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研究成果の概要（和文）： 
テネイシン-C(TNC)は乳癌をはじめとする固形腫瘍の浸潤部位で高発現し、特に小型の癌巣を
形成する乳癌浸潤部には高頻度に TNC が発現していた。乳癌細胞株 MCF7 を TNC で処理す
ると、上皮間葉移行様変化が誘導され、更に TGF-β1 を加えるとそれが増強されることを見出
した。この変化に関与するインテグリン（ITG）の探索を行い、ITG αvβ6 とαvβ1 が関与
することを明らかにできた。また、ITG と複合体を形成する FAK/SRC のシグナル伝達系の活
性化が関与していた。さらに、免疫組織化学によりこれらのレセプターのヒト乳癌組織での発
現が確認できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
High expression of tenascin-C (TNC) has been demonstrated in invasive fronts of 
various cancers including breast cancer. We found the more extensive expression in 
invading areas of the small cancer nests. TNC treatment in vitro induced epithelia 
mesenchymal transition (EMT)-like change of breast cancer cells MCF7, that was 
enhanced by additional transforming growth factor-beta1. We also showed the 
contribution of alphαvbeta6 and alphαvbeta1 integrins to this phenotypic change. 
Activation of FAK and SRC forming integrin adhesion complex was associated with 
EMT change. Immunohistochemistry of the integrins showed their expression in 
human breast cancer tissues. 
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１．研究開始当初の背景 
上 皮 - 間 葉 移 行 （ Epithelial-mesenchymal 
transition: EMT）は器官発生のさまざまな時期

（原腸陥入、神経堤細胞遊走、腎発生など）
で生じ、上皮細胞が細胞間の結合性を失い間
葉系の細胞へ変化する現象である。癌細胞が
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浸潤や転移を始める最も初期の変化として、
癌細胞間の結合が弱くなる必要があり、EMT 
現象の関与が古くから研究されてきている。
近年、乳癌などで、癌細胞での上皮系マーカ
ー（E-cadherin、β-catenin、keratin など）の発
現低下と、間葉系マーカー（N-cadherin、
vimentin、alpha-smooth muscle actin など）と
EMT を引き起こす転写因子（SNAIL ファミ
リー、TWIST など）の発現増強が確認され
るなど、活発な研究がなされ多数の論文が発
表されている。 
我々は、細胞外マトリックス糖タンパクの

ひとつであるテネイシン -C（Tenascin-C: 
TNC）の発現が患者の悪い予後と相関がある
ことを見出し」、さまざまな実験で TNC が乳
癌細胞の増殖、遊走、MMP 産生を活発化さ
せ、癌進展を促進していることを明らかとし
てきた。非浸潤癌を入れる乳管周囲の微小浸
潤巣や腫瘍辺縁の浸潤する小型癌巣の周囲
に TNC の高発現がみられることから、TNC 
が EMT を引き起こすという仮設を立て、こ
の研究を行った。 
研究を行い、 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒトの乳癌の大部分の組織
で実際に起こっている EMT 変化（Incomplete 
EMT を中心に）がどのようなものかを解明す
ることである。TNC 添加による EMT 現象を
モデルとして in vitro で解析し、関与する分
子群とシグナルを明らかとした後、それをプ
ローブとしてヒト乳癌で実際に生じている
EMT 現象を解析し、癌浸潤の機構を in vivo 
で確認する。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養と EMT 誘導:MCF7 細胞は 5％ 
FBS, 1％ NEAA(Innvitrogen, Carlsbad,CA), 
0.01 mg/ml insulin(Sigma- Aldrich, St. Louis, 
MO)を含む DMEM 培地で維持培養を行った。
細胞はトリプシン･EDTA 処理で剥離させ、
遠心分離後 5％FBSを含むDMEM培地に再懸
濁した。それらを 12 ウェルプレート(BD 
Falcon,Franklin Lakes,NJ)中に 5×104 /well(1 ml)
になるように播種し、10 mg/mlの TNCを添加
した。TNCはヒト神経膠腫細胞株である
U-251MG細胞の培養液上清から精製したもの
を使用した。16 時間の培養の後に 5 ng/mlの
TGF-β1(Roche diagnostics, Mannheim, 
Germany)を加えて、さらに 48時間培養した。 
(2)定量 PCR(qPCR):ISOGEN試薬(Nippon 
Gene)を用いて細胞の全 RNAを分離した。dT18 
primerを含む cDNA合成 kit(Roche)を用いて、
mRNA(1 mg)を逆転写し cDNAを作製した。qPCR
は FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche)
を用い、LightCycler(Roche)を使って行った。
ITGβ1(Hs_ITGΒ1_1_SG),β3(Hs_ITGB3_1_SG), 

β6(Hs_ITGΒ6_1_SG),αv(Hs_ITGv_1_SG), α2 
(Hs_ITGA2_1_SG),α7(Hs_ITGA7_1_SG),α8(Hs
_ITGA8_1_SG),α9(Hs_ITGA9_1_SG),GAPDH(Hs
_GAPDH_2_SG) primer は Qiagen から購入した。
増幅は、95℃10 分の変性反応、95℃5 秒、55℃
10 秒、72℃20 秒の増幅反応 40 サイクル、60℃
から 95℃までの融解曲線分析を行った。Ct
値は 2nd Derivative Maximum 法で求めた。 
(3)免疫ブロット法:細胞を緩衝液(1% SDS, 
10mM Tris-HCl,pH6.8)に溶解させた。抽出液
のタンパク量は BCA assay を用いて定量した。
タンパク量が同じになるようにLaemmliサン
プルバッファーを加え、5-20%ゲルで電気泳
動を行い、電気的に PVDF 膜に転写した。
Integrin αv(P2W7 or Millipore)/2(H-293), β1 
(EPR1040Y,Epitomics) /3(BV4,SantaCruz) /5 
(ab15459,Abcam)/6(5C4,Merck,Darmstadt, 
Germany), α-tubulin(Cederlane, Burlington, 
Ontario, Canada)を一次抗体として用い、ペル
オキシダーゼ標識抗マウス IgG(3000-5000 倍
希釈; Bio-Rad)あるいはウサギ IgG(2000 倍希
釈; Sigma-Aldrich)で処理し ECL+で検出し、
Cooled CCD カメラで撮像した。バンドの輝度
は ImageＪを用い、α-tubulin のバンドを基準
として定量した。 
(4)蛍光抗体染色:MCF7 細胞をカバーガラス
上で培養した。細胞は 0.2% Triton X-100 を含
む 2%パラホルムアルデヒド/PBSで10分間固
定した。10%ヤギ血清でブロッキングした後、
E-cadherin (EP700Y, Epitomics), β-catenin 
(Rabbit poly, GeneTex), integrin αv(P2W7 or 
Q-20, SantaCruz)/2(P1E6, Millipore), β1(4B7R 
or P4G11, R&D system)/ 3(BV4,SantaCruz)/5 
(ab15459)/ 6(5C4)の一次抗体で処理した。次
に、FITC標識抗マウス／抗ウサギ IgG(1:100; 
MBL)で染色した。二重染色では、RITC 標識抗
マウス IgG(Tago)を用いた。落射蛍光顕微鏡
で 40倍あるいは 60倍の対物レンズを用いて
観察し、Cooled CCDカメラで撮影した。 
(5)免疫沈降:６well plateで培養した細胞は
20mM Tris-HCl/pH 7.5/150 mM NaCl/1mM 
CaCl2/1 mM MgCl2/1% Nonidet P-40/Protease 
inhibitor tablet (complete mini EDTA-free, 
Roche)で溶解し遠心した。上澄み液を Protein 
G beads (Sigma-Aldrich)で 30 分間反応させて
から、Integrin αv(P2W7), α2(HAS3,R&D 
system), β1(P5D2)特異抗体を添加して 4℃で
1 時間反応させ、Protein G beads に 2 時間反応
させてタンパクを沈降させた。共沈タンパク
を 2-mercaptoethanol を含むサンプルバッファ
ーや含まないサンプルバッファーにて 10 分
間は煮沸させた後、免疫ブロットを行った。 
integrin αv(Q-20)/2(H-293), β1 (EPR1040Y)/ 
5(Abnova)/6(Abnova)の一次抗体で処理した。 
(6)中和抗体・SRC阻害剤による EMT 阻害: 
Integrin αvβ6(10D5,5 mg/ml),α2 鎖(P1E6, 5 
mg/ml), β1(P5D2, 5 mg/ml)の中和抗体は、細



 

 

胞をプレートに播種する時培地に加えた。
αv(ΑV1,1:40)中和抗体は播種 16 時間後に添
加した。SRC 阻害剤は PP2を用いた。 
(7)免疫組織染色:36 例の浸潤乳管癌のサン
プルを用いて免疫組織染色を行った。抗原賦
活は 1mM EDTA pH8.0 下で autoclave (121℃、
１分)で行った。切片は TNC (4F10TT,IBL), 
integrinβ1(Epitomics),β6(5C4),αv(P2W7),α2(
SantaCruz),E-Cadherin (Epitomics)で一晩イン
キュベートした。洗浄した後、LSAB キット
(Scytek)で処理し、DAB-4HCl/H2O2 溶液で発
色させた。ヘマトキシリンを用いて対比染色
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)TNCは乳癌細胞に EMT様変化を誘導する 
MCF7 細胞は通常(control)では細胞同士が

固く結合し集塊を形成する。TGF-β1添加のみ
では細胞間結合に変化はないが、TNC 添加に
より細胞同士の解離が誘導され、TGF-β1/TNC
両添加ではより強い形態的変化が認められ
る。E-cadherinの細胞間での局在は EMTによ
り減少・消失する。これらの変化は無添加の
培養液への交換で可逆的であった。T47D 細胞
でも同様の変化が観察された。 

(2)TNCレセプターの定量 PCR 
TGF-β1/TNC処理を行った細胞からRNAを抽

出し cDNAを作成して Real-time PCRを行い、
標準曲線を作成した。各標的と GAPDHとの Ct
値の違いを 2回の実験の平均値で示している
(A）。α7/8/9 とβ3 の Ct 値は GAPDHに比べ 10
以上高く、発現が極めて低いと考えられる。
TGF-β1/TNC 添加による各レセプターの mRNA
発現の変化を示す。TGF-β1処理でβ6鎖の 10

倍以上の発現増加が認められる。TGF-β1/TNC
では、αv の有意な増加がみられる (B:*, 

P<0.05; ***, P<0.001) 。 
(3)TNCレセプターの免疫ブロット 

ウェスタンブロット(WB)により、各処理後

の TNCレセプターと integrin β5の蛋白量を
定量化した(A,B)。αv は TNC を加える事によ
りタンパク量が有意に増加し、α2 は TGF-β1
添加でタンパク量が有意に軽度増加した。β6
は WB でも TNC や TNC/TGF-β1処理で著増する
が、TGF-β1単独処理では変化は見られない。
TNC がリガンドとなることでタンパクが安定
化することが mRNA 発現量の変化より効果が
大きいためと考えられる（B:*,P<0.05; **, 
P<0.01; ***, P<0.001）。 
(4)TNCは integrin αvβ6を接着斑へ動員する 
蛍光抗体法では、未処理(Control)ではβ6の

発現はみられず、TNCもしくは TGF-β1/TNC投

与後では integrin β6が細胞辺縁の接着斑に
局在している(A)。β5 の蛍光はいずれの処理
でも αv と一致して接着斑にみられ、MCF7
では αvβ5 が細胞基質接着には最も優勢な
Integrin であると考えられる。接着斑での αv
と共局在しているβ6 陽性部位は、TNC単独よ
りも TNC/TGF-β1処理時の方が増加する(B: 
Bar:20 mm.)。免疫沈降法では、αv は TNC処
理時には僅かに、TGF-β1/TNC 投与後では著明
にβ6と共沈降していた(C)。 
(5)Integrin α2β1は細胞間接合部に局在する 



 

 

未処理細胞では integrin α2鎖とβ1鎖が細胞
間接着部に局在していた。integrin αv 鎖は細

胞塊の表面や表面付近の細胞間に局在が見
られた (A) 。TNC や TGF-β1/ TNC 投与後で
は EMT様変化に伴い細胞間接着部での局在は
減少・消失する(B）。免疫沈降法では、α2 は
主にβ1と共沈降していた(C)。 
(6)TNCは Integrin αvβ1を接着斑へ動員する 
免疫沈降法では、未処理の細胞ではβ1 は

主にα2 と共沈降するのに対して、TNC添加に
よりαv との共沈降が増加する(A）。活性化 β1

特異的抗体である P4G11を用いた蛍光抗体法
を行った。活性化β1は未処理時は僅かに接着
斑の αv 陰性部位（矢頭）にて局在するが、
TNC や TNC/TGF-β1処理時には接着斑の αv 陽
性部位（矢印）での局在が観察された(B) 。 
(7)FAKY925 リン酸化部位は接着班の Integrin 
αv とβ1/β6陽性部位と一致する 

FAKY925 リン酸化
特異抗体用いた蛍光
抗体法では、αv や
β1/β6陽性部位と部
分的に一致して観察
され、integrin αvβ1/ 
β6から FAK へのシグ
ナリングの関与が示
唆される。 
(8)TNC 添 加 は

FAKY861,Y925のリン酸化を惹起する 
Y397および Y861と Y925の陽性像が EMTに伴
い強くなり（A）、リン酸化の程度も増加する。

Y861と Y925は SRC の基質部位であり、pY925
は EMTと密接に関連することが知られている。
(** P<0.01; ***P<0.001) 

(9)TNC で誘導される EMT 様変化は integrin 
subunit の中和抗体により阻害される 
TNC 処理を行った細胞にβ1中和抗体(P5D2)を
加えると、細胞間のβ-catenin は維持されてお

り EMT を完全に阻止できた。α2(P1E6)や
αvβ6(10D5)中和抗体では効果はなかった。αv
中和抗体(AV1)は細胞基質接着を弱め EMT を
抑制する。 
(10)TNC/TGF-β1による EMT様変化にはさらに
integrin αvβ6が関与している 

TNC/TGF-β1処理した細胞の EMTは、β1中和抗
体単独では阻害できない(A)。β1中和抗体に
加えて αvβ6中和抗体(10D5）を添加すること
により EMT を完全に阻止できた(B)。αvβ6中
和抗体単独では効果がないことから、独立し
たふたつの経路の関与が示唆される。 
(11)SRC阻害剤は EMTを阻止する 

TNC と TNC/TGF-β1の添加
によって誘導されるΕΜΤ
は、SRC 阻害剤 PP2 によ
って完全に阻止された。 
(12) TNC と Integrin β6 は
小型の癌巣を形成する部
位で発現する 

浸潤性乳管癌では、
Integrin β6 鎖と TNC の分

布は辺縁部で小癌巣が散在する領域でみら



 

 

れ、辺縁の滑ら
かな大きな癌巣
の形成される部
では少なく、有
意の差がみられ
た。また、TNC
が発現する部位
で は 、 有 意 に

Integrin β6 鎖の発現が高頻度であった。 
 
(13) ヒト乳癌組織においても in vitro の結果
と相同な発現と局在が観察される 

TNC は浸潤部（scatter）において高発現し
ている。integrin αv は充実性（solid）部分で
は管腔構造の表面にて発現していた。β6 は
solid 部分では細胞質でのみ僅かに発現が見
られていたが、scatter 部分では大部分が細胞
質で部分的に細胞膜にて高発現していた。ま
た間質の TNC 発現に一致して β6 陽性の癌細

胞が認められた。α2, β1 や E-cadherin は細胞-
細胞間接着部に局在がみられる 
(14)考察 
 TNC は Integrin αvβ6/1 を介して、乳癌細胞
に EMT を引き起こす。TNC-Integrinαvβ6/1 結
合は FAK/SRC の活性化を伴っており、FAK 
Y925 のリン酸化を介して EMT を引き起こし
ていると考えられる。Integrin αvβ6 の発現増
強はLAP-β1からのTGF-βの放出を引き起こ
すことが知られており、EMT に伴って癌進展
が促進されると推測される。 
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