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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

がん組織は悪性度が進行するとともに硬くなることが知られている。本研究開発提案では、なぜがん

組織は硬くなるのか、がん細胞はどのように組織の硬さを感知し悪性化するのか、という疑問に対し、

がん細胞と間質の関係に着目し、硬さ応答のメカニズムの解明を目指す。 
 これまでに芳賀グループは、基質の硬さによって活性化が誘引される転写因子として ATF5 を発見

した。平成 28 年度では、基質の硬さによる ATF5 の核内移行がどのようながん細胞種でみられる現

象なのか検証を行った。免疫蛍光染色法によって ATF5 の核移行を観察したところ、7 種のがん細胞

株で核移行を観察することができた。さらに、基質の硬さとがん細胞の動態との関係を調べるために、

新規スクリーニングシステムの構築に着手した。本システムにより、50 箇所以上に及ぶ逐次タイムラ

プス観察が可能となった。 
がん関連線維芽細胞（CAF）は促進性 CAF と抑制性 CAF から構成される。これまでに榎本グルー

プは、がん抑制性 CAF のマーカーとして膜分子 Meflin を同定し、Meflin の発現が基質の硬さによっ

て抑制されることを示してきた。平成 28 年度では、Meflin 陽性のがん抑制性 CAF と Meflin 陰性の

がん促進性 CAF の量比が患者の予後を規定する可能性について検証を開始した。具体的には、膵が

ん、乳がんの病理組織検体を用いた組織学的検証を実施し、患者予後や抗がん剤感受性との関連につ

いて検証した。さらに、Meflin のレポーターアッセイを確立するために同遺伝子のプロモーター領域

のクローニングを行った。Meflin の機能を解明するために、質量分析によってその結合分子の候補と

なる分子を二種類同定した。これまで成功していなかったヒト Meflin のモノクローナル抗体の作製

を再度開始した。また、がん進展におけるがん抑制性 CAF の意義について検証するために、膵がん発

症モデルマウスの作成を開始した。 
木岡グループは、これまでにマウス胎児線維芽細胞を用いて細胞外基質の硬さを感知するセンサー

分子として接着斑タンパク質ビンキュリンが働くことを明らかにしてきた。平成 28 年度では、マウス

間葉系幹細胞 ST2 株におけるビンキュリンの役割について検討した。間葉系幹細胞は、がん関連線維

芽細胞の由来の一つと考えられている細胞である。その結果、ビンキュリンが細胞外基質の硬さに応

じた脂肪細胞への分化調節に関与していることを明らかにした。また、がんとのかかわりも報告され

ている転写因子 YAP の核局在や活性が、ビンキュリンの下流で制御されて細胞外基質の硬さに応じ

て調節されていることも見出した。さらに、線維芽細胞においては、ビンキュリンの脂質ラフトへの

分配が細胞外基質の硬さによって調節されていること、および脂質ラフトが細胞外基質の硬さに依存

した細胞遊走の調節に必要であることを明らかにし、間葉系幹細胞と線維芽細胞における細胞外基質

の硬さの感知の仕組みの一端を明らかにした。 
 
Abnormally stiff substrates have been shown to trigger cancer progression. Our main goal in this 
research and development program is to elucidate the detailed molecular mechanisms underlying 
this trigger. 

We found that activating transcription factor 5 (ATF5) localized to the nucleus on a stiff substrate, 
whereas it localized to the cytoplasm on a soft substrate. This result shows that substrate stiffness 
regulates ATF5 localization. In FY2016, we examined the localization of ATF5 in cancer cells and 
found that in response to substrate stiffness, ATF5 localized to the nucleus in seven different 
cancer cell lines. We are developing a new screening system to observe the effects of substrate 
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stiffness on malignancy. This system has enabled us to perform successive time-lapse observation 
in more than 50 fields of view. 

Cancer-associated fibroblasts (CAFs) are composed of cancer-promoting CAFs and cancer-
restraining CAFs. We have identified the membrane protein Meflin as a marker for cancer-
restraining CAFs. In FY2016, we started to examine the influence of the ratio of Meflin-negative 
cancer-promoting and Meflin-negative cancer-restraining CAFs in the progression of cancer and 
its sensitivity to chemotherapy in patients, using pancreatic and breast cancer tissue sections. We 
isolated the promoter region of the human Meflin gene to establish a reporter assay system to 
monitor Meflin promoter activity. Mass spectrometric analysis identified two proteins as candidate 
Meflin-binding proteins, and we are working towards generating monoclonal antibodies that 
specifically recognize human Meflin. Finally, we have begun generating a mouse model of 
pancreatic cancer to investigate the significance of cancer-restraining CAFs in the progression of 
cancer. 

We previously identified that vinculin, a focal adhesion protein, could function as a sensor of 
stiffness of the extracellular matrix in mouse embryonic fibroblasts. In this study, we first 
examined the function of vinculin in mouse ST2 mesenchymal stem cells. Mesenchymal stem cells 
are one of source cells of cancer-associated fibroblasts. We showed that vinculin is involved in the 
differentiation of ST2 cells to adipocytes in a stiffness-dependent manner. Vinculin promoted the 
nuclear localization of transcription factor YAP on rigid extracellular matrix to inhibit the 
differentiation to adipocytes. Furthermore, we also found that vinculin distribution to lipid rafts is 
regulated by the stiffness of the extracellular matrix, and lipid rafts are necessary for stiffness-
dependent regulation of cell migration. 
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（１）学会誌・雑誌等における論文一覧（国内誌 ０件、国際誌 ３件） 
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弘, 加野将之, 松原久裕, 芳賀永, 第 75 回日本癌学会学術総会, 2016/10/6, 国内. 
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市川尚文，木村泰久，植田和光，木岡紀幸，2017 年(平成 29 年度)日本農芸化学会大会，2017/3/17-
20，国内. 
 
 



3 
 

（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
 

1. 第 97 回 日本農芸化学会サイエンスカフェ コーディネーター 2016/12/10 国内 
2. 第 96 回 日本農芸化学会サイエンスカフェ コーディネーター 2016/11/26 国内 

 
 
（４）特許出願 

該当なし 

 
 
 
 


	16gm0810007h0001【報告様式４】委託研究開発成果報告書（芳賀T芳賀G）
	16gm0810007h0101【報告様式４】委託研究開発成果報告書（芳賀T榎本G）
	16gm0810007h0201【報告様式４】委託研究開発成果報告書（芳賀T木岡G）

