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研究成果の概要（和文）：MAFK、GPNMB並びにTMEPAI(PMEPA1)は、乳癌や膵癌で幹細胞誘導に関与し、THG-1は扁
平上皮癌の幹細胞誘導に関与する。単層培養されているがん細胞は持続的に細胞周期を周り続けるが、in vivo
におけるがんの腫瘍形成性増殖や３次元のスフェア培養では、誘導された幹細胞だけが長期生存して間欠的に不
均等分裂を起こし、一過性増殖細胞や最終分化したがん細胞は一定の寿命ののちに死に至るが、一部の増殖が停
止したがん細胞に幹細胞性が誘導される。一定以上の総細胞数に達すると、誘導された幹細胞が持続的に増加
し、生まれる細胞と死ぬ細胞の動的平衡が成立する総細胞数が持続的に増加することになる。

研究成果の概要（英文）：MAFK, GPNMB, and TMEPAI (PMEPA1) is involved in stem cell induction in 
breast and pancreatic cancer cells, while THG-1 is involved in stem cell induction in squamous cell 
carcinoma cells. Cancer cells in normal monolayer culture continuously go around the cell cycle and 
proliferate continuously, but under conditions of tumorigenic cancer cell proliferation in vivo or 
in 3D sphere culture, only induced stem cells survive long term and intermittently undergo 
asymmetric division, while all of differentiated transiently proliferating cells or terminally 
differentiated cells cease to proliferate die. When total cell number reaches a certain level, stem 
cell induction constantly increase stem cell numbers and the total number of cells in which a 
dynamic equilibrium of born and dead cells is established start to continuously increase by a 
sustained increase in newly induced stem cells.

研究分野： 実験病理学、腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のがん治療は、早期であれば多くの患者が治癒するが、進行して全身に広がったがんや再発がんの治癒率は
低い。転移や再発は幹細胞に依存して発生する。Dormantながん幹細胞の本態解明とがん細胞増殖動態全体にお
ける位置付けを解明することは、次世代の進行がんにも有効ながん治療の開発に必須である。本研究は、幹細胞
が増殖が停止したがん細胞の一部に誘導されて数を増し続けること、その際に不均等分裂が起こることを明らか
にしている。今後は、がん細胞の分裂寿命の決定機構並びにがん幹細胞化における分裂寿命のリセット機構の研
究が重要になることを示す学術的価値と幹細胞誘導標的医療の開発につながる社会的意義をもつ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

がん幹細胞は、2006年に米国癌学会でワークショップが開かれ、腫瘍形成の起点となり、
がん細胞集団中のごく一部の稀な細胞で、自己複製能と分化能をもち、休眠状態にあって、
薬剤耐性を示し、再発・転移の元となる細胞であると定義された(1)。がん細胞は、がん遺伝
子の活性化とがん抑制遺伝子の不活化によって生じ、増殖シグナルの自己充足、増殖抑制シ
グナルへの不応答、アポトーシスからの回避、無限増殖能、浸潤と転移を示すことが特徴で
あると理解されてきた(2)。しかし、この理解だけでは、幹細胞以外のがん細胞が生体内で腫
瘍形成能を持たないことを説明できない。がんは、組織幹細胞にゲノム異常が起こって、が
ん幹細胞になり、そこから分化・増殖するがん細胞集団によって腫瘍が形成されるようにな
り、さらにがん幹細胞にゲノム異常が蓄積して、浸潤や転移をきたす悪性化したがん細胞集
団が形成されるというがんのクローン進化説が提唱された(3)。さらに、トランスフォーミ
ング増殖因子βなどで上皮間葉移行を誘導すると幹細胞の特性を持った細胞が誘導される
ことや、腫瘍を形成させた大腸がんで、幹細胞のみを殺傷しても、しばらくすると幹細胞が
復活することが報告され、幹細胞以外の細胞から幹細胞が誘導されるがんの可塑性という
概念が生まれてきた(4)(5)。 
私たちは、乳腺上皮細胞株にトランスフォーミング増殖因子βを作用させると発現が亢
進する転写因子 MAFK の機能について解析し、MAFK は細胞増殖や細胞死には影響する
ことなく上皮間葉移行とともに腫瘍形成能を誘導することを見出し、その機能の少なくと
も一部は、膜タンパク質 GPNMBの誘導によるものであることを明らかにした(6)(7)。また、
MAFKや GPNMBは、がん細胞を２次元の単層培養から in vivoの腫瘍形成あるいは３次
元のスフェア培養条件に移行させた時に、増殖が停止したがん細胞の一部に幹細胞遺伝子
の発現を誘導することで腫瘍形成やスフェアの持続的な増殖に関与することを明らかにし
た(8)。この発見は「GPNMB induces stemness in dormant breast cancer cells」というタ
イトルで Cancer Researchの Breaking Insightsに紹介された(9)。さらに扁平上皮がん細
胞においても TGF-β -stimulated clone 22 Homologous Gene-1 (THG-1)が転写因子
SALL4の分解抑制を介して幹細胞性を誘導し、スフェアの持続増殖能を獲得させることを
示した(10)。これらの研究により、増殖が停止したがん細胞集団の中で、幹細胞機能が再び
獲得されることで幹細胞数が持続的に増殖するようになり、これにともなって分裂による
細胞数の増加と細胞死による減少の動的平衡を生じるがん細胞総数が持続的に増加し腫瘍
を形成するようになるという新たながん細胞の持続的な増加の動態に関する概念が生まれ、
その背景にある分子機構の解析を開始した。 
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２．研究の目的 

本研究は、生物発光共鳴エネルギー移行 Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET)
を用いた幹細胞性（OCT4, SOX2, NANOG）と細胞増殖(MKI67)のレポーターを用いて、発光
顕微鏡を用いたライブイメージングを可能にし、がんの総細胞数、増殖細胞数、非幹がん細
胞の分裂回数、幹細胞数、がん幹細胞の分裂頻度（均等、不均等）ならびに非幹がん細胞に
幹細胞性が誘導される幹細胞性誘導によるがん幹細胞の増加数などを観察して、３次元の
スフェア培養条件並びに in vivoの主要形成過程において、がん細胞数の持続的増加が幹細
胞性誘導に依存して生じるという仮説を検証することを目的とした。 

   
３．研究の方法 

複数の乳癌細胞株、膵がん細胞株、食道がん細胞株、喉頭がん細胞株、膀胱がん細胞株を
用いて、２次元の単層培養、３次元のスフェア培養、浸潤アッセイ、免疫不全マウスを用い
た皮下腫瘍形成、尾静脈注射による肺における腫瘍形成実験を行い、得られた細胞や組織を
免疫蛍光染色、ウェスタンブロッティング、qPCR、RNA sequence、ライブイメージング、
FACSなどの方法で解析した。TMEPAI(PMEPA1)と THG-1についてはゲノム編集による
ノックアウト細胞も作成した。また GPNMBはノックアウト細胞が生存できなかったため、
siRNAや shRNAを用いてノックダウンを行った。種々の分子の siRNAによるノックダウ
ンを加え、幹細胞誘導やそのシグナル伝達機構を解析した。enhanced Nano-Lanternを用
いた BRET イメージングも行ったが、発光顕微鏡が機能せず研究期間中修理を繰り返した
が回復しなかったため、断片的なデータを取得するに留まった。 
組換え DNA 実験については、「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性
の確保に関する法律」と「筑波大学組換え DNA 実験安全管理規則」に基づき、大学に実験
計画を提出し、承認を得て実施した。 
動物実験については、「動物の愛護及び管理に関する法律」に従い、「動物実験の適正な実

施に向けたガイドライン（日本学術会議）」と「筑波大学動物実験取扱規程」に基づいて大
学に実験計画を提出し、承認を得て実施した。 
患者検体を用いた研究は、「ヒトを対象とする研究に関する倫理指針」に従い、倫理講習
を受講し、筑波大学医学医療系「医の倫理委員会」に研究計画を提出し、承認を得て実施し
ている。 

 
４．研究成果 

 MAFK, GPNMB, THG-1に加え、TGF-bによって直接発現が誘導される TMEPAI(PMEPA1)
も２次元の単層培養における細胞増殖やアポトーシスには影響しないが上皮間葉移行、３
次元のスフェア形成並びに腫瘍形成を強く誘導することを見出した(11)(14)(15)(18)。
TMEPAIは細胞質ドメインに 2つの PY モチーフとひとつの Smad 結合モチーフをもち、そ
の両者が腫瘍形成能に関与していた。PY モチーフは、E3 リガーゼである NEDD4-2に結合
し、NEDD4-2による PHLPP1の分解を促進することで AKTの S473の脱リン酸化を抑制し
て AKTを活性化していた(11)(14)(15)。 
 THG-1 は活性化 RAS の下流で S264 がリン酸化され活性化して腫瘍形成能や浸潤能を亢
進させた。THG-1 の下流では、SALL４タンパク質の分解抑制に加え、CD44 のスプライシ
ングが起こり、バリアントフォームの CD44 が増加することも腫瘍形成脳に関与していた
(18)。 
 通常のスフェア培養は細胞が浮遊して移動するため長期のイメージイングには適してい
ないため、種々の培養条件を検討し、ポリビニルアルコールが幹細胞誘導を亢進することも
見出した(12)。イメージングにはマトリジェル内への包埋や培養液の粘稠性をあげることも
有効だった。 
 GPNMBの機能には SRCによる hemITAM チロシンのリン酸化に加え、増殖因子シグナル
によるヒト GPNMB isoform b S530 (マウス GPNMB S546)のリン酸化も必要だった(13)。
GPNMBは、喉頭がんでも増殖が停止した一部のがん細胞で発現し、腫瘍の悪性化に関与し
ていたが、膀胱がんではほとんどのがん細胞で発現し、浸潤能の亢進に関与していた(17)(19)。 
  がん細胞は、２次元の単層培養条件では、ほとんどの細胞が Ki-67 陽性で幹細胞に依存せ
ず連続的に細胞周期を周り総細胞数の対数増加を示すが、スフェア培養に移すと、細胞死が
活性化した。死ぬ細胞の割合は細胞株ごとに異なっていたが、生存している細胞は増殖が停
止し、その一部で幹細胞性遺伝子の発現が誘導された。また不均等な細胞分裂が多く観察さ
れ、分裂後の２つの娘細胞のうちひとつだけが引き続き分裂し、もう一方は分裂を停止して
いることが多く観察された。また GPNMBのノックダウンにより、不均等分裂した娘細胞の
ひとつだけが膨化して細胞死に至る像が多く観察された。この現象は現在も解析を継続し
ており、幹細胞誘導と幹細胞の不均等分裂並びにこれに伴う細胞寿命の変化について検討
している。 
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