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研究成果の概要（和文）：　本研究では初期のがんの排除や、個体発生過程において重要と考えられる細胞競合
現象について、Scribble欠損による細胞競合をモデルとして、分子メカニズムの解析を行った。まず、全自動ハ
イコンテントイメージアナライザーを利用して、細胞競合を定量的かつハイスループットに測定する検出系を構
築した。それを活用しつつ、正常細胞とScribble欠損細胞の違いに着目した網羅的トランスクリプトーム解析、
およびMAPキナーゼ経路に着目したcandidateアプローチにより、ASK1-p38経路に発現制御される液性因子が
Scribble欠損に誘導される細胞競合に必要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　In this study, using Scribble knock down model, we scrutinized the 
molecular mechanism of cell competition, which is considered to be involved in early cancer 
elimination and ontogenesis. First, we established a high-throughput quantitation system of cell 
competition, using high content image analyzer. Then, we performed a transcriptome analysis focusing
 on the difference between normal and transformed cells and a candidate approach focusing on MAP 
kinase pathway. From these results, we found that a humoral factor that is expressed through 
ASK1-p38 pathway is required for cell competition induced by Scribble depletion.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、全自動ハイコンテントイメージアナライザーを用いて、精密な細胞競合の測定系を構築した。ま
たそれを利用してこれまで分子メカニズムが不明であった哺乳類細胞における細胞競合において、ASK1-p38経路
というシグナル伝達経路が形質転換細胞であるScribble欠損細胞内で活性化し、特定の液性因子の発現を誘導す
ること、またその液性因子が正常細胞に感知されて細胞競合が引き起こされることを明らかにした。これらの知
見は、細胞競合現象の理解を深めるとともに、細胞競合の関わる初期のがんの排除などを制御する薬剤の具体的
なターゲットを提示した点で意義があると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体の内外表面を覆っている上皮組織は、常に外部環境に直接曝される組織であり、外部から

の様々なストレスにより、形質転換が誘導された細胞がある一定頻度で出現することを免れな
い。したがって個々の上皮細胞は、これらの形質転換細胞を認識・排除し、組織としての秩序
を保つためのストレス応答機構の存在が必須であると考えられる。近年、上皮組織における恒
常性維持システムの１つとして「細胞競合」という機構が注目を集めている。細胞競合は組織
中に形質転換細胞が出現すると、この細胞が周りの正常細胞の働きで組織から排除されるとい
う現象であり、初期のがん細胞の排除や、個体発生過程において働いていると考えられている。 
この細胞競合過程において、正常細胞および形質転換細胞の双方においてストレスシグナル伝

達経路が機能すると考えられる。すなわち、正常細胞は「形質転換細胞の存在」というストレ
スを、形質転換細胞は「正常細胞から受けた攻撃」というストレスを認識し、それぞれの細胞
で細胞内ストレス応答分子の働きにより細胞死や組織からの離脱といった競合現象が誘導され
る。したがって細胞競合は、上皮組織恒常性維持のためのストレス応答機構のひとつと捉える
こともできる。実際近年の研究から、細胞競合現象を制御するストレスシグナル伝達経路のひ
とつとしてストレス応答性 MAP キナーゼ（MAPK）経路が使われていることがわかってきた。
このように細胞競合を制御する一部のストレス応答シグナル伝達経路の寄与が明らかにされつ
つあるものの、正常、および形質転換した上皮細胞が他者の存在というストレスをどのような
メカニズムで認識しているのか、そのストレスの感知機構をはじめとし、細胞競合を司る分子
メカニズムの全貌は明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞競合の過程において、正常細胞もしくは形質転換細胞において機能する分子

を網羅的に探索・同定することを大きな目的とする。具体的な方法としては、我々が開発した
哺乳類細胞株を対象としたゲノムワイド siRNA スクリーニングを細胞競合に適用する網羅的
アプローチと、研究代表者が長年解析してきた ASK-MAPK 経路を中心に既知のストレス応答
制御因子の細胞競合への関与を解析する Candidate アプローチを行う。これらの解析により、
初期のがん細胞の排除や個体発生に関わると考えられる細胞競合現象の分子基盤を哺乳類細胞
において解き明かす。将来的には、それらの分子やシステムをターゲットとした薬剤の開発に
より初期のがんの検出、競合を利用したがんの排除などにつなげることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
研究の目的で書いたとおり、本研究では（１）哺乳類細胞を対象としたゲノムワイド siRNA

スクリーニングによる網羅的アプローチ、研究途中の知見から発想した網羅的アプローチの別
の方法として（２）正常細胞と形質変異細胞の発現する遺伝子の違いに着目したトランスクリ
プトーム解析、さらに、（３）特定のストレス応答因子に着目した Candidate アプローチによ
る検討を行った。 

 
（１） ゲノムワイド siRNA スクリーニング 
 我々が開発したゲノムワイド siRNA スクリーニングは、ヒトまたはマウスの全ゲノムスケー
ル（18,000 遺伝子）について arrayed format の siRNA ライブラリーを用いてノックダウンを行
い、各遺伝子ノックダウンの表現系の数値化は全自動ハイコンテントイメージアナライザーを
用いて細胞の画像データをハイスループットかつ客観的・定量的に処理できるというものであ
る。このスクリーニング手法を、当新学術領域のメンバーである藤田らが開発した哺乳類細胞
における細胞競合系に適用して、正常細胞または形質転換細胞においてノックダウンすること
によって細胞競合が抑制または促進される遺伝子の探索を行う。 
 
（２） トランスクリプトーム解析 
 細胞競合は、正常細胞と形質転換細胞という互いに性質が異なる細胞の間で観察される現象で
あることから、細胞競合現象が起こる最初の引き金は、両方またはどちらかの細胞による相手
の細胞の異質さを認識することだと考えられる。この観点から、正常細胞と形質転換を誘導し
た細胞の発現遺伝子について継時的に網羅的トランスクリプトーム解析を行い、形質転換によ
り発現が変化してくる遺伝子に着目して細胞競合への関与について検討する。 
 
（３） 既知のストレス応答分子の関与の検討 
 細胞競合過程において、ストレス応答性 MAP キナーゼ経路（JNK 経路、p38 経路）の関与が
示唆されていた。そこで、MAP キナーゼ経路の最上流に位置する MAP3K の 1 つである ASK
ファミリー分子を中心に、既知のストレス応答分子の細胞競合への関与について、上述した全
自動ハイコンテントイメージアナライザーを用いた定量系などを用いて解析する。 
 
以上 3 つの方法により、これまでほとんど明らかになっていない哺乳類細胞における細胞競合
に関わる具体的な分子を同定し、細胞競合現象を司る分子メカニズムを明らかにする。 
 
 



４．研究成果 
（１）全自動ハイコンテントイメージアナライザーを用いた細胞競合を定量的に測定する検出
系の構築 
スクリーニングを含めて細胞競合の分子機構の解析を行うためには、まず、細胞競合を高い精

度で定量的に評価する検出系が必須であった。そこで、領域内の藤田らが確立していた MDCK
細胞を用いた複数の細胞競合系のうちから、全自動ハイコンテントイメージアナライザーによ
る解析に適したものとして Scribble ノックダウンにより誘導される細胞競合をモデルとして細
胞競合を評価する検出系の構築を行った。Scribble 欠損による細胞競合モデルでは、形質転換
細胞として、GFP を恒常的に発現し、Tetracycline（Tet）添加依存的に shRNA により Scribble
がノックダウン（KD）される細胞株を用いている。正常および変異細胞数検出のための画像解
析として、核染色の画像で細胞の数と位置を認識し、個々の細胞の GFP シグナルの有無を検出
して、GFP 陰性細胞(=正常細胞)の数および GFP 陽性細胞（=Tet 誘導性 Scribble KD 細胞)の数
を計測した。正常細胞と Tet 誘導性 Scribble KD 細胞を 10:1 の割合で混合し、Tet 有り無しの状
態で 48 時間培養すると、Tet 無しではほぼ 10:1 の割合が保たれるのに対し、Tet を加えて Scribble
欠損を誘導すると、欠損細胞特異的に細胞の数が半減する様子を検出でき、データの取得から
数値解析までを均一化かつシームレスに行うことができる自動画像解析による細胞競合現象の
定量化に成功した。 

 
（２）ゲノムワイド siRNA スクリーニング 
 上記の全自動ハイコンテントイメージアナライザーを用いた細胞競合測定系は、スクリーニン
グ系の検出力を定量的に評価できる Z’-factor の検討などから、ゲノムワイド siRNA スクリーニ
ングを遂行するための十分な定量性と高いスループットを持つことが確認できたため、このシ
ステムを用いてスクリーニングを行うこととした。一方で、確立された細胞競合モデルとして
利用した MDCK 細胞はイヌ由来の細胞株であるため、所持しているヒトまたはマウスの siRNA
ライブラリーでスクリーニングを行うことはできない。従って、ヒトまたはマウスの細胞株で
同様の競合系を観察できる系の探索を行った。まず、ヒト細胞株である MCF-7 細胞において、
Tet 添加依存的に shRNA により Scribble が KD される細胞を樹立し、正常細胞と混合して細胞
競合が観察されるか試みたが、Scribble 欠損細胞の減少は非常にわずかな程度にとどまり、ス
クリーニングに十分な系とはならなかった。Scribble のノックダウン効率が不十分である可能
性を考え、同じ MCF-7 細胞で CRISPR/Cas9 システムを利用して Scribble KO 細胞を樹立し、正
常細胞と混合してみたが、ノックダウンの系と同様 Scribble KO 細胞の減少はわずかであり、
MCF-7 細胞で Scribble 欠損を用いた細胞競合系の作成はできなかった。そこで、頂底極性を十
分に維持し、MDCK 細胞と同じ腎臓由来のマウスの細胞株である IMCD-3 細胞を用いて細胞競
合系の構築を試みたが、MCF-7 の場合と同様に MDCK 細胞のように十分な細胞競合による
Scribble 欠損細胞の排除を観察できるモデルの構築には至らなかった。以上のように、ヒトま
たはマウスの細胞株でスクリーニング系として利用できる段階まで明確な細胞競合現象を観察
することができなかったため、本研究でゲノムワイド siRNA スクリーニングを実施することは
できなかった。 
 
（３）トランスクリプトーム解析 
ゲノムワイド siRNA スクリーニングによる網羅的アプローチが難しくなった段階で、計画当

初には無かった視点から別の遺伝子網羅的アプローチによる解析を行った。MDCK 細胞による
細胞競合現象を詳細に観察すると、Scribble KD 細胞では時間とともに細胞が扁平になり核と細
胞質が大きくなる形態変化が細胞競合に先立ち起きていることを見出した。また、細胞競合が
起こる際に、正常細胞が Scribble KD 細胞の方に向かって誘引されるような挙動が観察された。
これらのことから、細胞競合現象が起こる最初の引き金は、正常細胞と Scribble KD 細胞の違
いが認識されることだと考えた。そこで、Tet 処置による Scribble KD の誘導から 30, 45, 60 時
間後のトランスクリプトームを DNA microarray により解析し、Tet 処置をしない正常細胞のも
のと比較した。その結果、Scribble KD 細胞で顕著に発現が上昇してくる遺伝子として（i）細
胞内 NAD を消費し、NAD 量の低下を引き起こすと思われる遺伝子、（ii）液性因子として放出
され、細胞間の情報伝達に利用される遺伝子を同定した。これらの知見から解析を進めた結果、
(i)について、実際に変異細胞内では NAD 濃度が低下していること、さらに NAD を増やす処置
をすると Scribble KD 細胞の脆弱性がわずかながら回避されることを明らかにした。この結果
から Scribble の欠損により細胞内で NAD 消費が増加し脆弱性を得ることが示唆された。また、
（ii）については、Scribble の KD によって mRNA 発現が増加するだけでなく培養液中にこの液
性因子が放出されることが明らかになった。さらに、この液性因子のノックダウンで細胞競合
による Scribble KD 細胞の排除が緩和されることが全自動ハイコンテントイメージアナライザ
ーを用いた測定系から明らかになり、Scribble 欠損細胞でこの液性因子が産生されることが細
胞競合に必要であることが示唆された。また、この液性因子の受容体に対する阻害剤の処置や、
正常細胞側でこの液性因子の受容体を KO してもやはり細胞競合による Scribble 欠損細胞の排
除が抑制されることから、Scribble 欠損細胞から放出されたこの液性因子を正常細胞が感知す
ることで細胞競合が起きていることが示唆された。 
以上のように、ゲノムワイド siRNA スクリーニングによる網羅的探索は実施できなかったが、



代替的に網羅的トランスクリプトームの解析から細胞競合に関与する新たな遺伝子を同定でき
た。特に液性因子については、Scribble 欠損細胞と正常細胞の間でやり取りされる具体的な分
子の同定に至っており、細胞競合現象の分子メカニズムの理解を進展させた。 
 
（４）既知のストレス応答分子に着目した candidate アプローチ 

Scribble 欠損による細胞競合は p38 阻害剤により抑制されることが既に領域内の藤田らが報告
していたが、p38 の活性化の経路やその役割は明らかになっていなかった。我々はストレス応
答性 MAP キナーゼの上流で働く ASK1 に着目して細胞競合への関与を検討した。Scribble KD
を誘導した MDCK 細胞において、ASK1 の活性化を示すリン酸化および p38 のリン酸化が観察
されたため、ASK1 の KD を行ったところ、p38 のリン酸化が抑制された。このことから、Scribble 
KD による p38 の活性化は上流因子として ASK1 が働いていることが明らかになった。さらに、
Scribble KD 細胞の方だけで ASK1 または p38 をノックダウンすると細胞競合による Scribble 欠
損細胞の排除が抑制されたことから、Scribble 欠損による ASK1-p38 経路の活性化が細胞競合に
おいて必要であることが明らかになった。さらに興味深いことに、トランスクリプトーム解析
から明らかにした細胞競合に必要な液性因子の Scribble 欠損細胞での発現は、ASK1 または p38
のノックダウンにより顕著に抑制されることも見出した。これらの結果から、Scribble 欠損細
胞で活性化する ASK1-p38 経路は細胞競合に必要な液性因子の発現を介して細胞競合に関与す
ることが示唆された。 
 以上のように、本研究では網羅的解析から得られた分子と candidate アプローチから関与が明
らかになった分子が一連のシグナル伝達経路に位置することが明らかになり、これまで未知で
あった Scribble 欠損により誘導される細胞競合について新しい分子メカニズムを提示した。 
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