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研究成果の概要（和文）：乳腺細胞の増殖、分化、細胞死が正確に制御されることで、正常な腺房が形成される。また
その制御の破綻によって、腺房や乳管を構成する細胞が過剰な増殖能や細胞死抵抗性を獲得すると乳がんを形成する。
本研究では、乳腺細胞の性質を制御する上皮増殖因子群などがヒト不死化乳腺上皮細胞MCF10Aの性質を決定する分子機
構を解析した。本研究によって、細胞内シグナル経路の活性化強度が乳腺細胞の形質決定や可塑性制御に重要な役割を
果たすことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The family of EGF ligands and the EGF receptor (EGFR) signaling system is crucial 
for numerous physiological and pathological events. EGF and amphiregulin (AREG) share a common EGFR, but 
they are capable of inducing distinctly different biological outcomes. Here, we found that EGF and AREG 
reversibly interconverted two distinct phenotypes of MCF10A. They differed in the expression of 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers, the mode of cell migration and the ability for 
acinus-formation. We also found that ligand-switching between EGF and AREG transiently altered the 
integrated signal strength of the shared EGFR-MEK1-ERK2 pathway, thereby reversing the relative 
expression levels of a downstream EMT regulator, ZEB1, miR-205 and miR-200c. These results suggest that 
cognate EGFR ligands sharing the same signaling molecules could reversibly interconvert mammary 
epithelial cell phenotypes through the control of signal strength.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 

乳腺の腺房(acini)は、妊娠を機に発達して授
乳終了に伴い退縮するというリモデリング
を繰り返す組織である。乳腺細胞の増殖、分
化、細胞死が正確に制御されることで、正常
な腺房が形成されるが、この制御が破綻して、
腺房や乳管を構成する細胞が過剰な増殖能
や細胞死抵抗性を獲得すると乳がんとなる。
これまで乳がんの細胞株や組織を用いた研
究が盛んに行われてきた。一方で、正常な乳
腺上皮細胞の形質解析や腺房組織構築の過
程については、未だ不明な点が多い。したが
って、腺房形成の過程を正確に理解し、どの
分子機構が破綻することによってがんが引
き起こされるのかを解明することが不可欠
である。 

 

２．研究の目的 

 

ヒト正常乳腺細胞MCF10A の3 次元培養系
は、生体における腺房構築やがん化過程を in 

vitro で再現できるモデルである。私は、
MCF10A に上皮増殖因子 epidermal growth 

factor(EGF)やその類縁因子 amphiregulin 

(AREG)、また STAT ファミリーのサイトカ
イ ン Interferon-gamma (IFNg) や 

Interleukin-6 (IL6)を添加すると、MCF10A

が異なる表現型を示すことを見出した。本研
究では増殖因子やサイトカインが、乳腺上皮
細胞の形質決定や腺房の組織構築に果たす
役割の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

不死化乳腺上皮細胞 MCF10A は増殖するた
めに EGF を必要とする細胞である。まず、
構造的に類似した増殖因子 AREG が EGF の
増殖機能を代替できるかを検討した。次に、
表現型の解析として、DNA マイクロアレイ
解析を行い、得られた情報を元に、上皮・間
葉のマーカー分子を用いた免疫染色で細胞
の形質について検討を行った。また、
MCF10A をマトリゲル上で三次元培養し、腺
房様構造の構築能、及び、構築された構造の
解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) EGF と AREG は異なる表現型の上皮細
胞集団を生み出す 

 

AREG は EGF と同様に EGF 受容体に結合
して細胞内シグナル伝達経路を活性化する。
ただしEGF受容体に対する親和性はEGFと
比較して、AREG の方が 10 倍以上低いこと
が知られている。私は EGF と等モルの
AREG を培地に添加し、細胞増殖が維持でき
るかどうかを確認した。その結果、確かに
MCF10は AREG で維持できることが分かっ
た。興味深いことに、両因子で培養した細胞
は、表現型が明らかに異なるものであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表現型の違いを解析するため、マイクロアレ
イ解析を行ったところ、EGF で培養した細胞
集団では、相対的に間葉細胞マーカー
(N-cadherin, vimentin など)の発現量が高く、
AREG で培養した細部尾集団は上皮細胞マ
ーカー(E-cadherin, claudin など)の発現量が
高いことが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) EGF と AREG が誘導する表現型変化は
可逆的に制御できる 

 

AREG で 強 い 上 皮 の 表 現 型 を 呈 し た
MCF10A について、培地を再度 EGF 含有の
ものに戻したところ、当初の間葉様細胞の表
現型を呈することが分かった。また EGF と
AREG の切り換えは表現型の変化を複数回
に渡って繰り返すことが可能であった。これ
らの特性は乳腺細胞が本来持っている可塑
性によるものである可能性が考えられた。 

 

 

 



(3) EGF と AREG は共通の EGF 受容体
-MAP キナーゼ細胞内シグナル伝達経路を介
して、異なる表現型を導く 

 

EGF と AREG が活性化する EGFR-MAP キ
ナーゼ経路について解析した。その結果、
EGFがEGFR経路を強く活性化する一方で、
AREG による活性化の程度は非常に弱く、こ
の結果、上皮間葉転換の制御因子である
ZEB1 の発現量変化がもたらされ、最終的に、
上皮・間葉という形質が決定されていること
が明らかになった。下記がモデル図である(福
田信治、論文投稿中)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) IL-6 と IFNg は異常な腺房様構造を形成
させる 
 
MCF10A をマトリゲル上で培養し、腺房様構造
の形態を観察した。下記左図が EGF のみで培
養した結果である。これに対して、IFNg を添
加すると内腔にも細胞が存在する異常な構
造を示すことが分かった(下記図、中央)。
IL-6 を添加した場合、下記図右に示すように、
サイズの大きな腺房様構造が形成された。
INFgあるいはIL6単独では腺房形成活性がな
く、腺房形成には EGF ファミリーの増殖因子
が必要なことから、STAT 経路の作用点は EGF
受容体(EGFR)経路上に存在すると考えられ
た。この点については、解決すべき今後の課
題として検討する必要がある。 
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