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研究成果の概要（和文）：本研究では上皮細胞集団が分岐を伴った管腔構造を形成する仕組みを明らかにすることを目
的とした。培養上皮細胞やマウス胎児臓器原基を用いた3次元培養法を用いて、液性因子によって誘導される独自の管
腔形成モデルを構築した。液性因子シグナルの下流で管腔形成を制御する複数の標的遺伝子（管腔形成遺伝子）を同定
し、それらが遺伝子ごとに細胞の形態、極性、増殖、分化、および接着といった多彩な細胞機能を調節する機構を解明
した。興味深いことに、同定した管腔形成遺伝子は複数のヒトがんにおいて過剰発現しており、機能阻害によって腫瘍
形成が抑制されることから、これまでに報告されていない新規のがん分子標的となることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we aimed to clarify the molecular mechanisms of 
epithelial tubular formation. Using three dimensionally cultured epithelial cell lines and primary 
organs, including ureters, lung, and salivary glands, from fetal mice, several model systems for 
analyzing tubular formation induced by growth factor signaling were generated. We identified several 
critical regulators in tubular formation downstream of the growth factor signaling, and proposed their 
cellular functions in epithelial cell morphology, polarity, growth, differentiation and adhesion. 
Interestingly, they were also overexpressed in various human cancers and associated with prognosis. 
Therefore, our new approaches prompt us to identify previously unrecognized novel molecular therapeutic 
targets for cancer.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
細胞が極性を獲得することは、様々な生命

現象において細胞が示す重要な特性である
(Goldstein, B. et al. Dev. Cell, 13, 609, 
2007)。例えば、発生過程では、極性化と脱
極性化を組み合わせることで細胞形態は変
化し組織や臓器が形成されるが、この際には
複数の細胞の極性化が空間的時間的に巧妙
に調整されなければならない。上皮管腔組織
は、伸長しながら頂底極性を確立することで
中空構造を形成し、さらに表面積を広くする
ために分岐する。これまでに個々の細胞にお
ける頂底軸や運動時の前後軸等の極性決定
の分子機構は明らかになってきたが、細胞が
集団となって、極性化しながら組織を形成す
る機構の理解は不十分である。現在、ES細胞
や iPS 細胞、組織特異的幹前駆細胞等はマー
カーを用いて選択することにより、単離が可
能な段階になってきている。今後は、これら
の幹前駆細胞等を in vitro で必要な細胞あ
るいは組織へと誘導する分子機構を明らか
にすることが、肺や肝臓、膵臓、腎臓、外分
泌腺などの管腔臓器の発生の過程を理解し、
再生へ応用するために必須の課題である。 
上皮組織の形態形成には、Wntや TGF-β、FGF、
Hedgehog 等多くの液性因子が関与している。
また、上皮細胞と細胞外マトリックス（ECM）
の相互作用、すなわち細胞基質間接着も必要
不可欠である。 
私共はこれまでに、細胞増殖や分化、運動

におけるシグナル伝達機構の役割を解析し
てきた。この 10 数年は管腔臓器形成に必須
であるWntシグナルによる細胞機能制御の解
析を行った。その間に、Wnt シグナル制御の
仕組み(Kikuchi, A. et al. TiCB 2009; Ikeda, 
S. et al. EMBO J. 1998; Yamamoto, H. et al. 
Dev. Cell 2006 & 2008; Sato, A. et al. EMBO 
J. 2010)や Wnt による細胞の運動や極性の新
たな制御機構(Matsumoto, S. et al. EMBO J. 
2010)、その異常による癌の悪性化との関連
(Yamamoto, H. et al. Gastroenterology 
2009）等を明らかにしてきた。そこで、これ
までの私共の細胞の増殖や運動制御に関す
る研究の実績に基づいて、液性因子と細胞接
着が協調して上皮管腔組織の形成を制御す
る分子機構を明らかにすることが、上皮組織
の枠を超えた細胞集団の組織化の分子機構
の解明に繋がるという思いに至った。 
 
２．研究の目的 
「液性因子」と「接着」により、上皮細胞

が管腔構造を形成する分子機構を明らかに
することが第一の目的である。機能に応じて
管腔組織の構造は臓器毎に多様性があり、管
腔構造の形成機序には一定の臓器特異性が
あると考えられる。そんために、管腔構造形
成の過程を上皮細胞集団の「伸長」、「分岐」、
「極性化」に分けた。これらの過程における
共通の制御機構を見出すと共に相違点を明
らかにするため、次の目標を設定した。 

「伸長」：管腔構造を形成するためには、上
皮細胞は基質内で増殖すると共に、伸展・運
動しなければならない。上皮細胞の伸長を制
御する「液性因子」と「接着」シグナルを明
らかにする。 
「分岐」：限られた体積の中で管腔内腔の表
面積を広くするために、管腔構造が分岐する
ことが必須である。上皮細胞と間質細胞から
分泌される液性因子やECMならびに上皮細胞
と間質細胞との相互作用が分岐を誘導する
機構を明らかにする。 
「極性化」：上皮細胞が頂底極性を構築する
ことは、生体内外を分離し、中空構造を形成
するために必須である。一方、管腔構造を伸
長したり、分岐したりする際には、上皮細胞
は極性を維持し続ける場合と、一過的・局所
的に頂底極性を喪失する場合がある。この上
皮細胞の管腔構造形成における極性化・脱極
性化の分子機構を明らかにする。 
予想される研究成果として、下記に点が挙

げられる。すなわち、液性因子と細胞接着に
よるシグナルネットワークを介する上皮管
腔組織の形態形成の分子機構が明らかとな
る。本研究成果は種々の上皮管腔臓器の発生
と再生の仕組みを理解するための分子基盤
を提供するものであり、再生医療を現実のも
のとするために必須の事項である。また、一
旦確立した上皮組織の極性が破壊されるこ
と（上皮間葉転換）が発がんに関与すること
は知られており、発がんの新規の分子機構を
解明することができる。 
 
３．研究の方法 
（１）増殖因子シグナルの協調的な作用によ
る管腔構造形成の解析 
 ラット腸管上皮細胞（IEC6）をマトリゲル
（細胞外基質タンパク質複合体）内で三次元
培養し、EGF と Wnt3a を刺激した。管腔構造
を形成した上皮細胞から mRNA を調整して、
microarray 解析を行い、管腔構造形成に関与
する分子を同定した。ADP-ribosylation 
factor (ARF)-like 4c （Arl4c）を siRNA に
よりノックダウンして、管腔形成時における
増殖制御における機能を解析した。 
（２）接着シグナル依存的な頂底極性形成の
解析 
 ラット腸管上皮細胞（IEC6）をマトリゲル
（細胞外基質タンパク質複合体）上に播種し、
頂底極性を形成させた。この際、Wnt5a とそ
の下流因子であるDvlをノックダウンして頂
底極性形成を解析し、Rac と Rho の活性を測
定した。 
（３）増殖因子シグナルによる細胞—接着制
御機構の解析 
 ラット腸管上皮細胞（IEC6）をマトリゲル
（細胞外基質タンパク質複合体）内で三次元
培養し、EGF と Wnt3a を刺激し、管腔を形成
するモデルにおいて、Arl4c 以外の標的遺伝
子として P2Y2 receptor（P2Y2R）を同定し、
同遺伝子をノックダウン及び過剰発現する



ことにより、管腔形成時における細胞と基質
間接着の制御に対する役割を解析した。 
（４）上皮細胞における増殖因子の極性分泌
の解析 
 イヌ腎上皮由来細胞 MDCK に対して、各種
Wnt リガンド（野生型及び糖鎖修飾サイトの
変異体）の過剰発現細胞を作成した。これら
をトランスウェルフィルター上にコンフル
エントになるまで培養した後、頂端側及び側
底部側の培養液を回収することにより、Wnt
リガンドの分泌量をウェスタンブロットに
より測定した。 
（５）器官培養系を用いた上皮管腔組織形成
機構の解析 
 マウス胎児由来の各種管腔臓器（腎臓、唾
液腺、肺）を摘出し、トランスウェルフィル
ター上で気相—液相境界培養（器官培養）し
た。また、摘出した臓器より酵素処理により
間質を除去し、単離した上皮組織をマトリゲ
ル内にて培養（単独培養）した。本実験系に
対して、増殖因子あるいはそのシグナルの特
異的阻害剤を処理することにより管腔形成
に対する作用と分化に対する影響を解析し
た。また、各種マウス（Wnt シグナルのレポ
ーターマウス、薬剤誘導型 Wnt シグナル恒常
活性化マウスなど）より組織を摘出し、組織
染色及び上記の培養を行った。 
（６）管腔形成の制御シグナルの破綻による
発がんと関連 
増殖因子シグナルの異常と発がんとの関

連を解析するため、（１）において同定した、
Arl4ｃの大腸がんおよび肺がん組織におけ
る発現を免疫組織学的に解析した。また発現
頻度と予後との関係を統計的に解析した。
Arl4c をノックダウンしたがん細胞株の in 
vitro、in vivoでの増殖に対する影響を解析
した。siRNA を直接皮下腫瘍に注入し、Arl4c
を発現抑制した場合の腫瘍形成への影響を
解析した。肺および舌扁平上皮がんにおける
Arl4c の発現制御を明らかにするために、
Arl4c 遺伝子の存在するゲノム領域の DNA メ
チル化状態を解析した。肺がん細胞株から、
Arl4c の脱メチル化状態を誘導する因子とし
てTETファミリータンパク質をノックアウト
細胞を作製し、Arl4c  3’UTR 領域のメチル
化状態を解析した。また、ヒト肺扁平上皮が
ん組織において Arl4c 発現領域と 5hmC の分
布を免疫組織化学的に解析した。 
（７）Dkk1-CKAP4 にシグナルによる発がん機
構の解析 
（４）の解析において、分泌性 Wnt シグナル
抑制因子 Dkk1 が MDCK 細胞において頂端側か
ら分泌し、細胞増殖を亢進した。そのメカニ
ズムを明らかにするため、Dkk1 の結合タンパ
ク質をスクリーニングした。その結果同定し
た CKAP4 について Dkk1 による細胞増殖にお
ける作用解析するため、MDCK 細胞及び各種が
ん細胞株で CKAP4 をノックダウンし、in 
vitroでの増殖と皮下腫瘍モデルを用いた in 
vivoでの増殖を解析した。膵がんと肺がんで

の Dkk1 及び CKAP4 発現を免疫組織学的に解
析し、予後との関係を統計的に解析した。ま
た、CKAP4 ラビットポリクローナル抗体を作
製し、in vitro及び in vivoでのがん細胞の
増殖に対する影響を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）増殖因子シグナルの協調的な作用によ
る管腔構造形成の解析 
ラット腸管上皮細胞（IEC6）は三次元培養

下では、基質との接着面が基底側となり、そ
の反対側は自由面となる頂端側となり、頂底
極性を形成して内腔を有する球状のシスト
（嚢胞）を形成した。IEC6 を EGF と Wnt3a の
存在下で培養したところ、シストは著しく伸
長と分岐を繰り返し、チューブ状の管腔構造
が形成された。EGF と Wnt3a は協調的に作用
し、Arl4c の発現を誘導した。Arl4c は、細
胞骨格を制御する低分子量 Gタンパク質 Rac
の活性化を引き起こし、さらに Rho の活性を
抑制した。EGF と Wnt3a の協調的な刺激によ
って細胞骨格と細胞形態が変化することに
より、Hippo シグナル経路の構成分子 YAP が
核内に移行して細胞増殖を促進した。これら
の一連の細胞機能変化により、三次元培養下
で上皮細胞の管腔構造形成が可能になった
と考えられた。これらの結果は、Wnt と EGF
による液性因子シグナルネットワークが管
腔形成において、新たな「伸長」と「分岐」
を制御することを明らかにした（EMBO J. 
2014）。 
（２）接着シグナル依存的な頂底極性形成の
解析 
 単一の IEC6 細胞をマトリゲル上に播種す
ると速やかに基質側に側底部マーカー
（Par1b など）を頂端部に頂端マーカー
（Ezrin など）を配向した。-catenin 非依
存性経路を活性化するリガンドである Wnt5a
及びその細胞内下流因子Dvlをノックダウン
すると頂底極性形成が阻害された。この際、
Wnt5a-Dvlのシグナルは基質側においてp190 
RhoGAP-A 及び Tiam を活性化した。基質側で
Rho を抑制すると同時に Rac を活性化し、同
時に、相対的に頂端側で活性化したRhoがRac
阻害した。Wnt5a シグナルによる頂端側と基
底側の細胞骨格制御が上皮細胞の極性を決
定することが明らかになった (Mol. Biol. 
Cell, 2013）。 
（３）増殖因子シグナルによる細胞—接着制
御機構の解析 
 IEC6細胞を用いてWnt/EGFの標的分子とし
て細胞外ヌクレオチド受容体 P2Y2 receptor
（P2Y2R）を見出した。P2Y2R のノックダウン
により EGF/Wnt3a 依存的な IEC6 細胞の管腔
形成が阻害された。この作用は野生型及びヌ
クレオチド非結合型の P2Y2R 変異体でもレス
キューされたことから、P2Y2R はヌクレオチ
ド受容体としての機能とは独立して管腔形
成を制御すると考えられた。一方、P2Y2R は
細胞膜上でインテグリンと相互作用するこ



とによって、上皮細胞自身から分泌される細
胞外基質フィブロネクチンとの結合を適切
に阻害することが形態形成の進行に重要で
あった。管腔形成を誘導する際に細胞外基質
のリモデリングとそれを適性化する機構を
明らかにした。 （J. Cell Sci., 2015） 
（４）上皮細胞における増殖因子の極性分泌
の解析 
 上皮細胞からの Wnt の分泌制御において、
Wnt11 は極性化したイヌ腎上皮細胞（MDCK 細
胞）の頂端側から、Wnt3a と Wnt5a は側底側
から分泌された。精製 Wnts の翻訳後修飾を
質量分析法を用いて決定して、この Wnts の
分泌方向の制御に Wnts の N端側の糖鎖修飾
が重要であった。また、Wnt の受容体 Ryk, 
LRP5, Ror2 が Wnt11, Wnt3a, Wnt5a の分泌方
向と同一であった（J. Cell Sci.2013 & 2015）。
これらの結果から、増殖因子がシグナルを伝
える上でそれぞれのリガンドの分泌方向と
受容体の局在が一致することが重要である
ことを示している。 
（５）器官培養系を用いた上皮管腔組織形成
機構の解析 
 FGF と GDNF に加え Wnt 活性化因子
R-spondin を添加することにより、腎臓原基
から調整した尿管芽上皮は、単独で間質非依
存的に長期間培養可能となり、枝分かれを有
する管腔構造を形成した。Arl4c は尿管芽先
端部において Wntと FGF シグナルにより誘導
され、Arl4c のノックダウンにより尿管上皮
の分岐管腔形成が抑制された(EMBO J. 2014)。 
唾液腺原基を用いた解析では、Wnt の恒常

的活性化遺伝子改変マウス、胎生期唾液腺上
皮原基の複数の液性因子の組み合わせによ
る長期培養、光変換蛍光タンパク質を用いた
独自の細胞系譜追跡実験を行った。胎生期唾
液腺が形態形成に引き続いて機能的な腺房
と導管へと分化する過程において、Wntが KIT
シグナルを抑制することにより、分化するこ
と な く 細 胞 増 殖 が 促 進 さ れ た 。
（Development,2016）。 
 肺原基を用いた解析では、分岐形態形成を
活発に行う胎生初期において Wnt シグナル 
が活性化し、肺上皮細胞の頂端収縮を誘導し
た。頂端収縮の意義を数理モデルにより解析
したところ、頂端収縮によって上皮の bud 形
成が誘導された。また Wnt シグナルの下流因
子であるMARK1が頂端収縮の促進因子であっ
た。（投稿準備中）。 
（６）管腔形成の制御シグナルの破綻による
発がんと関連 
 ヒト大腸がん及び肺腺がん組織における
Arl4c の発現は、Wnt と増殖因子シグナルに
依存して高頻度に過剰発現した。Arl4c の
siRNAは in vitroにおけるがん細胞の増殖の
みならず、in vivoにおいてヌードマウスの
皮下腫瘍形成を阻害した。これらのことから、
Arl4c がヒトがんにおいて新規創薬標的とな
る可能性示唆された。（Oncogene 2015）。 

 Arl4c はリンパ球分化の過程において
3’UTR が低メチル化状態となり、発現が亢進
することが報告されている。肺扁平上皮がん
細胞株においては Arl4c が発現していたが、
その発現はEGF/Wntシグナルに依存してなか
った。同細胞株において Arl4c の３‘UTR は
低メチル化状態にあった。脱メチル化酵素
TET ファミリータンパク質は、Arl4c 高発現
株において高発現しており、CRISPR/Cas9 を
用いたノックアウトにより、Arl4c のメチル
化が誘導されるとともに発現が低下した。ま
た、Arl4c が高発現するヒト肺扁平上皮がん
組織においては 5hmc が陽性であった。した
がって、がん部における脱メチル化が Arl4c
の発現を誘導することが示唆された（投稿
中）。 
正常上皮細胞はマトリゲル基質上では増

殖しない。EGF と Wnt シグナルの協調作用が
Arl4c を介して正常上皮細胞の増殖を誘導す
ることから、同シグナルとその下流因子
Arl4c の異常活性化が発がんを促すと考えら
れた。 
（７）Dkk1-CKAP4 にシグナルによる発がん機
構の解析 
 Dkk1 は極性化 MDCK 細胞において、頂端側
に分泌された。Dkk1 過剰発現株においては
AKT が活性化し、細胞増殖能は亢進した。極
性化した MDCK 細胞を Dkk1 で刺激したところ、
頂端膜から刺激したときにおいて特異的に
細胞増殖が亢進した。このメカズムを明らか
にするめ、Dkk1 結合タンパク質を検索し、新
規受容体として Cytoskeleton-Associated 
Protein 4(CKAP4)を同定した。CKAP4 は頂端
側に局在しており、Dkk1 と直接結合した。ま
た、CKAP4 のノックダウンにより、Dkk1 依存
性の細胞増殖が抑制された。さらに、Dkk1 依
存性に CKAP4 と PI3K が結合した。  
 膵がんと肺腺がん、肺扁平上皮がんにおい
て Dkk1 および CKAP4 は高頻度で腫瘍部特異
的に発現していた。さらに両者が陽性の症例
は有意に予後不良であった。 
 Dkk1 および CKAP4 のノックダウンにより、
S2-CP8 細胞と A549 細胞の in vitro および
in vivo の細胞増殖能が抑制され、AKT の活
性が抑制された。 
 作製した抗 CKAP4 ポリクローナル抗体は
Dkk1 と CKAP4 の結合を阻害した。さらに、抗
体投与により、S2-CP8 細胞および A549 細胞
の AKT 活性は阻害され、ヌードマウスにおけ
る皮下腫瘍形成が抑制された。したがって、
CKAP4 はがん治療の新規の分子標的となる可
能性が示唆された。 
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