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研究成果の概要（和文）：変異p53のがんの悪性化機構に対し3次元培養とSingle Cell解析を組み合わせること
で、がん組織や3次元培養のHeterogeneityと悪性化の関わりを検討した。がん悪性化や休眠のスイッチ機構の分
子基盤の一つとして、変異p53がメバロン酸合成経路の鍵因子であるSterol regulatory element-binding 
protein 2を活性化するプロセスと、その制御メカニズムであるSREBP cleavage-activated proteinを見出し
た。下流ではGGPP経路とRho-Rac-Cdc42を介したアクチンフィラメントの重合作用を司る分子群が重要な役割を
果たした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the underlying mechanisms of mutant p53 in malignant 
transformation, we investigated the relationship between heterogeneity and malignant transformation 
of cancer tissues by combining 3D culture system and single cell RNA-seq analysis. As one of the 
molecular basis for the switch mechanism of cancer malignant transformation and dormancy, we found 
that mutant p53 activates sterol regulatory element-binding protein 2, a key transcriptional factor 
in the mevalonate synthesis pathway, and its regulatory mechanism, SREBP cleavage- activated 
protein. Additionally, downstream, a group of molecules controlling the GGPP pathway and 
Rho-Rac-Cdc42-mediated polymerization of actin filaments played important roles.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 乳がん三次元培養　変異P53　　休眠スイッチ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性がんの原因として、休眠状態での生き残りや幹細胞特性からの再増殖が、抗癌剤や放射線治療からのダメ
ージを回避による治療抵抗性、再発・転移のメカニズムとして推定されている。本研究成果は、がん悪性化や休
眠のスイッチ機構の分子基盤であり、これまでの学術体系を大きく変革・転換させる可能性が期待できる。特
に、「乳がん細胞における特定の悪性形質クラスター」を標的とした新たな治療法の開発へと繋がり、難治性が
んの克服が期待できる。

※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 3 次元培養技術の発達により、特定のがん種において、生体のがん組織中のがん細胞集

団構成は階層性構造を持つことや、幹細胞特性を持つ腫瘍起源細胞(cancer initiating cell)が存

在することが示されてきた。このようながん幹細胞特性の本質には、がん抑制遺伝子 p53 変異

に伴う「Gain of Function」や、代謝環境とニッチ（がん微小環境）がもたらす「休眠状態」と

「多分化能」が重要な役割を果たすと考えられている。研究代表者は、これまでに乳がん 3 次元

培養システムを樹立し、変異 p53 が悪性形態構成に関連し、p53 と c-Myc を標的とすることで

高い抗腫瘍効果を発揮することを明らかにしてきた。また、p53 による代謝調節作用が

Oncogenesis や腫瘍抑制作用の制御に重要であることも明らかにした。これらの知見から、がん

幹細胞性特性と変異 p53 による代謝制御機構が、悪性化と治療後の再発に至る休眠スイッチ機

構に密接に結びつくという着想に至った。しかしながら、がんの Heteroplasticity と代謝環境・

ニッチの機能的接点から捉えた分子メカニズムは十分に明らかでない。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、難治性乳がんや治療抵抗性病態のメカニズム解明とそれに基づく革新的治

療法開発への応用を目的に、Single Cell 解析とがん 3 次元培養を組み合わせて、変異 p53 がも

たらすがん Heteroplasticity と幹細胞特性への影響を、特に「乳がん悪性化における休眠スイッ

チ機構と作用メカニズム」の観点から明らかにすることである。従って、難治性乳がんや再発の

新たなバイオマーカーや革新的創薬シーズの発掘に資する成果が期待できる。 

 

３．研究の方法 

 

研究の方法は、まず RNA-seq 解析による変異 p53 特異的ながん悪性化経路遺伝子の探索とし

て、乳癌細胞株 MDA-231 の変異 p53 をノックアウト(KO)した細胞株、p53KO 細胞に p53WT を組み

込んだ Knock-in(KI)細胞株を作成して、パネル化を行った。それらを用い、3次元培養時の各ジ

ェノタイプごとの、MCF7 と MDA-231 を用いコロニー形態観察と形態変化の割合を検討した。次

に、scRNA-seq/scATAC-seq 解析(bulk と比較)により変異 p53 特異的ながん悪性化経路の探索を

行った。2番目の検討項目として、変異 p53 転写複合体解析によるエピゲノム制御因子の生化学

的な探索を行った。LC-MS/MS 解析を用いたプロテオミクス解析を用いて、3 次元培養時の変異

p53 複合体解析によりスイッチ候補分子の探索を行った。特に、悪性形態の違いによる有意発現

変動分子の解析を行った。最後に、3 次元培養を用いた Single Cell 解析(scRNA-seq/scATAC-

seq)による悪性化-休眠状態制御因子群の同定を行った。3 次元培養を用いて、様々な条件にお

ける乳がん細胞集団から、シングルセルを digestion した。死細胞を除去し、1 検体あたり約

20,000 個の細胞集団を得る。その後、標識のための Barcode beads がついたゲルビーズを加え

てエマルジョンを作成し、逆転写により cDNA を作成、RNA sequence を行った。数千個〜数万個

におよぶ細胞集団から、1細胞あたり数千〜数万の遺伝子 profile を得ることができ、それらの

情報に対して Seurat2 を用いて解析した。 

 

 



４．研究成果 

 

多くのがんでは p53 の変異・欠失が認められ、特に変異 p53 は Gain of Function によりがん

悪性化の方向に機能することが明らかにされている。そこで、まず初めに乳がんの細胞株におい

てこの変異 p53 の Gain of Function がどのように悪性化に関係しているのかを検証する目的

で、p53 ステータスが WT の MCF7 と変異 p53 を持つ MDA-231 を用い検討を行った。 培養方法と

して、OnTop３D を用い、7日後に形態変化の確認や遺伝子発現の検討を行った。尚、遺伝子改変

は CRISPR/CAS9 システムを用い、MDA-231 の p53 を KO した。更に、MDA-231KO 細胞に Tet-on 

SYSTEM を用い Dox-inducible な p53WT と p53 R280K を組み込んだ細胞株も作成した。これらの

細胞株を 3次元で培養すると、様々な組織学的形態をとることが報告されているが、我々のモデ

ルにおいても、既報に合致して、大きく 3つに分類可能であった。具体的には、管腔構造を持つ

良性の Lumen 型、管腔構造を失ったが構造が比較的保たれている中間型の Intermediate 型、形

が崩れた悪性形質である Malignant 型となる。また、MDA-231 においてはこのほかに、コロニー

形態が保てなくなり、形が崩れ細胞の遊走が見られた群が確認できました。それらの群を悪性形

質の中でも特に migration 能力の高い群とし、poor-architecture と定義した。そこで、p53 が

野生型であるMCF7とp53が変異型であるMDA-231を比較して、コロニー形態の割合を検討した。

予想通り、MDA-231 細胞では MCF7

細胞に対し Lumen 型の減少と

malignant の顕著な増加、特に

poor-architecture 型の有意な増

加を認めた(図 1:左)。その違いの

分子基盤とシグナル経路を明ら

かにする目的で、bulk RNA-seq を

用いて検討した結果、発現変動遺

伝子の上流転写因子として、Tp53

経路が集積していた。この結果は、p53 のゲノムステータスが、形態変化に関わる悪性形質の獲

得に関与していることを示している。実際に、MDA-231 細胞で p53 ゲノムステータスを KO した

細胞株を用いて確認すると、p53WT や KO 細胞株に比べ、変異ｐ53発現細胞株で悪性化形質、特

に poor-architecture の大幅な増加を認め(図 1:右)、変異 p53 が乳癌の悪性化形質に重要な役

割を果たすことが示された。 

次に、まず、MDA-231 における変異 p53 と p53KO 細胞株での Single Cell RNA-seq 解析

(scRNAseq)を行った。scRNAseq のデータを活用して、発現変動遺伝子の上流の転写因子を探索

すると、興味深いことに TP53、脂質代謝に関係する SREBF1 や低酸素誘導因子である HIF1A など

が上位に同定された。特に、SREBF1 の下流

遺伝子や、メバロン酸合成経路遺伝子であ

る FDPS,HMGCS1などが変異p53で上昇して

いることが確認でき、変異 p53 による悪性

形質にコレステロール合成経路の関与が

示唆された。そこで、コレステロール合成

経路の中で特にメバロン酸合成経路に着

目しました。メバロン酸合成経路は、

SREBP2 により主に制御を受けていること

が明らかにされている(図 2)。そこで、メ

バロン酸合成経路の関与を明らかにする



目的で、HMGCo-A 阻害剤であるスタチンを用いて、メバロン酸合成経路を阻害することの影響を

検討した。その結果、メバロン酸合成経路の阻害により、悪性形質の大幅な減少を認め、特に

poor-architecture はほぼ消失した。一方で、阻害状態にメバロン酸合成経路の中間代謝産物で

あるメバロン酸、FPP、GGPP を添加すると悪性形質の抑制効果が解除された。しかしながら、コ

レステロール添加では悪性形質の抑制は解除されなかったが、細胞増殖の増加を認めた。これら

の結果から、メバロン酸合成経路が乳がん悪性化において重要な役割を果たすことを確認でき

た。 

そこで、次にメバロン酸合成経路のキーレギュレーターである SREBP2 の関わりとその制御メ

カニズムを詳細に検討した。SREBP2 は、小胞体で作られ、その後ゴルジに輸送され、そこで膜

貫通領域の 2 か所が切断され、その N 末端側が核内に移行し下流遺伝子のプロモーター領域に

結合することで、下流遺伝子の発現を制御することが明らかにされている。この SREBP2 のサイ

レンシング効果を検討すると、メバロン酸合成経路を阻害した時と同様に、poor-architecture

が有意に減少し、FPP、GGPP といった中間代謝産物の添加により、その抑制効果が解除されるこ

とが明らかとなった。すなわち、乳がん悪性化の機序には SREBP2 が関与し、SREBP２によるメバ

ロン酸合成経路の制御が重要であることが示された。 

最後に、変異 p53 がどのようなメカニズムで、SREBP２による下流因子制御機構とクロストー

クしているかを明らかにすることにした。SREBP2 が転写因子であり、切断後に核内に移行する

ことに着目し、SREBP2 の細胞内局在を検討した。高解像度の共焦点顕微鏡を用いて、免疫染色

により細胞内局在を検討すると、変異p53でSREBP2

の核内へのより強い集積が観察された(図 3)。この

ことから変異 p53が SREBP2 の核内への局在を調節

し、メバロン酸合成経路の活性化をもたらすこと

で悪性化に寄与している可能性が示された。更に、

メバロン酸合成経路遺伝子である DHCR7 のプロモ

ーター領域へ結合をChIPAssayにより検討すると、

SREBP2 の結合部位である SRE サイトに SREBP2 だ

けでなく変異 p53 も結合することが明らかとなり

ました。これらの一連の解析から、変異 p53 の新た

な gain of function の機能として、SREBP2 の核内

移行と転写調節を制御することで、SREBP2 依存的

にメバロン酸合成経路を制御する機序を介して、

乳がん悪性化に関与することが示唆された。 
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