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研究成果の概要（和文）：　本研究では、乳腺組織をモデルとして、細胞極性タンパク質（様々な細胞の極性を
制御する普遍機構（aPKC-PAR系）が、乳腺組織幹細胞及び前駆細胞の自己亢進・増殖などにおける役割を解析し
ました。そして、幹細胞の自己更新にaPKCが正の役割を持っていること、さらにを媒介する新たな転写因子の同
定に成功しました。一方、管腔前駆細胞では、aPKCはその抑制的な役割を果たしており、ErbB2の転写を抑制し
ている事を見いだしました。それらの異なったタイプの乳がんで、上述の各々のケースがある事を示唆しまし
た。診断に役立つことが期待されます。

研究成果の概要（英文）：The cellular and molecular mechanisms governing the formation and the 
maintenance of epithelial architecture remains unclear. By using the mammary gland as a model, we 
have succeeded in clarifying the positive role of a polarity protein, aPKC, on stem cell 
proliferation. Interestingly, the same protein play a negative role on proliferation of luminal 
precursor cells. we further explored the mechanism; aPKC regulates different transcription factors 
positively, and negatively in each cases. These results seems to explain part of the mechanism for 
different mammary cancer types and can be used as a diagnostic marker.

研究分野：分子細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 様々な組織の基本型の一つとも言える上
皮管腔組織の形成・維持と破綻の仕組みを理
解するためには、組織を構成する多様な分化
段階の細胞群の起源となっている組織幹細
胞や前駆細胞（幹前駆細胞）の理解が必要で
す。しかし、組織幹細胞の実態の同定、そ
の自己更新の細胞及び分子機構、分化との
関わりなどの肝心な点は、ほとんど不明で
す。さらに、組織の形態形成及びその維持
に関わる細胞及び分子機構、それらの幹前
駆細胞の維持と分化との関わりもほとんど
不明です。一方において、組織の形態形成
及び維持に、細胞間及び細胞と基質との接
着を起点とした、個々の細胞の極性化が、
本質的な役割を果たしている事が明らかと
なってきました。そして、それが、上皮組
織の細胞シートの形態形成、上皮組織の維
持に必須の役割を果たしている事が明らか
となりつつあります。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、乳腺組織をモデルとして、
組織幹前駆細胞の実態に迫ることを目的と
しました。乳腺組織は、幹前駆細胞とがん
幹細胞の実験系や研究成果が蓄積している
からです。 
 同時に、解析の切り口として、細胞極性
タンパク質(様々な細胞の極性を制御する
普遍的な 因子)に着目しました。細胞極性
因子は、上皮管腔組織の機能に必須である
と同時に、形成と維持に必要であるとの証
拠がマウスモデルの研究から多数集積して
いるからです。また、幹細胞の非対称細胞
分裂に関わる事が、線虫受精卵やショウ ジ
ョウバエ神経芽細胞で示されているからで
す。 この点は、哺乳動物ではほとんど未解
明の分野です。 
 そして、「組織幹前駆細胞の自己更新と
運命決定の分子機構」、「組織幹前駆細胞
とがん幹細胞との関係」を、「細胞極性制
御」という独自の切り口で解析する事を目
的としました。 
 細胞極性の制御系は細胞骨格や小胞輸送
の制御を通じて、細胞骨格や細胞接着を制
御している事がわかっています。この「細
胞の形の制御系」と細胞の増殖・分化・死・
老化などの「細胞の運命の制御系」がどの
ように関わっているのか、その解析を通じ
て、これまで不明であった上皮管腔組織の
形成・維持と破綻の機構に関わる新たな側
面を分子レベルで明らかにできると考えま

した。 
 本研究では、具体的に以下の点を明らか
にする ことを目的として設定しました。 1.
乳腺組織幹細胞及び前駆細胞の本態 2.両
者の増殖制御機構 3.乳がんとの関わり 4.
細胞極性の制御機構 これらの解析を通じ
て、上皮管腔組織の形成・ 維持と破綻の根
底にある普遍的な機構に迫ることを最終的
な目標としました。 

３．研究の方法 
 
 本研究では、マウス乳腺組織の細胞をバ
ラバラにして得たプライマリー細胞を、三
通りの条件で培養しました。第一は、遊培養
系でのスフィア形成、第二は単層培養系で
のコロニー形成、第三は、三次元マトリゲル
内でのオルガノイド形成です。各構造体の
生細胞を、様々な細胞マーカーで染色して
構造体の性質を検討すると同時に、それを
形成している細胞群の構成比を解析しまし
た。グルーピングにより、各構造体につい
て、その起点となった一個の細胞の増殖と
分化の様相を解析しました。場合によって
は、各構造体の生細胞を、様々な細胞マー
カーを利用してセルソーターで分離して、
再び上記の培養系で培養しました。 
 上述のプライマリー細胞に対して、aPKC
の阻害剤、aPKC 及び他の様々な遺伝子の
shRNA を発現するレンチウィルスを感染さ
せ、遺伝子発現を抑制しました。そして、
その効果を、上記の培養系で検討しました。
最終的には、正常マウスの乳腺への移植実
験により、組織幹細胞の最終的な証明とし
ました。 
平行して、aPKC のコンディショナル KO マ
ウスと誘導可能な CRE を有するトランスゲ
ニックマウスを用意し、異なった方法での
証明を進めました。 
 一方で、ヒト乳がん細胞の様々な細胞株
を用いて、aPKC の発現状況が高いもの、低
いものを選択し、それらの代表例を用いて、
上述の系で示された仮説のヒト乳がんでの
検証を進めました。 

 

４．研究成果 
 
1.乳腺組織幹細胞及び前駆細胞の本態につ
いて マウス乳腺組織の細胞をバラバラに
して、浮遊培養系でのスフィア形成、単層
培養系でのコロニ ー形成、三次元マトリ
ゲル内でのオルガノイド形 成の三通りの
条件で培養し、サイズ、CD44、Ki67、 K18 の



発現などで、パターン化すると、単一の 幹
細胞からできた様々なスフィアの中で、最
もサイズが大きく CD44 陽正細胞を多数含
むものが出現します。様々な解析の結果、
これは幹細胞に由来するものと判断できま
した。  また、K18 陽正の小さなスフィア
はコロニー を形成し、管腔前駆細胞に由
来するものと判断できました。一方、セル
ソーターを用いて分離した 幹細胞のマー
カーCD49 と CD29 強陽性の細胞分画から
は充填したオルガノイドが形成されました。
管腔前駆細胞の濃縮した CD24 陽正 CD29 
弱陽正の細胞分画からは、内腔が抜けたア
シナーオルガノイドが形成されました。  
これらの培養系を用いて、幹細胞と管腔前
駆細胞とを明確に区別して、それらの性質
を調べる事が出来るようになりました。 ま
た、分子レベルでの様々な解析を進めまし
た。 

2.幹細胞と管腔前駆細胞の増殖制御機構 
上述の系を用いて、極性タンパク質 aPKC 
の 阻害剤を用いて aPKC のキナーゼ活性
を抑制し たり、或いは aPKC-shRNA を発現
するレンチウ ィルスを導入して aPKC を
ノックダウンして発 現を抑制する事によ
り、幹細胞に由来するスフィ ア形成と充填
型オルガノイド形成、或いは管腔前 駆細胞
に由来するアシナー様オルガノイド形成 
とコロニー形成などを調べました。その結
果、 aPKC の抑制が幹細胞に由来するスフ
ィア及び オルガノイド形成を強く抑制す
る事を見いだし ました。このことは、aPKC 
が幹細胞の自己更新 に正の役割を持って
いることを示しています。一 方、aPKC の
抑制は、管腔前駆細胞に由来するコ ロニー
の巨大化と充填型の異常な形状を有する  
オルガノイドの形成を誘導しました。この
ことは、 管腔前駆細胞では、aPKC はその
増殖に抑制的な 役割を果たしている事を
示しています。 つまり、極性タンパク質 
aPKC が、幹細胞と管腔前駆細胞とで、逆
の役割を果たしている事が わかりました。
さらなる研究から、幹細胞の増 殖・自己更
新における aPKC の促進的役割を媒 介す
る新たな転写因子の同定に成功しました。  
前駆細胞での aPKC の抑制的な役割に関し
ても、マウスの乳腺で aPKC 遺伝子をノッ
クアウ トする事により生じる異常を解析
する事により明らかにすることができまし
た。そこでは乳管上皮細胞の異常増殖に起
因する前がん病変が表れ、 細胞レベル及び
分子生物学的な解析から、 ErbB2 遺伝子の

転写亢進と増殖シグナル活性化 が起きて
いることを見つけました。分子レベルで 
は、通常の乳腺前駆細胞において aPKC は 
ErbB2 を介する増殖を抑制している事がわ
かり ました(aPKC-ErbB2 枢軸)。なお、こ
のマウス では幹細胞 aPKC 遺伝子がノッ
クアウトされて いないらしく、幹細胞の
異常は見られませんでした。  

3.乳がんとの関わり ErbB2 は、一部の乳
がんで遺伝し増幅している事がわかってお
り、ErbB2 の抑制抗体が、著効を 示しま
す。しかし、一部の症例では遺伝子増幅は 
ないにも関わらず、発現が亢進しています。
上述 の管腔前駆細胞における aPKC-ErbB2 
枢軸の発見 は、この種の乳がんを説明で
きる可能性が浮上し ました。そこで、乳
がんの症例における aPKC、 ErbB2、がん幹
細胞マーカーALDH などの発現を調 べ、一
部の乳がんで、aPKC 陰性、ErbB2 陽正、ALDH 
陽正細胞が増加している事を確認しました。
これ は、ヒト乳がんの一部の症例では、
aPKC の消失 により ErbB2 を起点とする
増殖異常が生じてい る事がわかりました。
管腔前駆細胞の増殖抑制機 構の破綻がこ
のがんの発症の原因となっていることを明
確に示しています。  なお、これまでに、
様々ながんで、aPKC の発 現が亢進してい
る事、そしてそれががんの悪性度 と相関
していることが、我々及び他のグループに 
よって報告されています。乳がんでも半分
以上の 症例では、aPKC が高発現していま
す。また、子宮頸がんの前がん病変 CIN 
では、aPKC の核移行が予後判定に利用可能
であることも見いだしました。  

4.細胞極性の制御機構  
 細胞極性タンパク質 aPKC-PAR3 系を介
した上皮細胞極性の制御機構についても、
腎尿細管上皮 細胞の二次元培養系を用い
て、新たな媒介因子 Girdin を見つけまし
た。aPKC-PAR 系の抑制因子 Lgl が細胞増
殖を直接制御している事も見つけました。  
 
 以上の解析を通じて、aPKC-PAR 系が、
様々な細胞の極性制御に加えて、 幹細胞や
前駆細胞の増殖に様々な形で影響を与えて
いることがわかりました。更に、その分子
機構の一端が見えてきました。また、培養
上皮 細胞系を用いて、aPKC-PAR 系の制御
機構につい て新規の標的タンパク質を多
数見いだすなど、分子機構に関して深い理
解を得ることができました。つまり、上皮



管腔組織において、aPKC-PAR 系は、細胞(と
組織)のかたち(極性)のみなら ず、幹細胞
や前駆細胞の増殖を様々な機構で制御 し
ていることが明らかになったことになりま
す。 さらに、これらを踏まえてヒトがんの
臨床検体 を解析した結果、aPKC の発現と
核局在とが、子宮がん、乳がんなどの前が
ん病変、悪性度と予後 の判定に利用できる
可能性を提示することがで きました。aPKC 
の発現は、同じ乳がんでも症例 により、逆
の役割を果たしている事も明らかとな り
ました。 今後、aPKC の発現や核局在は、乳
がんを初め とする様々ながんの精密診断
の基準として利用 できる可能性がありま
す。  
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