、JygMC(A)細胞でのU0126によるBimの発現変化を定量的RT-PCR

により検討したが、U0126 による Bim の発現上昇は SB431542 ほど明らかではなかっ

た (図 12B)。このことから、Erkを含めた non-Smad pathwayが Bim の発現調節に関与

している可能性は低く、TGF-による Bim の発現制御には Smad pathwayを介した経 
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図 12. Bim発現制御における non-Smad pathway の関与の可能性 

(A) JygMC(A)細胞をTGF-3 (1 ng/ml)刺激、もしくは SB431542 (10 M)、U0126 (10 M)、

SB203580 (10 M)、SP600125 (10 M)、LY294002 (10 M)添加後 1 時間のタンパク質

を回収した。回収したタンパク質に SDS-PAGEを行い、Smad2、Erk1/2、ATF-2、c-jun、

Akt に対するリン酸化抗体と、抗 Smad2/3 抗体、抗 Erk2 抗体、抗 Akt 抗体を用いて

Western blot を行った。c-jun、ATF-2に対しては、loading control として抗-tubulin 抗

体を用いた。 

(B) JygMC(A)細胞を TGF-3 (1 ng/ml)刺激、もしくは SB431542 (10 M)、U0126 (10 M)

添加後 24時間後の mRNAを回収し、PAI-1 (Serpine1)および Bim (Bcl2l11)の発現を定

量的 RT-PCR により評価した。各サンプルは duplicateで測定し、その平均を遺伝子発

現の値とした。PCRの internal control には Hprt1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を

Hprt1 の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 
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路が関係していることが示唆された。 

 

Bim発現を調節する転写因子の探索 

 TGF-刺激後 0、2、8、24時間の Bim の発現を定量的 RT-PCR により評価したとこ

ろ、刺激後 2 時間では未だ発現が抑制されていないのに対し、刺激後 24 時間では発

現が抑制されていた (図 13A)。このことから、TGF-による Bim の発現調節は間接的

であると仮定し、cycloheximide を用いて新規タンパク質の合成を阻害した後、Bim の

発現変動を定量的 RT-PCR により評価した (図 13B)。Cycloheximide で処理した

JygMC(A)細胞では、TGF-刺激したものと同程度まで Bim の発現が減少している一

方で、cycloheximide と TGF-を同時に作用させたサンプルでは Bim の更なる発現減

少は確認できなかった。このことから、TGF-シグナルによる Bimの発現制御は、既

存のタンパク質を介した間接的なものであると推測され、以降は Bim の発現調節を担

っている転写因子の探索を試みることとした。 

 そこで、前述のMicroarrayのデータセット (33)を再び解析し、TGF-によって刺激

後 2時間程度の早期から発現が抑制され、なおかつ Bim の発現調節を担う候補遺伝子

を探索した (表 2)。今回は TGF-刺激後 2時間“Tb2”、ならびに刺激後 24時間“Tb24”

の遺伝子発現のデータセットを解析に用いた。最終的な候補遺伝子の数が 20 以下に

なるように表 2 のような解析条件を設定し、絞り込みを行ったところ、最終的に 17

種の遺伝子が抽出された。得られた遺伝子群の中には、DNAに結合し、転写因子と 
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図 13. TGF-による間接的な Bim発現調節 

(A) JygMC(A)細胞を無血清条件下で TGF-3 (1 ng/ml)刺激後 0、2、8、24時間の mRNA

を回収し、Bim (Bcl2l11)発現の経時的変化を定量的 RT-PCR により評価した。各サン

プルは duplicateで測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCRの internal control

には Hprt1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を Hprt1 の発現量で補正した値と標準偏

差をグラフ化した。 

(B) JygMC(A)細胞に無血清条件下で cycloheximide (CHX; 2 mg/ml)を添加し、2時間後

に TGF-3 (1 ng/ml)で刺激後 24 時間の mRNA を回収、Bim (Bcl2l11)発現を定量的

RT-PCR により評価した。各サンプルは duplicate で測定し、その平均を遺伝子発現の

値とした。PCR の internal control には Hprt1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を Hprt1

の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 
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表 2. TGF-刺激により早期に発現が誘導される遺伝子の探索 

3条件の JygMC(A)細胞 (何も処理していない細胞; “cont”、TGF-3 (1 ng/ml) 2 時間刺

激した細胞; “Tb2”、TGF-3 (1 ng/ml) 24 時間刺激した細胞; “Tb24”)の遺伝子発現を、

GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix)を用いて調べた。発現解析した

45102 probe sets に相当する全遺伝子から、“Tb2”かつ“Tb24”において発現が抑制され

ている遺伝子を抽出するため、以下の条件で絞り込みを行ったところ、表に示す 17

遺伝子が抽出された。 

 

ⅰ “cont” > 50 

ⅱ “Tb2” / “cont” < 2-0.3 

ⅲ “Tb24” / “cont” < 2-0.3 
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して機能することが知られているものとして、Forkhead box C1 (Foxc1)が存在した。

Foxc1 は Fox ファミリーに属する転写因子であり、これまでに眼の発生に重要な因子

であることが示されているが、癌細胞におけるアポトーシスに関する機能は報告され

ていない (45)。TGF-の下流で、Bim の発現制御に関わる転写因子の候補として Foxc1

が機能しうるか調べるため、まず JygMC(A)細胞を用いて、経時的な Foxc1 の発現量

の変化を定量的 RT-PCR により評価した (図 14)。TGF-による Bimの発現減少は刺激

後 24時間で初めて顕在化するのに対し、Foxc1は TGF-刺激後 2時間ですでに発現減

少が認められており、Foxc1の発現抑制が Bim の発現抑制に先行していることが判明

した。さらに、JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞、4T1 細胞において TGF-、もしくは

SB431542 が Foxc1 の発現に影響を及ぼすか否かについて定量的 RT-PCR を用いて検

討した (図 15A)。JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞では、TGF-刺激によって Foxc1 の

発現が抑制され、一方で SB431542 によって Foxc1 の発現上昇が起こることが確認さ

れた。しかし、4T1 細胞では、TGF-シグナルと Foxc1 発現との関係性は見出せなか

った。同様に、タンパク質レベルでの発現変化を確認したところ、mRNA と同様

JygMC(A)細胞では SB431542 による発現上昇が確認されたが、4T1 細胞ではタンパク

質レベルでも TGF-との関連性は認められなかった (図 15B)。 
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図 14. TGF- による Bim、Foxc1の発現調節の経時的変化 

図12Aのサンプルを使用し、Bim (Bcl2l11)、Foxc1の発現の経時的変化を定量的RT-PCR

により評価した。各サンプルは duplicateで測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。

PCR の internal controlとして Hprt1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を Hprt1 の発現

量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 
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図 15. TGF-シグナルによる乳癌細胞の Foxc1の発現調節 

JygMC(A)細胞、JygMC(B)細胞、4T1細胞を無血清条件下で TGF-3 (1 ng/ml)刺激、も

しくは SB431542 (10 M)添加後 24時間の mRNA (A)、およびタンパク質 (B)を回収し

た。 

(A) Foxc1の発現を定量的 RT-PCRにより評価した。各サンプルは duplicateで測定し、

その平均を遺伝子発現の値とした。PCR の internal control には Hprt1 を使用し、目的

の遺伝子の発現量を Hprt1 の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 

(B) 核抽出により回収したタンパク質に SDS-PAGEを行い、抗 Foxc1抗体にてWestern 

blot を行った。核分画の loading control として抗 HDAC1 抗体を用いた。 
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Foxc1による Bim発現調節の可能性 

 次に、Foxc1 が Bim の発現調節に関わっているか否かを調べるために、JygMC(A)

細胞を使用して、siRNA を用いた Foxc1 のノックダウンを行った。JygMC(A)細胞に

siFoxc1 を導入した後、SB431542 を含む無血清培地に交換し、Foxc1 の発現量を定量

的 RT-PCR により評価した (図 16A)。siRNA未導入の細胞および negative control を導

入した細胞では Foxc1 の発現に変化は見られないのに対し、siFoxc1 を導入した細胞

では Foxc1 の発現の抑制が認められ、十分なノックダウン効果であると考えた。この

条件において、Bim 発現を調べたところ、siFoxc1 を導入した細胞では Bim の発現が

抑制されていることから、Foxc1 は Bim の発現調節に必要であることが考えられた。

さらに、siFoxc1 導入細胞では、無血清条件下での SB431542 によるアポトーシス誘導

が抑制されていることから、JygMC(A)細胞において Foxc1 がアポトーシスに関与す

ることが分かった (図 16B)。以上より、JygMC(A)細胞には TGF--Foxc1-Bim pathway

が存在し、TGF-がアポトーシス誘導因子である Foxc1 と Bim の発現を負に制御する

ことで、細胞の生存を促進していることが示唆された (図 17)。 
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図 16. Foxc1による Bimの発現調節およびアポトーシスへの関与 

(A) JygMC(A)細胞に siNTC、もしくは siFoxc1 をトランスフェクションした。12時間

後に無血清培地に交換し、SB431542 (10 M)を添加した後、さらに 24時間後に mRNA

を回収した。Bim (Bcl2l11)および Foxc1 の発現を定量的 RT-PCR により評価した。各

サンプルは duplicate で測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCR の internal 

control には Hprt1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を Hprt1 の発現量で補正した値と

標準偏差をグラフ化した。 

(B) (A)でノックダウンを行った JygMC(A)細胞に対し TUNEL 染色を行った。赤は

TUNEL、青は Sytox Green を示す。また、Sytox Green陽性細胞に対する TUNEL陽性

細胞の比率を定量化した。細胞は独立した 10 視野で観察し、平均と標準偏差をグラ

フ化した。Scale bar; 20 m, n.s.; not significant, ***; p < 0.001 
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図 17. TGF--Foxc1-Bimを介した乳癌細胞のアポトーシス回避 

乳癌細胞は TGF-を自己分泌し、Foxc1 の発現を抑制する。Foxc1 はアポトーシス実

行因子である Bim の発現を正に制御するため、細胞の生存が促進する。TGF-シグナ

ルの阻害剤である SB431542 を添加すると下流のシグナルが阻害され、赤矢印のよう

な発現変動を示し、アポトーシスが誘導される。 
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考察 

 癌細胞のアポトーシス回避は転移において重要なステップであり、そのメカニズム

を解明することは治療において非常に重要であるが、未解明な部分が多い。本研究で

は乳癌細胞の内因性の TGF-シグナルが抗アポトーシス作用を有すること、そしてそ

の分子メカニズムとしてTGF-の下流でFoxc1を介したBimの発現制御が関与してい

ることが示唆された。 

 

乳癌細胞における内因性 TGF-シグナルの機能 

 TGF-は正常上皮細胞や初期の癌細胞に対してアポトーシスを誘導することで、腫

瘍抑制因子として機能する。一方、進行期の癌細胞に対しては反対に抗アポトーシス

効果を示し、腫瘍促進因子として機能することが分かっている  (12)。このような

TGF-の作用の違いは何に起因しているのか、についてはこれまで未解明であったが、

その違いは癌細胞の悪性度に応じるのではないかということが考えられた。TGF-が

癌の進展抑制因子として機能する初期の癌細胞では TGF-を産生しておらず、外因的

に TGF-が作用してはじめて細胞増殖抑制ならびにアポトーシス誘導を起こす。一方

で、進行期の癌細胞においては、TGF-による細胞増殖抑制がかからず、アポトーシ

ス誘導もされない。高転移株として樹立されている JygMC(A)細胞のような進行癌で

は、悪性化の過程で TGF-の自己分泌能を獲得し、アポトーシスを回避する為に合目

的な形質を獲得したと考えることができる。近年、TGF-に対する中和抗体や低分子
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化合物の開発が進み、ある種の癌細胞の転移を抑制する効果が報告されている 

(46-49)。さらに当研究室でも、TGF-シグナルを負に制御する Smad7 や c-Ski の過剰

発現により、JygMC(A)細胞の肺肝転移が抑制すると報告しているが、この時、癌細

胞の浸潤能に影響する多くの因子の発現減少が確認されている (21)。TGF-シグナル

阻害による転移抑制では、EMT が重要なメカニズムとして考えられるが、それに加

えて、本研究においては、TGF-シグナル阻害がアポトーシスを誘導することが分か

った。 

 

乳癌細胞での TGF-による Bim発現調節 

 Bim はアポトーシス関連遺伝子群である Bcl-2 ファミリーに属し、分子量の大きい

順に BimEL、BimL、BimS と 3つのアイソフォームを有する。また、抗アポトーシス

作用をもつ Bcl-2や Bcl-XLに結合することでその機能を阻害し、細胞にアポトーシス

誘導を導く因子である (34-36)。このことは、Bcl2l11 (Bim をコード)ノックアウトマ

ウスを用いた研究からも証明されている。Bcl2l11(-/-)マウスは、多くが胎生致死であ

り、わずかながら生まれた場合でも、免疫系細胞の蓄積により、1 年以内に全身性エ

リテマトーデス (Systemic lupus erythematosus; SLE)を発症し死亡する (50)。さらに、

Bim は様々な癌細胞のアノイキスの誘導に関わっており、Bim を介したアポトーシス

をいかに回避するかが、癌細胞の転移の成立に重要であると考えられている (51)。

Bim が活性化される要素として、細胞内への Caイオンの流入や、抗癌剤である Taxol
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の添加などが知られている (52)。さらに、Hepatocyte growth factor (HGF)の枯渇によ

って Bim が発現誘導されることや、Epidermal growth factor (EGF)シグナルにより Bim

が翻訳後修飾を受けることなども報告されている (53)。本研究では TGF-シグナルの

阻害による Bim の発現誘導を見出しており、アポトーシスにおける TGF-シグナルの

新たな機能を発見することができたと考えている。 

 

癌細胞における Foxc1 のアポトーシスに関する機能 

 転写因子である Dec1 は TGF-下流の標的遺伝子であり、乳癌細胞の生存を促進す

ることが分かっている (33)。当初は TGF-による Dec1の発現誘導が Bim の発現制御

に重要であると考えたが、Dec1 の過剰発現系による Bim の発現抑制を確認すること

はできなかった(data not shown)。更には、Foxc1 を過剰発現しても、Dec1の発現に変

動は見られなかったため、TGF--Dec1 pathwayと TGF--Foxc1-Bim pathwayは独立し

て乳癌細胞の生存に寄与していることが考えられた。 

 Microarrayによって抽出された Foxc1 は Fox ファミリーに属している転写因子であ

り、110アミノ酸からなる DNA結合配列である Forkhead domain (FHD)を有している 

(54)。発生期に重要な因子として報告されており、Foxc1 ノックアウトマウスは、眼

瞼や頭蓋骨の欠失、角膜の形成不全、水頭症などにより胎生致死、もしくは出生直後

に死亡する (45,55,56)。さらに、Foxc1 は TGF-の下流で眼の発達に重要な機能を担

っており、角膜上皮細胞の生存を促進する作用をもつことが報告されている (57)。こ
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れまで、Foxc1 の機能は発生過程における言及にとどまっていたが、近年、癌進展に

おける機能も報告され始めている。Zhou らは、子宮内膜癌および卵巣癌で TGF-に

よって Foxc1 の発現が正に制御され、細胞増殖抑制を誘導すると報告している (58)。

また、Foxc1 プロモーターのメチル化は乳癌の治療に対するバイオマーカーとして有

用であることが分かっている (59,60)。遺伝子発現解析から Basal like に分類される乳

癌細胞では、Foxc1 の発現が予後不良因子として重要であり、細胞の運動能、浸潤能

を上昇させると報告されている (61)。これらは本研究で述べた Foxc1 の機能とは逆の

機能を報告しているが、この違いは、細胞の種類や実験条件の差異によるものである

と考えられる。Foxc1 は様々な因子と転写複合体を形成し、それにより異なる標的遺

伝子の発現を制御することから、状況依存的に異なる応答を示すと考えられる。 
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2) 膵癌幹細胞の維持における TGF-の役割 

要旨 

 膵癌細胞中には一定の割合で ALDH1 活性の高い細胞が存在する。これらの細胞は

腫瘍形成能が高く、膵癌幹細胞を濃縮している画分である。また膵癌細胞では Smad4

が TGF-依存的に ALDH1A1ゲノムに結合し、ALDH1 の発現と活性を負に制御するこ

とで、癌幹細胞活性を抑制している。膵癌細胞では SMAD4 遺伝子が変異や欠失する

ことで、この抑制機構が破綻し、腫瘍が進展する可能性が示唆された。 
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序論 

癌幹細胞 

 癌組織は形質の異なる不均一な細胞集団から構成されている。従来、その不均一性

は異なった遺伝子変異をもついくつかのクローンが存在することに起因していると

考えられてきた。ところが 1994年に Dickらが、マウスに移植して白血病を発症させ

ることができるのは、白血病細胞の一部の分画にすぎないこと見出してから、癌の多

様性を説明するモデルとして癌幹細胞理論が提唱されるようになった (62)。このモデ

ルでは腫瘍組織内の階層性が重視され、癌幹細胞(Cancer stem cell; CSC)もしくは癌始

原細胞 (Cancer-initiating cell; CIC)のような「腫瘍内に存在し、自己を複製する能力と

腫瘍組織を構成するさまざまな系統の癌細胞を生み出す能力を併せ持つ細胞」と定義

される細胞群の存在が重要であると想定されている (63)。つまり、癌幹細胞は自己複

製によって未分化な癌幹細胞分画を増加させるだけでなく、非癌幹細胞も供給する。

これにより、腫瘍組織中には高い腫瘍形成能をもつ癌細胞ともたない癌細胞が存在し、

この階層性に基づいて癌細胞の多様性・不均一性が生じる (図 18) (64)。この事実は、

癌細胞集団に抗癌剤を作用させても一様な治療効果が得られず、一部に治療抵抗性の

癌細胞が残存することで、腫瘍の再発・転移の原因となるという臨床的事実を説明し

うるものであり、治療戦略を考えるうえで非常に重要である。近年では、乳癌、脳腫

瘍、大腸癌、膵癌、悪性黒色腫、前立腺癌、頭頚部癌、肝癌などの固形腫瘍でも癌幹

細胞の存在が報告され、近年はその性状解明が研究対象として注目されている  
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図 18. 癌幹細胞モデル 

癌幹細胞 (Cancer stem cell; CSC)もしくは癌始原細胞 (Cancer-initiating cell; CIC)は腫

瘍全体の数%のみに存在する高い造腫瘍性 (Tumorigenicity)をもった細胞集団である。

また、癌幹細胞は腫瘍形成に必要な自己複製能  (Self-renewal)と多分化能 

(Differentiation)を有し、この 2 つの生物学的特性により自らを残しつつ、非癌幹細胞 

(Non cancer-initiating cell)を生み出し腫瘍の不均一性を形成する。 

  



51 

(65-73)。この癌幹細胞を濃縮するマーカーとしては、現在までに CD133 (prominin 1)、

CD44、CD24、Epithelial cell adhesion molecule (EPCAM)、Aldehyde dehydrogenase 

(ALDH)1などが同定されている。また、薬剤耐性に関わる ATP-binding cassette (ABC) 

transporterである ABC sub-family G member 2 (ABCG2)の発現が高く、Hoechst 33342

色素の排出能をもつ Side Population (SP)細胞も癌幹細胞が濃縮されていることが報告

されている (74,75)。 

 

ALDH1 

 ALDH は細胞内の acetaldehyde を acetic acid へと分解する酵素であり、これまでに

17 種以上のメンバーが ALDH ファミリーに属する遺伝子として報告されている。

ALDH1 ファミリーには ALDH1A1、ALDH1A2、ALDH1A3 の 3 種類のアイソフォー

ムが属しており、このうち幹細胞活性を有するものとして ALDH1A1、ALDH1A3 が

報告されている (76)。ALDH1 は retinal を主な基質とし、細胞増殖や分化に関わる

retinoic acid を産生し、cyclophosphamide に対する抵抗性に重要な役割を担っている 

(77)。 

 1995年に JonesらがALDH1の酵素活性をFlow cytometryで検出する方法を確立し、

造血系幹細胞が ALDH1 酵素活性の高い細胞集団であることを示した (78)。その後、

造血幹細胞や神経幹細胞、神経前駆細胞で ALDH1 酵素活性の高い細胞集団が同定さ

れ、さらに多発性骨髄腫や急性骨髄性白血病の造腫瘍活性の高い細胞群は ALDH1 活
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性が高いことが報告された (79-82)。また、ALDH1 によって酸化された retinoic acid

が核内へ移行し、幹細胞の分化に関与することも分かっている (83)。ヒトの正常乳腺

上皮細胞や乳癌細胞においても ALDH1 活性の高い細胞集団は高い腫瘍形成能を有す

ることが示された (84)。さらには、肺癌、大腸癌、肝臓癌、胃癌、膵癌などにおいて

癌幹細胞集団が高い ALDH1活性を有することが報告されている (85-88)。ヒト乳癌症

例においては高い ALDH1 発現が予後不良や全生存期間の短縮、放射線化学療法に対

する高い抵抗性に関連することが知られている (89)。 

 

膵癌発症過程における TGF-シグナル 

 膵癌は解剖学的に早期発見や治療が困難な難治癌であり、5 年生存率は約 5%と極

めて低い。根治的切除をおこなった場合でも 1年ほどで再発することが多く、非常に

死亡率の高い癌である (90,91)。多くの癌では、正常組織より de novo に癌が発生する

とは限らず、良性腫瘍、前癌病変を経て段階的に癌化することが知られており、膵癌

においても膵管上皮から前癌病変を経て段階的に癌化すると考えられている (図 19) 

(91)。膵管内異型上皮と上皮内癌は膵上皮内腫瘍性病変  (Pancreatic intraepithelial 

neoplasia; PanIN)とよばれ、この PanIN が通常型膵癌の前駆病変と考えられている。

PanINの gradeは PanIN-1A、PanIN-1B、PanIN-2、PanIN-3とあり、初期の前癌病変で

ある PanIN-1A から段階的に遺伝子に変異が入ることで PanIN-3、癌化へとつながる。

この過程の初期には癌遺伝子 KRASの活性化がおこり、次いで癌抑制遺伝子とされる 
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図 19. 膵臓の多段階発癌 

膵臓における多段階発癌の初期では KRAS 遺伝子に変異が起こり、Pancreatic 

intraepithelial neoplasia (PanIN)が発症するとされるが、その変異体は膵癌症例の約 90%

において認められる。また、多段階発癌の中期過程でおこる INK4A 遺伝子、TP53 遺

伝子の変異は約 50～70%の膵癌症例で、後期過程でおこる SMAD4 遺伝子、BRCA2遺

伝子の変異は約 50%の膵癌症例で認められる。 
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INK4A 遺伝子 (p16
Ink4a をコード)の欠失または異常メチル化が関与し、最終的な癌化

の過程では TP53遺伝子 (p53をコード)、SMAD4遺伝子の機能喪失が関与する (92,93)。

他臓器癌と比較して膵癌では SMAD4の変異が高頻度であることや、SMAD4遺伝子の

異常、あるいは Smad4 タンパク発現の低下のある膵癌患者では有意な遠隔転移、全生

存期間の短縮が示されたことから、Smad4を介した TGF-シグナル伝達の破綻が膵癌

の悪性化と強く関わっていることが示唆される (94)。 
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材料と方法 

細胞培養 

 ヒト膵癌細胞 Panc-1、SUIT-2は 10% FBS と 50 U/ml penicillin、50 g/ml streptomycin

を含む DMEM 培地で 37℃、5% CO2インキュベーターを使用し培養した。ヒト膵癌

細胞BxPC-3は 10% FBSと 50 U/ml penicillin、50 g/ml streptomycinを含むRoswell Park 

Memorial Institute (RPMI)-1640培地 (Gibco)で 37℃、5% CO2インキュベーターを使用

し培養した。ヒト胎児腎細胞 293FT (Invitrogen)は 0.1 mM minimal essential medium 

(MEM) non-essential amino acid (Gibco)、1 mM sodium pyruvate (Gibco)、10% FBS およ

び 50 U/ml penicillin、50 g/ml streptomycin を含む DMEM培地で 37℃、5% CO2イン

キュベーターを使用し培養した。 

 

増殖因子 

 TGF-3とBone morphogenetic protein (BMP)-4は 0.1% BSAを含む 4 mM HClにて溶

解し、使用した。 

 

SDS-PAGE と Western blot 

 膵癌細胞からのタンパク質抽出、SDS-PAGE、Western blot は前述のとおり行った。

一次抗体と二次抗体には前述のもの以外に以下を使用した。 
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一次抗体 二次抗体 

抗 ALDH1 抗体 

(BD Biosciences) 
anti-mouse IgG, HRP-linked antibody 

抗 Smad4抗体 

(Santa Cruz) 

抗 phospho-Rb (Ser807/811)抗体 

(Cell Signaling) 
anti-rabbit IgG, HRP-linked antibody 

抗 PARP 抗体 

(Cell Signaling) 

 

定量的 RT-PCR 

 膵癌細胞からの RNA 調整および定量的 RT-PCR は前述のように行った。使用した

プライマーを以下に示す。 

Gene Forward Primer (5’→3’) Reverse Primer (3’→5’) 

ALDH1A1 ACCCCAGGAGTCACTCAAGG ACTGTGGGCTGGACAAAGTAG 

ALDH1A3 TCTCGACAAAGCCCTGAAGT TATTCGGCCAAAGCGTATTC 

CDKN1A AGTGGACAGCGAGCAGCTGA CGAAGTTCCATCGCTCACGG 

CDKN1B CGGTGGACCACGAAGAGTTAA GGCTCGCCTCTTCCATGTC 

CDKN2B CCGCCCACAACGACTTTATT CAGCCTTCATCGAATTAGGTG 

CDC25A GCCTGTCACCAACCTGAC CCAGGAGAATCTAGACAGAAACC 

MYC CCACACATCAGCACAACTACGC CGGTTGTTGCTGATCTGTCTCA 

CCNE1 GCACTTTCTTGAGCAACACCCT GTGTCGCCATATACCGGTCAAA 

SMAD4 AAAACGGCCATCTTCAGCAC AGGCCAGTAATGTCCGGGA 

NANOG ATTCAGGACAGCCCTGATTCTTC TTTTTGCGACACTCTTCTCTGC 

POU5F1 GTGGAGAGCAACTCCGATG TGCTCCAGCTTCTCCTTCTC 

SOX2 CGAGTGGAAACTTTTGTCGGA TGTGCAGCGCTCGCAG 

PROM1 TGGATGCAGAACTTGACAACGT ATACCTGCTACGACAGTCGTGGT 

CXCR4 CCTGCCCTCCTGCTGACTATT TCATCTGCCTCACTGACGTTG 

EPCAM CGGCGACGGCGACTTTTG GAGCCATTCATTTCTGCCTTCATC 

CD44 
TCAGAGGAGTCGGAGAGAGGAA

AC 

GAAAAGTCAAAGTAACAATAACG

TGG 

CD24 TGTTCTCTTGGGAACTGAACTC ACCTAAAAGGTCAAATGCAATG 

HPRT1 TTTGCTTTCCTTGGTCAGGC GCTTGCGACCTTGACCATCT 
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RNA interference 

 膵癌細胞における SMAD4 遺伝子発現のノックダウンは、前述と同様に Stealth 

siRNA/SMAD4 (siSMAD4; Invirogen; 60 nM)を用いて行った。使用した標的配列は

UUACAUUCCAACUGCACACCUUUGC とした。 

 

Aldefluor Assay を用いた ALDH1
hi細胞の単離 

 ALDH1 酵素活性の高い細胞と低い細胞を単離するため、Aldefluor Assay Kit (Stem 

Cell Technology)を用いた (54)。反応はプロトコールに従って行った。細胞を ALDH

の基質であるBodipy-aminoacetaldehyde (BAAA, 5 g/1 ml)を含むAldefluor Assay Buffer

に 1 x 10
6
 cells/ml の濃度で懸濁し、37℃で 45 分間インキュベートした。Fluorescent 

activated cell sorting (FACS)解析と細胞のソーティングは EPICS XL flow cytometer 

(Bechman Coulter)及び MoFlo Astrios cell sorter (Bechman Coulter)によって行った。細胞

はまず、前方錯乱光 (Forward Scattered Light; FSC)と側方錯乱光 (Side Scattered Light; 

SSC)により単一の生細胞を gatingした。BAAA は、細胞内の ALDH1 によって緑色蛍

光を放出する Bodipy-aminoacetate (BAA)に酸化されるため、ALDH1
hi細胞は 520～540 

nm のフィルター下で強い緑色蛍光を放つ細胞集団として検出された。Negative control

として ALDH1 酵素活性阻害剤である diethylaminobenzaldehyde (DEAB; Stem Cell 

Technology; 50 M) (95)を反応液中に加えた細胞を使用し、緑色蛍光の消失の有無をも
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とに、ALDH1
hi細胞と ALDH1

-細胞を設定した。グラフの作成は FlowJo software (Tomy 

Digital Biology)を用いて行った。 

 

細胞増殖試験 

 細胞を 1 x 10
4
 cells/well の密度で 12 well plate に播種し、1、3日後に細胞数を測定

した。細胞は trypan blue で染色後、血球計算盤を用いて生細胞のみを測定し、独立し

た 3 well の細胞数で定量化した。 

 

Colony formation assay 

 0.5% 寒天培地を 6 well plateに分注し、下層ゲルとした。下層ゲルがゲル化した後、

0.3%寒天培地中に細胞を 1 x 10
4
 cells/wellの密度で懸濁し、下層ゲルの上に播種した。

寒天培地中の細胞懸濁液をゲル化させた後、37℃、5% CO2 インキュベーター内で 2

週間培養した。独立した 2視野から計 10個以上のコロニーの直径を Cellsens Standard 

(Olympus)を用いて計測した。 

 

Luciferase assay 

 pGL4.10 luc2 (Promega)で Thymidine kinase (TK) promoter で renilla luciferase (Rluc)を

発現する construct、および pGL4.10 luc2 で、Human ALDH1A1 の転写開始点上流 

(-25060～-27715 bp)および下流  (+124970～+123530 bp)を応答配列とし、minimal 



59 

promoter (MLP)で firefly luciferase (Fluc)を発現させる construct を作製した。Panc-1細

胞を 5 x 10
4
 cells/wellの密度で 24 well plate に播種し、翌日に FuGENE 6 (Roche; 6 l)

を用いて上記の 2種類の promoter-reporter constructs をトランスフェクションした。ト

ランスフェクションの翌日に TGF-3 (1 ng/ml)で刺激し、24時間後に細胞を溶解、回

収した。ルシフェラーゼ活性は Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega)により、

Mithras LB 940 (Berthold Technologies)を用いて測定した。ルシフェラーゼ活性は Fluc

活性を Rluc活性により補正して算出した。 

 

レンチウィルスベクターによる Short hairpin RNA (shRNA)の導入 

 shRNAを導入するレンチウィルスベクターを作成するため、75 cm
2
 flask (Iwaki)に 6 

x 10
6 の 293FT 細胞を撒き、同時に発現ベクターと pCAG-HIVgp および

pCMV-VSV-G-RSV-Rev (理研バイオリソースセンター)を Lipofectamine 2000 を用いて

トランスフェクションした。翌日に培養液を交換し、トランスフェクションから 4日

後に培養上清を回収した。ウィルス力価を向上させるため、Lenti-X concentrator 

(Clontech)を用いて各ウィルス液を 10倍に濃縮し、細胞に感染させた。shRNAの配列

を以下に示す。 
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SMAD4 

Forward 
GATCCCC-AAGCAATGGAACACCAATACTCAGG-GTGTGCTGTCC-C

CTGAGTATTGGTGTTCCATTGCTT-TTTTT-GGAAAT 

Reverse 
CTAGATTTCC-AAAAA-AAGCAATGGAACACCAATACTCAGG-GGAC

AGCACAC-CCTGAGTATTGGTGTTCCATTGCTT-GGG 

ALDH1A1 

Forward 
GATCCCC-GTAGCCTTCACAGGATCAA-ACGTGTGCTGTCCGT-TTGA

TCCTGTGAAGGCTAC-TTTTT-GGAAAT 

Reverse 
CTAATTTCC-AAAAA-GTAGCCTTCACAGGATCAA-ACGGACAGCAC

ACGT-TTGATCCTGTGAAGGCTAC-GGG 

control 

Forward 
GATCCCC-GCGCGCTTTGTAGGATTCG-GTGTGCTGTCC-CGAATCCT

ACAAAGCGCGC-TTTTT-GGAAAT 

Reverse 
CTAGATTTCC-AAAAA-GCGCGCTTTGTAGGATTCG-GGACAGCACA

C-CGAATCCTACAAAGCGCGC-GGG 

 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay 

 15 cm dishに約 8割コンフルエントになった細胞を TGF-3 (1 ng/ml)で 1.5時間刺激

した。1% formaldehyde により固定した後、0.125 M Glycine でクロスリンク反応を終

了させ回収した。細胞は SDS Lysis Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.1), 1% SDS, 10 mM 

EDTA, protease inhibitor (Roche))で再懸濁し、密閉式超音波細胞破砕装置 Bioruptor 

(Cosmobio)を用いて、power high、on、30秒、off、30秒のサイクルで 2分間、冷却し

ながら超音波処理を行った。8℃、14000 rpm、10分間遠心して上清を回収し、一部を

ChIP のコントロールである Input 分画とした。回収した上清は ChIP dilution buffer (20 

mM Tris-HCl (pH 8.0), 150mM NaCl, 2mM EDTA, 1% Triton X-100, Complete EDTA-free 

protease inhibitors (Roche))で希釈し、Dynabeads protein G (Invitrogen)と結合させた抗

Smad4抗体 (R&D System)もしくは抗 Smad2/3抗体 (BD Biosciences)と共に 4℃で一晩

インキュベートした。免疫沈降サンプルは ChIP wash buffer (50 mM HEPES-KOH (pH 
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7.0), 0.5 M LiCl, 1 mM EDTA, 0.7% deoxycolate, 1% Igepal CA630)および TE bufferで洗

浄後、elution buffer (50 mM Tris-HCl (pH8.0), 10 mM EDTA, 1% SDS)で 65℃、一晩溶出

した。Genome DNAは PCR purification kit (Quiagen)により抽出した。抽出した Genome 

DNAは定量的 RT-PCR により解析した。使用したプライマーを以下に示す。 

Gene Forward Primer (5’→3’) Reverse Primer (3’→5’) 

HPRT1 
TGTTTGGGCTATTTACTAG

TTG 

ATAAAATGACTTAAGCCC

AGAG 

ALDH1A1 

+25060 ～

+27715 bp 

TGCAACAGGGCATACTCC

TT 

CAGGGCAGAAGAATCACA

GA 

promoter 
ACTGTGGTGCAAACAGCA

ACACC 

TTGGTGTGGTGGTACCCAT

AAGAGC 

intron5 
TGCCACGTGGAGAGCAGT

GA 

GGGCCTGCACTGAGCTGT

GG 

intron11 
CCAAGCAGCTATTAGGTC

TGGGACA 

CACCCCACTGAGGGTCTT

GGGA 

-124970 ～

-123530 bp 

CCATCTGGTGAAACATGC

TG 

TACTGCGAGGCTTTCTGT

GA 

 

皮下移植 

 腫瘍細胞の皮下移植には、4週令のオスの Balb/c nu/nu マウス (Oriental Yeast)を使用

した。50 l の培地に懸濁した細胞と等量の Matrigel (BD Biosciences)と混合し、1 ml

の注射器および 26 G の注射針を用いてマウスの側腹部皮下に移植した。原発腫瘍の

径はノギスを用いて週に 2度計測し、腫瘍の体積は以下の計算式に従い算出した。 

v = (ab
2
) / 2 

v; 腫瘍の体積、a; 腫瘍の長径、b; 腫瘍の短径 
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皮下腫瘍体積のグループ間の継時的比較の検定には、重複測定分散分析 (Repeated 

measures analysis of variance)を用いた。2グループ間の比較検定には Student の t-test を

用い、p < 0.05である時に有意であると判定した。 

 

免疫組織学染色 

 膵癌の原発腫瘍の formalin 固定、paraffin 包埋標本は東京大学医学部付属病院にお

いて膵癌症例の治療の過程で得られた。Hematoxylin-eosin (HE)染色した切片において

腫瘍と間質を含む部分を確認し、連続切片で抗 ALDH1 抗体 (BD Biosciences)、抗

Smad4抗体 (Santa Cruz)の染色性を確認した。抗原の賦活化は、10 mM sodium citrate 

(pH6.0)中で 121℃にて 15分間処理することにより行った。その後、Vectastain ABC Kit 

(Vector Laboratories) を用いて添付のプロトコールに従い染色を行い、 3, 

3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) Liquid System (DakoCytomation)を用いて

検出した。全ての研究は東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員会の承認を受

けて行った (審査番号: 10004)。染色性の評価は、予め設定した濃染細胞を含む病変を

高発現組織、予め設定した濃染細胞を含まない病変を低発現組織とした。 
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結果 

膵癌の腫瘍形成に対する Smad4 の機能解析 

 本研究では SMAD4 の欠失が膵癌細胞に及ぼす影響を検討するため、野生型 Smad4

タンパク質を発現もしくは欠損しているヒト膵癌細胞を使用することを考えた。ただ

し、膵癌の大半を占める通常型膵癌では、約 50%で SMAD4 遺伝子に異常が確認され

ており、野生型 SMAD4 を発現するヒト膵癌細胞は多くないと予想された。これまで

の報告から、ヒト膵癌細胞である Panc-1細胞、SUIT-2細胞は野生型の Smad4タンパ

ク質を有するが、BxPC-3細胞では homozygous deletion により SMAD4の発現がないこ

とが分かっている (図 20A) (96,97)。まず、各膵癌細胞でのSmad4発現を定量的RT-PCR

と Western blot により評価した。mRNA レベルでは Panc-1 細胞および低いながらも

SUIT-2 細胞でも SMAD4 発現を認めた (図 20B)。一方で、BxPC-3 細胞では発現が確

認されなかった。タンパク質レベルでは mRNAと同様、BxPC-3細胞での Smad4発現

は確認できなかったが、Panc-1細胞、SUIT-2 細胞で Smad4の発現を認めた (図 20C)。

これらの結果から Smad4 発現に関して既報の結果が再現されたと考え、Panc-1細胞、

SUIT-2細胞を Smad4 発現株、BxPC-3細胞を Smad4非発現株と分類して、以降の実験

を行った。 

 つぎに膵癌細胞における Smad4 の機能を検討する為に、レンチウィルスを用いて

Panc-1 細胞に shSMAD4 を導入し、恒常的に Smad4 発現をノックダウンした細胞株

(Panc-1-shSMAD4)とコントロール細胞 (Panc-1-shNTC)を樹立した。Panc-1-shSMAD4 
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図 20. ヒト膵癌細胞における Smad4 の発現 

(A) ヒト膵癌細胞 Panc-1は、未分化癌の原発巣から樹立されており、ヒト膵癌細胞

SUIT-2、BxPC-3はそれぞれ中分化腺癌の肝転移巣もしくは原発巣から樹立された。

Panc-1および SUIT-2 には野生型の SMAD4 遺伝子が発現しているが、BxPC-3細胞の

SMAD4遺伝子はホモ欠損しており、発現が抑制されている (文献 96を改変)。 

(B,C) Panc-1細胞、BxPC-3細胞、SUIT-2細胞の Smad4の発現を調べた。 

(B) 各細胞から mRNA を回収し、SMAD4 の発現を定量的 RT-PCR により評価した。

各サンプルは duplicate で測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCR の internal 

control には HPRT1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現量で補正した値

と標準偏差をグラフ化した。n.d.; not detected 

(C) 各細胞からタンパク質を回収し、SDS-PAGE を行い、抗 Smad4 抗体にて Western 

blot を行った。Loading control として抗-tubulin 抗体を用いた。 
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細胞では Panc-1-shNTC 細胞と比較して、mRNAレベル (図 21A)およびタンパク質レ

ベル  (図 21B)で高いノックダウン効率を確認した。この Panc-1-shNTC 細胞と

Panc-1-shSMAD4 細胞をそれぞれヌードマウスの皮下に移植して腫瘍体積を継時的に

計測したところ、Panc-1-shSMAD4 細胞は高い腫瘍形成能を有することが分かった 

(図 22)。一方で、in vitro の細胞増殖試験では Panc-1-shNTC 細胞と Panc-1-shSMAD4

細胞の間で細胞増殖速度に明確な差は確認できなかった (図 23A)。また、多くの細胞

では、TGF-によって直接的もしくは間接的に細胞周期関連遺伝子の発現が制御され

るが (11)、これらの遺伝子の発現が Panc-1-shNTC 細胞と比較して Panc-1-shSMAD4

細胞で変動していることも認められなかった (図 23B)。同様に、細胞周期において

G1期からS期への移行を制御するタンパク質であるRetinoblastoma protein (Rb)のリン

酸化に関しても顕著な変化は見られなかった (図 23C)。さらに、いくつかの癌細胞に

おいては、TGF-シグナルがアポトーシスを促進することが報告されているため 

(26-29)、Panc-1-shSMAD4 細胞において、TGF-シグナルが阻害された状態で、アポ

トーシスが抑制されている可能性を調べた。Caspase 依存的なアポトーシスの誘導に

おいては Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) の cleavage が見られるが、

Panc-1-shSMAD4細胞では Panc-1-shNTC細胞と比較しても cleavageに明らかな差は確

認できなかった (図 23C)。これらの結果より、膵癌細胞では、Smad4 が in vitro での

細胞増殖の速度を変えることなく、in vivoの腫瘍形成能に影響を及ぼしていると考え

られた。 
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図 21. Smad4ノックダウン膵癌細胞の樹立 

Panc-1細胞にレンチウィルスベクターを用いて shSMAD4 を導入し、恒常的に SMAD4

発現をノックダウンした細胞 (Panc-1-shSMAD4)を樹立し、コントロール細胞 

(Panc-1-shNTC)とノックダウン効率を比較した。 

(A) SMAD4の発現を定量的RT-PCRにより評価した。各サンプルは duplicateで測定し、

その平均を遺伝子発現の値とした。PCR の internal control には HPRT1 を使用し、目的

の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 

(B) SDS-PAGEを行い、抗 Smad4抗体にてWestern blot を行った。Loading control とし

て抗-tubulin 抗体を用いた。 
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図 22. 腫瘍形成における Smad4 の機能解析 

Panc-1-shNTC細胞とPanc-1-shSMAD4細胞の腫瘍形成能を比較した。各細胞を 100,000 

cells/body でヌードマウスの皮下に移植し、皮下腫瘍の体積を継時的に評価した 

(Panc-1-shNTC; n=4, Panc-1-shSMAD4; n=5)。平均と標準偏差のグラフを示す。***; p < 

0.001 
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図 23. 膵癌細胞の増殖、細胞周期、アポトーシスに対する Smad4 の関与 

Panc-1-shNTC 細胞と Panc-1-shSMAD4 細胞の (A) 細胞増殖、(B) 細胞周期関連遺伝

子の発現、(C) PARPおよび Rbの発現を評価した。 

(A) 各細胞を播種してから 0、1、2、3日後の細胞数を計測した。測定は triplicate 

で行い、平均と標準偏差をグラフ化した。n.s.; not significant 

(B) p21 (CDKN1A)、p27 (CDKN1B)、p15 (CDKN2B)、cyclinE1 (CCNE1)、c-myc (MYC) 

Cdc25A (CDC25A)の発現を定量的 RT-PCR により評価した。各サンプルは duplicateで

測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCR の internal control には HPRT1 を使用

し、目的の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化し

た。n.d.; not detected 

(C) SDS-PAGEを行い、抗 phospho-Rb抗体、抗 PARP 抗体、抗 Smad4 抗体にてWestern 

blot を行った。黒線はそれぞれ全長の PARP (PARP)と cleavageを受けた PARP (cleaved 

PARP)を示す。Loading control として抗-tubulin 抗体を用いた。phospho-Rbの positive 

control として CHX (100 g/ml)で処理した Panc-1細胞を、PARP の positive control とし

て TNF- (10 ng/ml)で処理した Panc-1細胞を使用した。 
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Smad4 による膵癌幹細胞の制御 

 細胞の未分化性維持に関与するマーカー遺伝子としてNANOG、OCT4A (POU5F1)、

SRY-box containing gene 2 (SOX2)が広く知られている。これらの遺伝子は人工多能性幹

細胞 (induced pluripotent stem cells; iPS 細胞)を樹立する際に、体細胞に導入すること

で細胞に脱分化を誘導し、未分化な状態に戻すことのできる遺伝子群である (98)。さ

らに最近では、OCT4A と NANOG のノックダウンにより膵癌細胞の抗癌剤耐性が増

強し、in vivoでの腫瘍形成が抑制していることが報告されたため (99)、iPS 細胞様の

形質を獲得することが癌幹細胞性の獲得に重要ではないかと考えた。

Panc-1-shSMAD4 細胞におけるこれら未分化性マーカーの発現を確認したところ、

Panc-1-shNTC 細胞と比較して顕著な発現上昇を認めた (図 24A)。さらに、Smad4 非

発現株である BxPC-3細胞に Smad4を過剰発現させ、未分化性マーカーの発現を調べ

たところ、Smad4過剰発現によりこれら未分化性マーカーの発現が減少することが分

かった (図 24B)。以上のことから、in vivoで Panc-1-shSMAD4が高い腫瘍形成能を示

すのは、Smad4が膵癌細胞の細胞周期やアポトーシスを制御するのではなく、膵癌細

胞の未分化性を制御するためであると仮定した。つまり、Panc-1-shSMAD4 細胞では、

より未分化な癌細胞、癌幹細胞が増えているのではないかと考えた。 

 膵癌の幹細胞を濃縮するマーカーはこれまでにいくつか報告されているが 

(68,73,100,101)、その中で Panc-1-shSMAD4 細胞において実際に発現が上昇している

癌幹細胞マーカーを定量的 RT-PCR により探索した。すると ALDH1A1 の発現が 
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図 24. Smad4 の未分化性マーカー発現への関与 

(A) Panc-1-shNTC 細胞と Panc-1-shSMAD4 細胞の NANOG、OCT4A（POU5F1)、SOX2

の発現を定量的 RT-PCR により評価した。各サンプルは duplicateで測定し、その平均

を遺伝子発現の値とした。PCR の internal control には HPRT1 を使用し、目的の遺伝子

の発現量を HPRT1 の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 

(B) BxPC-3 細胞に SMAD4 発現 construct をトランスフェクションした。24 時間後に

mRNAを回収し、SMAD4、NANOG、OCT4A (POU5F1)、SOX2の発現を定量的 RT-PCR 

により評価した。各サンプルは duplicateで測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。

PCR の internal control には HPRT1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現

量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 
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Panc-1-shSMAD4 細胞において顕著に亢進していることが分かった (図 25A)。ALDH1

ファミリーには ALDH1A1、ALDH1A2、ALDH1A3 が属するが、このうち癌幹細胞マ

ーカーとしては ALDH1A1 のほかに ALDH1A3 も重要であるという報告がある 

(76,102)。本研究では Panc-1-shSMAD4 細胞において ALDH1A2の発現は確認できず、

ALDH1A3の発現には明確な変化を認めなかった (図 25A)。また、Panc-1細胞におけ

る ALDH1 の翻訳産物の発現量を調べたところ、Panc-1-shNTC 細胞では内因的に

ALDH1 タンパク発現を欠いていたが、Panc-1-shSMAD4 細胞では ALDH1 タンパクの

発現が回復していた (図 25B)。これらの結果より、膵癌細胞では Smad4 が癌幹細胞

のマーカーのひとつである ALDH1A1の発現を制御していると考え、以降の実験では

ALDH1A1に焦点をあてた。 

 次に、Smad4が ALDH1 の活性を制御するか否かを検討するため、まず、膵癌細胞

における ALDH1 活性の高い細胞群の割合を測定した。Flow cytometry を用いた

Aldefluor Assayでは、ALDH活性の高い細胞群は強い緑色蛍光を放つ細胞集団として

検出される (ALDH1
hi細胞)。Panc-1細胞、BxPC-3細胞、SUIT-2細胞は、それぞれ約

3%、5%、10%の ALDH1
hi細胞を含むことが分かった (図 26A)。また、DEABは ALDH

の酵素活性部位もしくはその近傍に結合することにより、ALDHと基質との結合を阻

害することが知られているが (95)、ALDH1
hi細胞は ALDH 阻害剤である DEAB の処

理により消失している。次に Smad4発現のALDH1の活性に対する影響を調べるため、

まず、Smad4に対する siRNA (siSMAD4)を Panc-1細胞にトランスフェクションし、 

  



72 

 

 

図 25. Smad4 により発現制御を受ける癌幹細胞マーカーの探索 

(A) Panc-1-shNTC細胞と Panc-1-shSMAD4細胞の CD133 (PROM1)、CXCR4、ALDH1A1、

ALDH1A2、ALDH1A3、CD44、CD24、EPCAM の発現を定量的 RT-PCR により評価し

た。各サンプルは duplicateで測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCRの internal 

control には HPRT1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現量で補正した値

と標準偏差をグラフ化した。n.d.; not detected 

(B) Panc-1-shNTC 細胞と Panc-1-shSMAD4 細胞のタンパク質を回収し、SDS-PAGEを

行い、抗 ALDH1 抗体にて Western blot を行った。Loading control として抗-tubulin 抗

体を用いた。 
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図 26. 膵癌細胞中に存在する ALDH1
hi細胞の検出 

(A) Panc-1細胞、BxPC-3細胞、SUIT-2細胞を Aldefluor Assayと Flow cytometryにより

解析した。(左) ALDH1 の基質である Bodipy-aminoacetaldehyde (BAAA)は、細胞内の

ALDH1 によって緑色蛍光を放出する Bodipy-aminoacetate (BAA)に酸化されるため、

ALDH1
hi細胞は強い緑色蛍光を放つ細胞集団として検出された。Negative control とし

て ALDH1 酵素活性阻害剤である DEABを反応液中に加えた細胞を使用し、緑色蛍光

の消失の有無をもとに、ALDH1
-細胞と ALDH1

hi細胞を設定した。図中の数字は全細

胞に対するALDH1
hi細胞の割合を示す。(右) 検出された各膵癌細胞におけるALDH1

hi

細胞の割合をグラフ化した。 

(B, C) Panc-1細胞に siNTC もしくは siSMAD4 をトランスフェクションした。 

(B) 48時間後の SMAD4 と ALDH1A1の発現を定量的 RT-PCR により評価した。各サン

プルは duplicateで測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCRの internal control

には HPRT1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現量で補正した値と標準

偏差をグラフ化した。 

(C) 72時間後に Aldefluor Assayと Flow cytometryにより ALDH1
hi細胞の変化を評価し

た。図中の数字は全細胞に対する ALDH1
hi細胞の割合を示す。 
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ノックダウンを行った。siSMAD4 を導入した Panc-1 細胞では、Smad4 の発現が効率

よくノックダウンされており、さらにこれらの細胞では ALDH1A1 の発現が上昇して

いることを確認した (図 26B)。さらにまた、ALDH1
hi

 細胞の割合の変化を Aldefluor 

Assayと Flow cytometryにより評価したところ、siSMAD4を導入した Panc-1細胞では、

ALDH1
hi

 細胞の割合が増加しており (図 26C)、Smad4 が ALDH1 の発現のみでなく、

ALDH活性も制御することが明らかとなった。 

 これまでの結果に基づき、膵癌組織における両者の発現の検討を行った。8 症例の

ヒト膵癌（中分化型腺癌）原発腫瘍組織のそれぞれ癌辺縁部と癌中心部の計 16 病変

に対し、抗 Smad4抗体による免疫組織化学染色を行った。代表的な写真を図 27に示

す。拡大写真で示すような濃染細胞を含む病変を Smad4高発現組織 (Smad4-high case)、

予め設定した濃染細胞を含まない病変を Smad4 低発現組織 (Smad4-low case)とした。

次いでこれらの組織に対して抗 ALDH1 抗体による免疫組織化学染色を行い、評価し

た。Smad4と同様、図 27に示すような細胞を含む病変を ALDH1-high、含まない病変

を ALDH1-low とし、Smad4 発現と ALDH1 発現の相関性を評価したところ、16 病変

中 11病変については両タンパクの発現に逆相関関係がある傾向が確認された (図 27、

表 3)。この結果から、膵癌腫瘍組織内に存在する癌細胞においても、Smad4の発現が

ALDH1 の発現を負に制御している可能性が示唆された。 
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図 27. 膵癌の原発腫瘍における Smad4 と ALDH1 の発現 

膵癌組織に対し、HE 染色と抗 Smad4 抗体、抗 ALDH1 抗体による免疫組織学的染色

を行った。拡大した濃染細胞と同程度の染色細胞を含む病変を高発現組織、含まない

病変を低発現組織とし、Smad4発現の低い組織 (Smad4-low case)と Smad4発現の高い

組織 (Smad4-high case)に大別した。Scale bar; 30 m 

赤矢印は高い Smad4 発現癌細胞、青矢印は低い Smad4発現癌細胞を示す。 
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表 3. 膵癌の原発腫瘍組織に対する Smad4 と ALDH1 の免疫組織学的染色 

膵癌組織に対し、HE 染色と Smad4、ALDH1 の免疫組織学的染色を行った。膵癌組織

は中分化腺癌の癌辺縁部 (Invasive front; 8 例)、中分化型腺癌の癌中心部 (Center; 8 症

例)である。それぞれの症例での Smad4、ALDH1 の染色性を示す。表中の背景を灰色

で塗りつぶした病変は Smad4発現と ALDH1 発現に逆相関が確認できた病変を示す。 
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ALDH1 の癌幹細胞マーカーとしての有用性と腫瘍形成に対する機能 

 ALDH1
hi膵癌細胞が自己複製能と多分化能を持ち、細胞集団を形成する能力がある

か明らかにするため、Aldefluor Assayにより ALDH1
-細胞と ALDH1

hi細胞を単離し、1

週間後に再び Aldefluor Assayを行った。ALDH1
hi細胞から生み出された細胞集団には

sort する前の SUIT-2 細胞と同じく、約 10%の ALDH1
hi細胞が含まれており、腫瘍内

では常に一定の割合で ALDH1
hi 細胞が存在するような階層性が構築されていると考

えられた (図 28A)。次に、ALDH1
-細胞と ALDH1

hi細胞の in vitroでの増殖能を検討す

るため、colony formation assayを行い、それぞれの細胞集団のコロニー形成能の違い

を調べた。ALDH1
hi細胞は ALDH1

-細胞と比較して大きなコロニーを形成することが

分かった (図 28B)。正常上皮細胞と異なり、ALDH1
hi細胞は浮遊状態でも増殖が停止

することなく足場非依存的に増殖し、コロニーを形成したと考えられる。さらに、in 

vivo における腫瘍形成能を検討するため、SUIT-2 細胞から単離した ALDH1
-細胞と

ALDH1
hi細胞をヌードマウスの皮下に移植し、腫瘍形成の有無を検討した。ALDH1

hi

細胞は ALDH1
-細胞と比較して大きな腫瘍を形成することが分かった (図 28C)。以上

の結果から、膵癌細胞において ALDH1
hi細胞は高い腫瘍形成能、自己複製能と多分化

能を示し、癌幹細胞の性質を有することが分かった。 

 膵癌細胞において、ALDH1 が癌幹細胞マーカーだけでなく、何らかの機能をもつ

か検討するために、レンチウィルスを用いて Panc-1細胞に shALDH1A1 を導入し、恒

常的にALDH1A1発現をノックダウンした細胞 (Panc-1-shALDH1A1細胞)を樹立した。 
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図 28. ALDH1
-および ALDH1

hi膵癌細胞の in vitro、in vivoにおける自己複製能、多

分化能、腫瘍形成能 

Aldefluor Assayと FACS sortingにより SUIT-2細胞から単離した ALDH1
-および

ALDH1
hi細胞の癌幹細胞活性を評価した。 

(A) それぞれ 1週間培養した後、再び Aldefluor Assayと Flow cytometryにより解析し

た。 

(B) 寒天中で培養し、コロニー形成能を比較した。(上) 2週間後に各コロニーの直径

を測定した (ALDH1
-
; n=10, ALDH1

hi
; n=16)。***; p < 0.001 (下) 代表的なコロニーの

写真を示す。Scale bar; 100 m 

(C) 10,000 cells/bodyでヌードマウスの皮下に移植し、腫瘍体積を継時的に評価した。

平均と標準偏差をグラフに示す。 
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定量的 RT-PCR や Aldefluor Assyにより、Panc-1-shALDH1A1細胞では ALDH1A1の発

現が抑制され、さらに効率よくALDH活性が低下していることが確認された (図29A、

29B)。同時に ALDH1A3 の発現には影響を及ぼさないことを確認した。そこでまず、

細胞増殖に対する影響を確認したが、 Panc-1-shNTC 細胞と比較しても

Panc-1-shALDH1A1 細胞の細胞増殖の速度に明確な差は確認できなかった (図 29C)。

しかし一方で、それぞれの細胞の腫瘍形成能を調べたところ、Panc-1-shALDH1A1 細

胞ではほとんどコロニーが形成されず、形成されたとしても非常に小さいことが分か

った (図 29D)。Panc-1-shALDH1A1細胞は通常の培養条件下では増殖を続けるものの、

足場非依存的な増殖能を喪失したため、コロニー形成能に差が出たと解釈された。以

上の結果から、ALDH1 は膵癌幹細胞を濃縮するマーカーとして有用であると同時に

エフェクターとしても機能しており、ALDH1 が発現していること自体が膵癌細胞の

造腫瘍活性に重要であることが示唆された。 

 

ALDH1 と未分化性マーカー、他の癌幹細胞マーカーとの関係性 

 ALDH1 が膵癌幹細胞のマーカーとして妥当であることがわかったため、ALDH1
hi

細胞の未分化性を評価した。Flow cytometry を用いた Aldefluor Assay により SUIT-2

細胞から ALDH1
-細胞と ALDH1

hi細胞を単離し、それぞれの未分化性マーカーの発現

を調べた。ALDH1
hi細胞では NANOG、OCT4A、SOX2 の発現が高いことから、ALDH1

hi

膵癌細胞はより未分化な状態にあると考えた (図 30)。膵癌幹細胞を濃縮するマーカ 
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図 29. ALDH1A1の in vitro における細胞増殖、コロニー形成能への関与 

Panc-1-shNTC 細胞と Panc-1-shALDH1A1 細胞を使用し、以下の解析を行った。 

(A) ALDH1A1、ALDH1A3 の発現を定量的 RT-PCR により評価した。各サンプルは

duplicateで測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。PCR の internal control には

HPRT1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現量で補正した値と標準偏差

をグラフ化した。 

(B) Aldefluor assayと Flow cytometryにより ALDH1
hi細胞の変化を評価した。図中の数

字は全細胞に対する ALDH1
hi細胞の割合を示す。 

(C) 各細胞を播種してから 0、1、3日後の細胞数を計測した。測定は triplicate 

で行い、平均と標準偏差をグラフ化した。n.s.; not significant 

(D) 各細胞を寒天中で培養し、コロニー形成能を比較した。(上) 2 週間後に各コロニ

ーの直径を測定した (Panc-1-shNTC; n=11, Panc-1-shALDH1A1; n=8)。***; p < 0.001 

(下) 代表的なコロニーの写真を示す。Scale bar; 100 m 
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図 30. ALDH1
-および ALDH1

hi細胞における未分化性マーカーの発現 

Aldefluor Assayと Flow cytometryにより Panc-1細胞から単離した ALDH1
-細胞と

ALDH1
hi細胞の ALDH1A1、NANOG、OCT4A (POU5F1)、SOX2の発現を定量的 RT-PCR

により評価した。各サンプルは duplicateで測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。

PCR の internal control には HPRT1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現

量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 
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ーは多数存在するが、もし腫瘍内にこれらのマーカーで濃縮できる膵癌幹細胞がそれ

ぞれ存在し、相互に関係しているのならば、その関係性を理解することが臨床の治療

において非常に重要である (103)。そこで、単離した ALDH1
-細胞と ALDH1

hi細胞の

各癌幹細胞マーカーの発現を定量的 RT-PCRにより評価した。しかしながら、ALDH1
-

細胞と ALDH1
hi細胞を比較しても各マーカーの発現に変化は見られなかった (図 31)。

以上の結果から、未分化性を保っている ALDH1
hi細胞と他の癌幹細胞マーカー陽性細

胞は相互に干渉し合うわけではなく、独立して存在していると考えられた。 

 

TGF-シグナルによる ALDH1
hi膵癌細胞の制御 

 Smad4 は共役型 Smad であり、特異型 Smad と複合体を形成し、核内へと移行する

ことで、TGF-や BMP などの TGF-ファミリーシグナルを伝達する。これまでの実

験で Smad4 が ALDH1
hi膵癌細胞の維持に重要であることが分かったが、この Smad4

の作用には TGF-シグナルもしくは BMP シグナルのどちらのシグナル伝達が関与し

ているか、検討した。SUIT-2 細胞に対して TGF-もしくは BMP で刺激を行い、

ALDH1A1 mRNAの発現変動を経時的に測定したところ、TGF-は刺激後 24時間から

ALDH1A1の発現を低下させ、刺激後 72時間では ALDH1A1の発現量が約 50％まで低

下していた (図 32A)。一方で BMP-4 刺激でも ALDH1A1 の発現量が低下する傾向は

みられたが、低下の度合は TGF-より弱く、また遅れて低下することがわかった。同

様にタンパク質レベルでも TGF-刺激による ALDH1 発現の低下を認めたが、BMP 刺 
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図 31. ALDH1
-および ALDH1

hi細胞における癌幹細胞マーカーの発現 

Aldefluor Assayと Flow cytometryにより Panc-1細胞から単離した ALDH1
-細胞と

ALDH1
hi細胞の CD133 (PROM1)、CXCR4、CD44、CD24、EPCAMの発現を定量的

RT-PCR により評価した。各サンプルは duplicate で測定し、その平均を遺伝子発現の

値とした。PCRの internal controlにはHPRT1を使用し、目的の遺伝子の発現量をHPRT1

の発現量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 
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図 32. TGF-および BMPによる ALDH1 発現および活性の制御 

SUIT-2細胞を TGF-3 (1 ng/ml)および BMP-4 (30 ng/ml)で刺激し、ALDH1発現および

活性を調べた。 

(A) 刺激後 0、24、48、72時間の mRNAを回収し、ALDH1A1の発現を定量的 RT-PCR

により評価した。各サンプルは duplicateで測定し、その平均を遺伝子発現の値とした。

PCR の internal control には HPRT1 を使用し、目的の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現

量で補正した値と標準偏差をグラフ化した。 

(B) 48時間後のタンパク質を回収、SDS-PAGEを行い、抗 ALDH1抗体にてWestern blot

を行った。Loading control として抗-tubulin 抗体を用いた。 

(C) SUIT-2細胞、Panc-1細胞を TGF-3 (1 ng/ml)および BMP-4 (30 ng/ml)で刺激し、(左) 

72時間後にAldefluor Assayと Flow cytometryによりALDH1
hi細胞の変化を評価した。

図中の数字は全細胞に対する ALDH1
hi細胞の割合を示す。(右) 検出された各膵癌細

胞における ALDH1
hi細胞の割合をグラフ化した。 
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激では明らかな ALDH1 発現の低下を確認できなかった (図 32B)。次に、膵癌細胞の

ALDH 活性に対する TGF-と BMP の影響を調べるために、Aldefluor Assay と Flow 

cytometry を行ったところ、SUIT-2 細胞では TGF-およびP 刺激により、ALDH1
hi

細胞の割合が減少していた (図 32C)。Panc-1 細胞では TGF-刺激により ALDH1
hi細

胞の割合が減少したが、BMP 刺激では顕著な差を確認できず、細胞種によって異な

る反応を示すと判断できた。これらの結果から、BMP シグナルが ALDH1
hi膵癌細胞

を制御している可能性は否定できないが、細胞種依存的な傾向があり、その関与の程

度は TGF-シグナルほど大きなものではないと考えられた。Smad4 を介した ALDH1
hi

膵癌細胞の制御機構は、おもに TGF-に依存的であると示唆され、以降 ALDH1A1 

mRNA転写制御における TGF-の機能について、生化学的な解析を行った。 

 TGF-による ALDH1A1 mRNAの転写制御には、Smadが ALDH1A1 ゲノムに直接的

に結合する必要があるか検討する為に、ChIP を行った。なお、当研究室のヒトスキ

ルス胃癌細胞 OCUM-2MLN 細胞を用いた抗 Smad2/3 抗体による ChIP-Sequence の先

行研究の結果から、ヒト癌細胞では ALDH1A1 ゲノムの 4 つの領域 (転写開始点上流 

(-25060～-27715 bp)、intron5、intron11、下流領域 (+124970～+123530 bp)に Smad2/3

が結合していることが予想されている (unpublished data)。よって今回は Panc-1細胞お

よび SUIT-2 細胞を TGF-で刺激し、1.5 時間後の時点でこれら 4 領域や ALDH1A1 

promoter 領域に対する Smad4 および Smad2/3 の結合の有無を調べた。この結果、

SUIT-2細胞においては TGF-刺激により ALDH1A1 intron11 と下流領域に Smad2/3 が
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結合する可能性が示唆されたが、Panc-1細胞では Smad2/3 が TGF-依存的に結合して

いると思われた ALDH1A1 ゲノムの領域は見つからず、一定した傾向を見出すことは

できなかった (図 33A)。一方、Smad4 の結合に関しては、それぞれの細胞で TGF-

依存的な Smad4の結合が示唆された領域が同定された。なかでも ALDH1A1ゲノム上

流領域 (-25060～-27715 bp)と下流領域(+124970～+123530 bp)への Smad4の結合は、

両細胞間に共通して観察されたため、膵癌細胞での TGF-による ALDH1A1 の転写制

御は、これらの領域に対する Smad4 の結合を介していると予想された (図 33B)。た

だし Panc-1 細胞では、ALDH1A1 ゲノムの intron5 領域に Smad4 が結合しており、さ

らに TGF-依存的にその結合が解除されることも見出されるなど、一部の膵癌細胞で

は、上流領域と下流領域に限定されない部位を介した ALDH1A1 の転写制御機構が存

在していることも想定された。次に、これらの ALDH1A1 ゲノムの上流領域と下流領

域を含む promoter-reporter constructs を Panc-1 細胞に導入し、TGF-による promoter

活性の変化を検討した (図 34)。特に下流領域の promoter 活性が TGF-刺激により著

明に減少していることが分かった。以上の結果から、TGF-の下流で Smad4 が

ALDH1A1 ゲノムの上流もしくは下流領域に結合することで ALDH1A1 発現を抑制す

る可能性が示唆された。 
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図 33. 膵癌細胞における ALDH1A1 ゲノムに対する Smad の結合 

(A, B) Panc-1細胞、SUIT-2細胞を TGF-3 (1 ng/ml)で刺激し、1.5時間後に細胞を

formalin 固定、回収した。(A) 抗 Smad2/3抗体、(B) 抗 Smad4抗体により ChIP を行

い、得られたゲノム断片の HPRT1 promoter、ALDH1A1の転写開始点より上流 (-25060

～-27715 bp)、下流 (+124970～+123530 bp)、promoter、intron5、intron11、に関して定

量的 RT-PCRにより評価した。各サンプルは triplicateで測定し、その平均を値とした。

Input DNAにより補正した値と標準偏差をグラフ化した。 
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図 34. ALDH1A1 ゲノムに対する TGF-依存的な Smad4 結合領域の同定 

Panc-1 細胞に reporter-promoter constructs をトランスフェクションした。24 時間後に

TGF-3 (1 ng/ml)で刺激し、さらに 24時間後に細胞を回収し Firefly luciferase (Fluc)活

性を測定した。各サンプルは duplicateで行い、その平均を reporter-promoter活性の値

とした。Renilla luciferase (Rluc)活性の値により補正した値と標準偏差をグラフ化した。 
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考察 

 近年、腫瘍内に存在している癌幹細胞が、癌の再発や転移に深く関与することを示

唆する結果が多数報告されているが、それら癌幹細胞の制御については未解明な部分

が多い。本研究では、癌幹細胞を濃縮している ALDH1
hi膵癌細胞の維持が Smad4 を

介した TGF-シグナルにより制御を受ける可能性について解析を行った。 

 

膵癌悪性化と膵癌幹細胞における Smad4 の機能 

 多くの癌では、発癌の過程でさまざまな遺伝子に変異・欠失が起こるが、TGF-シ

グナルの主な伝達因子である SMAD4 もそれらの遺伝子のひとつである。若年性ポリ

ポーシス (Juvenile polyposis syndrome)のおよそ 17～56%の患者で SMAD4の突然変異

が確認されており、Smad4 heterozygous knockout miceでは生後 1 年で組織学的に若年

性ポリポーシスと類似の胃ポリープを発症することが知られている (104,105)。大腸

癌においては、SMAD4 の変異と発現喪失は腺腫から浸潤性の癌への進行を促進し、

およそ 22～46%の浸潤癌で SMAD4の変異が確認されている (106,107)。これは、マウ

スを用いた実験によっても証明されており、Adenomatosis polyposis coli (Apc)Δ
716

(+/-)

マウスでは腸管腺腫を発症するに留まるが、Smad4(+/-) ApcΔ
716

(+/-)マウスでは大腸癌

が発症する (108)。頭頚部扁平上皮癌や散発性大腸癌では SMAD4 の変異と転移との

関係が示唆され (106,109,110)、Smad4は多くの癌で癌抑制因子として機能することが

分かっている。 
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 膵癌の発症において、SMAD4 は後期過程で変異・欠失する。Bardeesy らは、Kras

ノックアウトによって発症した膵癌が Smad4 のノックアウトにより悪性化すること

を報告している (111)。さらに、Xuらは、Smad4単独のノックアウトマウスでは膵臓

から癌が発症することはないが、Smad4と Phosphatase and tensin homolog (Pten)とのダ

ブルノックアウトにより膵癌が悪性化すると報告している (112)。これは、Smad4 が

膵癌の発症ではなく、既に癌化した細胞の悪性化に強く寄与し、癌の進行を加速化さ

せる因子である可能性を示唆する。また膵癌細胞において Smad4が癌細胞の運動能や

浸潤能の抑制をすることが分かっているが (113)、本研究のような Smad4の膵癌幹細

胞における維持や機能に着目した研究はほとんどない。本研究では、SMAD4 遺伝子

の発現を抑制することにより、膵癌幹細胞マーカーである ALDH1A1 mRNAの転写が

亢進し、ALDH1
hi膵癌細胞の割合が増えることを見出した (図 25、図 26)。これは臨

床検体を用いた実験によっても支持され、膵癌組織においても、Smad4 発現が

ALDH1
hi 膵癌細胞の維持に対して負に作用している可能性が示唆された (図 27、表

3)。このことから、膵癌細胞で Smad4が欠失することにより、膵癌幹細胞に対する抑

制機構が破綻することで、より悪性化が高まり、高確率で転移・再発する予後不良の

膵癌となることが考えられた。本研究では、癌幹細胞自身に対する Smad4に着目した

が、癌幹細胞を維持する微小環境、すなわち癌幹細胞ニッチが癌幹細胞の維持に重要

であることも知られている。特に、サイトカインやケモカインなどを介した癌幹細胞

とニッチ細胞の相互作用は、癌幹細胞集団の制御に深く関与する。膵癌細胞に Smad4
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を過剰発現させると転写因子 v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 

(ETS-1)を介した vascular endothelial growth factor (VEGF)の産生が低下し、血管新生が

抑制されることが報告されており (114)、膵癌幹細胞自身のみならず、膵癌幹細胞周

囲の微小環境の維持の制御に対しても、膵癌細胞における Smad4の発現重要な役割を

果たしている可能性も予想された。 

 

ALDH1 の癌幹細胞マーカーおよびエフェクターとしての機能 

 膵癌幹細胞を濃縮するマーカーはこれまでにいくつか報告されてきたが 

(68,73,100)、本研究では、アルデヒド分解酵素である ALDH1 が膵癌幹細胞を濃縮す

る有用なマーカーであることが明らかとなった (図 28)。さらに、ALDH1
hi 膵癌細胞

では NANOG、OCT4A、SOX2 の発現が上昇しており、より未分化な状態にあること

が分かった (図 30)。Panc-1-shSMAD4 細胞ではこれら未分化性マーカーの発現が上昇

していることから、膵癌細胞では、ALDH1 だけでなく、NANOG、OCT4A、SOX2 も

TGF-シグナルにより負に発現制御を受ける可能性が示唆された。ただし、

Panc-1-shALDH1A1 細胞では未分化性マーカーの発現に顕著な変化を確認できなかっ

たため (data not shown)、少なくとも、膵癌細胞ではALDH1の下流でNANOG、OCT4A、

SOX2 の発現が制御されている可能性は低いと思われた。 

 癌幹細胞は高い抗癌剤耐性を有していることから、従来の抗癌剤治療では腫瘍内に

癌幹細胞が残存してしまい、将来的な腫瘍の再発につながる。近年、この問題を解決
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するために、癌幹細胞を標的としたいくつかの治療戦略が提唱されてきている。その

うちのひとつに、薬剤耐性機構の破壊によって癌幹細胞の治療感受性を増強させ、抗

癌剤による治療を行うことにより、腫瘍の根絶を達成しようというものがある。本研

究では、Panc-1-shALDH1A1 細胞を用いた colony formation assay により、ALDH1A1

が膵癌幹細胞マーカーとしてだけではなく、細胞の造腫瘍活性に直接的に関与するこ

とが分かった (図 29)。ALDH1 は細胞増殖や分化、薬剤代謝能に関与することが分か

っているが (83,115,116)、造腫瘍活性に対して直接的な機能を有するという報告はな

い。本研究では、膵癌細胞における ALDH1 の新たな機能を見出しており、ALDH1

自体を分子標的とみなし、DEAB等の ALDH 活性を阻害する薬剤により、膵癌幹細胞

を制御し得る可能性が示唆された。 

 

TGF-による ALDH1A1 発現制御 

 本研究では癌幹細胞マーカーさらには分子標的として ALDH1 に着目しており、そ

の発現と活性の制御を解析した。これまでにも ALDH1 の発現制御に関する知見がい

くつか報告されている。ALDH1 により産生された retinoic acid は核内へ移行し、標的

遺伝子の発現を制御するが、細胞内の retinoic acid が増えると、GADD153 mRNAが上

昇し、C/EBPと複合体を形成する。これにより、C/EBPの CCAAT Box への結合能

が減少し、ALDH1A1 の転写が抑制されるフィードバック機構が存在すると報告され

ている (117,118)。また、これまでに、乳癌細胞では miR-146aを介して ALDH1
hi細胞
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が制御されることや (119)、マウス骨肉腫細胞では Notch signaling の阻害により

ALDH1 の発現がタンパク質レベルで減少し、ALDH1
hi 細胞も減少することが分かっ

ている (120)。Morebらは、骨髄細胞を Interleukin (IL)-1と Tumor necrosis factor (TNF)-

で刺激すると、mRNAレベルおよびタンパク質レベルで ALDH1 の発現が上昇し、抗

癌剤である 4-hydroperoxycyclosphamide (4-HC)への感受性が増強すると報告したが 

(121,122)、TGF-依存的な Smad4 による ALDH1 の発現制御を本研究のように生化学

的に検証した報告は見当たらない。膵癌は間質が多く、線維化が進行しており、癌細

胞を取り巻く微小環境から TGF-が産生されている (123)。このことから、TGF-が

Smad4を介して ALDH1A1 の発現を制御し、ALDH1
hi膵癌細胞をも制御する可能性が

示唆された。 

 TGF-は幹細胞の分化や増殖を制御するが、近年、正常幹細胞と類似した性質をも

つ癌幹細胞の制御においても重要な役割を担っていることが明らかとなってきた。ス

キルス胃癌幹細胞である SP細胞および ALDH1
hi細胞は腫瘍微小環境からの TGF-に

より減少することが報告されている (88,124)。また、TGF-は61
hi

CD34
hi 扁平上皮

癌幹細胞の自己複製能を負に制御することが分かっている (125)。TGF-は Inhibitor of 

differentiation (ID)1 の発現制御を介して分化を制御するが、乳癌幹細胞において ID1

の発現を抑制することで分化を促進し、癌幹細胞数を減少させることが示されている 

(126)。これらの報告は、本研究で明らかにされた癌幹細胞の維持に対する TGF-の抑

制的な作用と一致する。しかしながら一方で、TGF-が癌幹細胞の維持に対して促進
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的な作用をする報告もされている。グリオーマ幹細胞では、TGF--Smad 依存的に誘

導されたLeukemia inhibitory factor (LIF)の下流で活性化される JAK-STAT pathwayを介

して細胞の自己複製が亢進されることや (127)、TGF-の下流で SOX4を介して SOX2

が発現誘導され、未分化性維持に働くことが報告されている (128)。また、TGF-は

EMTを誘導するが、乳癌や卵巣癌において EMTを起こした細胞は幹細胞様の性質を

維持することが示されている  (129-131)。さらに、TGF-ファミリーに属する

Nodal/Activin が CD133
+膵癌幹細胞の未分化性を維持し、腫瘍形成能を増強すること

も報告されており (132)、各癌幹細胞においても TGF-ファミリーのシグナルは複雑

な役割を持つと考えられた。これらの作用の違いが何に起因するのか、については今

後の検討課題であるが、着目している癌の種類、測定している癌幹細胞マーカーの種

類、使用しているリガンドの種類などが統一されておらず、作用が異なっていること

が予想される。今回の実験では、Panc-1-shSMAD4 細胞では CD133 の発現に顕著な変

化は見られなかったことや (図 25)、Activin 刺激によって ALDH1
hi細胞の数に変化が

なかったことから (data not shown)、TGF--ALDH1 経路は Nodal/Activin-CD133 経路

とは独立して、癌幹細胞活性を制御していると考えられた。また、TGF-と同様、Smad4

を介してシグナルを伝達する BMP に関しても検討を行ったが、細胞種によって反応

が異なり、細胞種間で保存された結果を得られなかったことから (図 32)、膵癌幹細

胞の制御において BMP は TGF-ほど重要な機能を果たさないと考えた。ChIP により

Smad4 が TGF-依存的に ALDH1A1 ゲノムの上流領域と下流領域に結合する可能性が
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考えられたが、この領域への Smad4の結合には他の転写因子の関与が必要であること

も考えられる。ChIP-Seq により Smad4が Activator protein (AP)-1サイトや GC-richモ

チーフに結合することが予想されている  (133)。また、Smad3/4 と転写因子

Polyomavirus enhancer binding protein 2/core binding factor (PEBP2/CBF)の複合体が標的

遺伝子の転写を活性化することが分かっている (134)。あるいは、Zinc finger E box 

binding homeobox (Zeb2/SIP1)のように Smad 複合体と結合し、プロモーターから離れ

ることで転写活性化を担うような因子も存在することが分かっている (135)。本研究

で着目した ALDH1A1 ゲノムの上流領域には AP-1および SIP1 結合配列が、下流領域

には AP-1結合配列が含まれていることもわかっており (data not shown)、これら転写

因子の関与により Smad4 が選択的に上流および下流領域に結合している可能性が考

えられた。 

 癌幹細胞を標的とした治療は、根本的な治癒の乏しい癌治療に新たな打開策を見出

すものであり、すでに白血病においては、癌幹細胞特異的な分子を標的とし、分化を

促す分化誘導療法が奏功する可能性が示されている。本研究では TGF-が ALDH1
hi

膵癌幹細胞の維持に負に作用することを明らかにしており、TGF-が膵癌幹細胞の分

化に関わることを強く示唆するものである。この結果は難治癌である膵癌の新たな治

療法の開発にもつながる重要な知見であると考えられる。 
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総括 

本研究では乳癌、膵癌の 2種類の癌に焦点を当てて、それぞれの癌細胞に対する

TGF-の作用を調べた。乳癌においては TGF-は腫瘍促進的に作用し、一方で膵癌に

おいては TGF-は腫瘍抑制的に作用するなど、癌の進展において TGF-が相反する作

用を有していることが再現された。この二面性が何によって規定されているかを解明

するに至らなかったが、癌の悪性度や癌の発生母地の違いによって TGF-の作用の違

いを説明できることが予想された。 
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