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研究成果の概要（和文）：がんは、細胞数が持続的に増殖し続けることを第一の特徴とする疾患である。近年、
腫瘍形成能をもち、薬剤耐性や転移・再発をもたらし、がん患者の予後の悪化を既定する細胞は、ごく一部のが
ん細胞だけで増殖が止まっている細胞であることが知られるようになり、がん幹細胞と呼ばれている。本研究
は、増殖が停止した乳癌細胞の一部でGPNMBが細胞表面に輸送され、幹細胞の特性を誘導することでがん細胞の
持続的増殖を誘導することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cancer is characterized by the continuous increase of total cell numbers. 
However, drug resistance, metastasis and recurrence, which cause poor outcome of cancer patients, 
depend on the small numbers of growth-arrested cancer stem cells. In this research, GPNMB was shown 
to be exposed on the cell surface of growth arrested breast cancer cells and induces stem cell 
properties. This discovery elucidated the essential role of GPNMB in growth arrested breast cancer 
cells to promote tumorigenic growth of cancer cells. Therefore, it is expected to contribute the 
development of a novel cancer therapy which can target cancer cells initiating metastasis and 
recurrence.

研究分野：病理学、腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、増殖が停止したがん細胞が、がん細胞集団の持続的増殖をもたらすことを示している。これによりが
ん細胞が増殖停止状態と細胞周期を回っている状態を移行しながら持続的増殖を示すという細胞増殖動態が示唆
され、転移や再発に寄与する分子機構であることから、進行して転移や再発を起こしたがんの治療も可能にする
新たな分子標的治療の開発につながることが期待される。また、この病理発生機序は、多くのがんで共通に働い
ているため、特定のがん遺伝子産物を標的とする従来のがん治療に比べ多くのがん患者に適用できる治療法とな
ることが期待される。

※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 

Glycoprotein NMB (GPNMB)は、メラノサイト（色素細胞）や骨芽細胞などに発現している１
回膜貫通型の糖タンパク質で、メラニン色素の合成や骨芽細胞への分化と骨形成能に関わって

いることが知られていた。さらに悪性黒色腫、神経膠芽腫、乳癌、遺伝性腎癌の一部などで強く

発現が亢進しており、がんの発生進展に関与していることが示唆され、抗 GPNMB抗体抗がん剤
複合体（antibody-drug conjugate: ADC）の悪性黒色腫と乳癌に対する臨床試験が米国で行われて
いた。私達は、乳腺上皮細胞に転写因子 MAFK を発現させると、マウスへの移植実験で浸潤性
増殖を示すがん細胞に形質転換していることを発見して、転写遺伝子である MAFK がどのよう
な標的遺伝子の発現制御を介して細胞のがん化を誘導しているかを網羅的に解析した結果とし

て GPNMBにその機能があることを発見した（Okita et al. Science Signal., 2017）。しかし、GPNMB 
がどのような分子機序でがんの発生に関与しているかはほとんど解析されていなかった。さら

に私達は、本研究計画を立案する過程で、乳癌細胞における GPNMBの機能を予備的に解析した
ところ、GPNMBがごく一部の増殖が停止した乳癌細胞でのみ細胞表面に輸送され、GPNMBを
細胞表面に発現している細胞でのみ幹細胞性が誘導されることを発見して、本研究計画を企画

した。また、GPNMBの細胞内ドメインにある hemi-Immunoreceptor Tyrosine based Activation Motif 
(himITAM)構造中にあるチロシン残基が SRC によってリン酸化されることを見出し、このチロ
シンのアラニンへの点変異によって GPNMBが腫瘍形成能を失うことも明らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、GPNMB が休眠期がん細胞で細胞表面に発現し、幹細胞性を誘導することを発見し
たことに基づき、GPNMBによる腫瘍形成能に関する作用機構を明らかにすることを目的とした。
GPNMB が幹細胞性誘導に関わることを示した研究は他に例がない。幹細胞性誘導能を失う
GPNMBの変異体を複数作製し、GPNMBのどの分子構造がどのような機序を解して腫瘍形成を
もたらすのかを明らかにする。GPNMBを細胞表面に発現している休眠期がん細胞を FACSで分
取し、幹細胞性誘導能を解析することも目的とした。将来的には、休眠期のがん幹細胞を特異的
に殺傷して、再発のないがん治療法を確立して、すでに転移・再発をきたしているがんの完治を
もたらす転移・再発がんの治療方法の開発を可能にするための基礎研究を行うことを目指した。
また、がん細胞同士の接着性が低下して幹細胞機能に依存するスフェアの増大を示すことがで
きないがん細胞でも幹細胞依存的な増殖を解析することを可能にする細胞培養法の開発を目指
した。 
 
３．研究の方法 
(1) GPNMB の種々の変異体を作製して、乳腺上皮細胞に発現させ、幹細胞性誘導と腫瘍形成能
に及ぼす影響を調べて、これらの機能に関わる GPNMBの構造について解析した。 
 
(2) すでに幹細胞性誘導ならびに腫瘍形成に関与することを明らかにしていた hemITAM のチロ
シン残基のリン酸化を検出する抗体を作製した。 
 
(3) GPNMB の細胞内分布と細胞増殖動態，幹細胞性誘導、腫瘍形成能の関係について、スフェ
ア培養した乳癌細胞あるいはマウス移植腫瘍から単離した乳癌細胞の FACS解析、qPCRによる
遺伝子発現解析、Extreme Limiting Dilution Assay (ELDA)法などによる幹細胞機能の解析、２次腫
瘍形成能の解析によって検討した。 
 
(4) GPNMBの細胞外にある Kringle-like domain (KLD)の機能について、細胞培養実験や腫瘍形成
能の解析ならびに遺伝子発現検討などによりその作用機序の検討を行なった。 
 
(5) 幹細胞機能に依存する新たな細胞培養法の必要性を鑑み、Polyvinyl alcohol scaffoldを用いた
新たな細胞培養法について検討した。 
 
４．研究成果 
(1) GPNMB の種々の変異体を作製して、乳腺上皮細胞に発現させて、幹細胞性誘導と腫瘍形成
能に及ぼす影響を調べ、hemITAMと KLDを含む４カ所の変異体で、GPNMBの腫瘍形成能が失
われることを明らかにした。 
 
(2) すでに幹細胞性誘導ならびに腫瘍形成に関与することを明らかにしていた hemITAM のチロ
シン残基のリン酸化を検出する抗体を作製して、このチロシンが SRC によってリン酸化される
ことを確認した。 



 

 

 
(3) 乳癌細胞は、２次元（2D）の単層培養を行うと幹細胞性遺伝子の発現を示さず幹細胞に依存
しない持続的な増殖を示すが、３次元(3D)のスフェア培養では、SOX2, NANOG, FOXO3などの
幹細胞性遺伝子の発現を伴って増殖する（図１A, B）。スフェア培養やマウス個体内での腫瘍形
成条件では、KI67 陽性の細胞周期を回っているがん細胞と KI67 陰性の細胞周期を停止した癌細
胞が混在した状態で全体として総細胞数の持続的増加が起こり（図１C）、GPNMBは増殖が停止
している細胞でのみ細胞表面に輸送され、またエンドサイトーシスによって細胞内に取り込ま
れていることが明らかになった（図１D）。さらに、GPNMBの細胞表面への輸送は、トランスフ
ォーミング増殖因子βの刺激で亢進することも示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 単層培養(2D)とスフェア培養（3D）における幹細胞性遺伝子の発現(A, B)、ならびに単層
培養、スフェア培養、移植腫瘍における細胞増殖動態の変化（C）と増殖が停止した乳癌細胞に
限局した GPNMBの細胞表面への発現(D) 
 
マウス個体内で腫瘍を形成している乳癌細胞を単離して FACSで解析すると、ごく一部の細胞で
のみ GPNMB が細胞表面に発現していた（1-10%）。これらの細胞で幹細胞性遺伝子の発現を調
べると、GPNMBを細胞表面に発現している細胞でのみ幹細胞性遺伝子（SOX2, NANOG）の発
現が誘導されており（図２A）、この細胞群は細胞表面に GPNMB を発現していない乳癌細胞と
比較して 20 倍強い腫瘍形成能を有していた（図２B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ GPNMB を細胞表面に発現している乳癌細胞に特異的に見られる幹細胞性遺伝子の発現
（A）と移植腫瘍形成能（B） 
 
さらに、GPNMBによる幹細胞性誘導とスフェア形成能・腫瘍形成能の関係を調べることを目的
としてGPNMBの細胞内ドメインにある hemITAMのチロシン残基をフェニルアラニンに置換し
て、SRCによってリン酸化されない GPNMBの変異体（YF変異体）を作製したところ、GPNMB
を発現している乳腺上皮細胞を３次元培養することで誘導される幹細胞性遺伝子の発現亢進が
失われ（図３A）、これに伴い、スフェア形成の誘導能（図３B）と移植腫瘍形成能（図３C）も
失われ、GPNMB による腫瘍形成促進には、hemITAM のチロシンのリン酸化に依存する幹細胞
性誘導が必要であることが示された。 
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図３ hemITAMの変異（YF）による幹細胞性誘導能の消失（A）とスフェア形成能（B）、移植
腫瘍形成能の消失（C） 
 
 
(4) GPNMB の細胞外にある KLD の機能について KLD を欠失させた変異体（ΔK）を作製して
解析した。GPNMBの KLDドメインが失われても、細胞内での GPNMBの発現分布には影響し
なかったが、スフェア形成や移植腫瘍の形成能は大きく低下し（図４A-C））、このドメインが
GPNMBの腫瘍形成誘導に必須であることが示された。また、GPNMBΔKは、細胞遊走促進能も
失われていた（図４D）。このΔK 変異体の機能異常について分子レベルで解析したところ、野
生型の GPNMBはWNT/βカテニンシグナルの受容と伝達を亢進させるのに対し、ΔK変異体で
はこの機能が失われていることが WNT/βカテニンシグナルのレポーターアッセイと標的遺伝
子の発現誘導の解析で示された（図４E, F）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ KLD の欠失（ΔK）によるスフェア形成能の低下（A）、腫瘍形成能の低下（B）、細胞遊
走能の低下（D）とWNTシグナル伝達促進能の低下（E, F） 
 
GPNMB はメラノサイトや骨芽細胞においては細胞分化に依存した特有の細胞内分布と機能を
もつが、上記の研究結果から、乳癌細胞においては、増殖停止に依存して細胞表面に輸送され、
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細胞増殖因子刺激による SRC の活性化に依存して WNT シグナルの受容と伝達に関わり、幹細
胞性遺伝子の発現を誘導することで腫瘍形成を促進するという、増殖が停止したがん細胞にお
ける役割によってがんの持続的な増殖を誘導するユニークな作用機序をもつことが示唆された。
また、このような研究結果は、がん細胞の持続的な増殖には、増殖が停止している細胞の役割が
必須であり、がん細胞は増殖停止して種々のストレスに耐性を示す状態と細胞周期を回る状態
を移行しながら全体としてがん細胞数の持続的な増加をもたらしていることが示唆された（図
５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 増殖が停止したがん細胞における幹細胞性誘導によるがんの持続的増殖機構（モデル） 
 
 
(5) 多くのがん細胞は、細胞同士の接着能が低下しており、移植腫瘍の形成能が強い細胞でも培
養実験で幹細胞機能に依存する細胞増殖を検討する方法のないものが多い。そこで、Polyvinyl 
alcohol scaffoldを用いた新たな細胞培養法を確立した。今後、この方法を用いライブイメージン
グシステムを構築することで、がん細胞の持続的な増殖動態の長期観察を可能としたい。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ 架橋 Polyvinyl alcohol scaffold (PVF)(a)を用いた乳癌細胞の持続的増加の走査型電子顕微

鏡像（b 10 日、c 20 日、d 30 日、bar 100 μm）と SOX2遺伝子（e）ならびに GPNMB遺伝子
（f）の発現 
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