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研究成果の概要（和文）：本研究では、SrcとWnt経路の活性化が誘発する細胞競合の機序と、その脊椎動物にお
ける機能的意義、および腫瘍進展における役割の解明を目指している。まず、ゼブラフィッシュにおいて細胞競
合可視化解析系を確立した。また、Wnt経路駆動性細胞競合の研究を行う過程で、発生プロセスで自然発生した
シグナル異常細胞が細胞競合により排除されること、すなわち、細胞競合が発生プログラムのエラーを防ぐ発生
ロバストネス制御機構であることを発見した。また、新たに構築した培養細胞系を用いた解析により、Src誘発
性細胞競合におけるSrc活性化細胞の逸脱の方向性が細胞の種類によって変化することを発見し、その機序を明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have tried to make clear the mechanisms of Src- and Wnt 
signaling-driven cell competition and their roles in physiological development and tumor 
progression. We firstly succeeded to establish the in vivo imaging systems for cell competition 
processes in zebrafish. Using this, we revealed that Wnt signaling-driven cell competition supports 
developmental robustness. Wnt signaling-driven cell competition senses and eliminates accidentally 
generated defective cells during zebrafish embryos, whereas inhibition of the cell competition 
induces the distortion of embryonic patterning.
On the other hand, we discovered that Src-activated cells are basally extruded from MDCK-I cell 
sheet, whereas, they are basally extruded from MDCK-II cell sheet. We also made clear part of the 
mechanisms underlying this difference.

研究分野： 発生生物学・細胞生物学

キーワード： Wnt　Src　ゼブラフィッシュ　がん　初期発生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞競合による発がん抑制とその破綻による腫瘍形成のプロセスをゼブラフィッシュをモデルに明らかにした。
また、これまで細胞競合の生理機能としてはがん抑制機構が注目されてきたが、生理的な発生過程において、健
康な体の構築に寄与することを初めて解明した。この成果は、発生生物学、腫瘍学の理解を大きく進めるだけで
なく、将来的には、不良細胞の除去によるがんや疾患の予防法など、新たな医療技術にも繋がるだろう。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  細胞増殖の精緻な制御は、動物組織の構築・維持・再生に必須で
あり、その異常は「がん」の発生や悪性化に深く関わる。事実、ヒ
トの多くのがん組織においてSrcやWnt経路などの細胞増殖因子の
異常な活性化が認められており、また、マウス等のモデル動物にお
いてこれらの細胞増殖因子を強制的に活性化すると、がんの発生や
悪性化が促進される。しかしながら、がん発生の超初期において、
これら細胞増殖因子の活性異常が起きたがん原性細胞がどのような
過程を経てがんを生じさせるのかは、完全にブラックボックスとな
っている。 
 近年、がん発生の超初期におけるがん原性細胞の振る舞いを理解
するための重要なカギとして「細胞競合」が注目されつつある。ま
ず、ショウジョウバエを用いた遺伝学的解析から、正常細胞と接す
る Src 活性化細胞が上皮組織から選択的に排除され、その後細胞死
により死滅することが見いだされた（Dev Cell 2006; Cancer Cell 
2006）。その後、本領域内の藤田らによって、哺乳類培養細胞系や
モデル脊椎動物であるゼブラフィッシュの初期胚においても、Src
活性化細胞が正常上皮細胞層から排除されることが示された（J Cell 
Sci 2010）。これらの知見から、Src が異常に活性化した細胞が細胞
競合によって正常組織から選択的に排除されるという、いわば初動
的ながん抑制機構の存在が示唆されている。しかしながら、この Src
誘発性の細胞競合の分子機序やその脊椎動物生体の組織恒常性維持
における役割は未解明である。また、腫瘍の進展、悪性化と Src 誘発性細胞競合の関連も全く不明である。 
 上述のように、細胞競合において Src 活性化細胞は敗者となるが、その一方で興味深いことに、Src 同様の細胞増殖
因子である Wnt 経路が活性化した細胞は勝者として振る舞う。具体的には、ショウジョウバエ翅原基において、Wnt
経路が異常に活性化した細胞を生じさせると隣接する正常細胞と細胞競合を起こし、正常細胞が細胞死により組織から
取り除かれて Wnt 経路活性化細胞に置き換わる（Dev Cell 2011）。このことは、増殖能の違いが細胞競合における勝
敗決定の必須条件ではないことを示しているが、Wnt 経路誘発性の細胞競合の分子機序が不明なため、なぜ Src と Wnt
経路の活性化が細胞競合において相反する結果をもたらすのかは全く不明である。また、もしヒトにおいても Wnt 経
路活性化細胞が勝者となるシステムが制限無く働くのであれば、Wnt 経路活性化を導く変異が入った細胞が組織中に
わずかでも出現すると一気にがんが発生することになるが、実際は、ヒトにおける Wnt 経路活性化変異（APC 遺伝子
変異等）は発がんの initiation には関わるものの、発がんの十分条件ではない。このことから、高等動物の正常組織で
は Wnt 経路誘発性の細胞競合の活動がある程度制限されていると推測されるが、高等動物における Wnt 経路誘発性の
細胞競合の報告は未だ無く、またその役割は不明である。 
 研究代表者の石谷は、種々の非哺乳類モデル動物を用いて、Wnt 経路の機能と制御に関する研究を一貫して行って
きた。これまでに、タンパク質リン酸化酵素である NLK や Hipk2 等、多数の Wnt 経路の新規制御因子を同定し、そ
れらの分子機能と脊椎動物の組織構築における機能を解明してきた（Nature 1999a; Nat Cell Biol 2005; Development 
2009; EMBO J 2012a; EMBO J 2012b）。また、Wnt 経路の活動をゼブラフィッシュ個体において可視化解析する系
を独自に開発している（Dev Biol 2012）。一方、分担研究者の岡田は、主にマウスを用いて、がん発生における Src
の機能と制御に関する研究を一貫して進めてきており、これまでに多数の Src の上流分子（Csk、Cbp 等）・下流分子
（p18、Arhgef5等）を同定し、それらの分子機能および腫瘍形成との関連を明らかにしている（Cell 1993; Nature 2000; 
Mol Cell 2008; EMBO J 2009; J Cell Sci 2010, 2013）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまで築き上げてきた独自の Src・Wnt 経路の解析系や Src・Wnt 経路の機能と制御に関する知見と
予備的データ、さらには領域内連携研究で得られる重要な知見を総動員して、脊椎動物における Src・Wnt 経路誘発性
細胞競合現象の全容の理解に迫ることを目的とする。まず、独自に確立するゼブラフィッシュ細胞競合可視化解析系を
用いて、個体発生過程における Src・Wnt 経路誘発性の細胞競合の動態と役割を解明する。また、Src・Wnt 経路誘発
性細胞競合に関わる新たな競合関連分子を同定する。一方で、ゼブラフィッシュ可視化解析系を用いて、組織中に異常
な細胞が生じてから腫瘍形成が起こる過程における細胞競合の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、Src・Wnt 経路に注目し、脊椎動物の個体発生や恒常性維持における細胞競合の分子機序と機能的役割、
および腫瘍進展との関連を解明するために、以下の研究を実施した。 
(1) Src・Wnt 経路誘発性の細胞競合の in vivo 解析系の構築と動態解析 
 ゼブラフィッシュの生組織において、Src・Wnt 経路の活性が異常な細胞を局所的に誘導する系を構築する。これら
の系を用いて、生組織中に Src・Wnt 経路の活性異常細胞をモザイク状に誘導して隣接する正常細胞との細胞競合を誘
発し、in vivo における細胞競合動態を解析する。 
(2) 細胞競合制御因子の同定と動作機序解明 
 Src・Wnt 経路誘発性の細胞競合の in vitro 解析系を確立する。この系において、申請者が豊富な解析リソースを有
する Src・Wnt 経路関連因子群、あるいは本領域の他のグループにより同定された細胞競合関連因子群と、Src・Wnt
経路誘発性細胞競合の関連を検討する。さらに、オミックス解析により、細胞競合に関与する分子を同定し、in vivo
解析系を用いてそれらの機能解析を行う。以上の成果に基づき、Src・Wnt 経路の活性化が誘発する細胞競合の動作機
序と、Src と Wnt 経路が細胞競合において相反する効果をもたらす原因を解明するとともに、細胞競合の共通分子基
盤の解明、細胞競合マーカーの同定を目指す。 
(3) 腫瘍形成と細胞競合の関連解析 
 Src・Wnt 経路の活性異常細胞ががん化する過程に関わる分子群を同定し、それらと細胞競合関連因子群の関係、お
よびその腫瘍形成における意義を解析する。 
 
４． 研究成果 
(1) 細胞競合は、組織パターン形成の確実な実行に必須である。 
我々は当初予定通り Wnt 経路誘発性の細胞競合の in vivo 可視化解析系を確立し、これを用いてゼブラフィッシュ胚

における Wnt 経路誘発性の細胞競合の制御機構と意義を解析しようとしたが、予想に反して、初期胚において Wnt
経路異常活性化細胞と Wnt 経路異常低下細胞の総合がが（予想に反して）細胞競合の敗者となることを発見した。そ
して、その制御が組織パターン形成の確実な実行に必須であることを見出した。以下に、その詳細について記述する。 
臓器・組織が固有の機能を発揮するためには、特定の機能を備える細胞（幹細胞・前駆細胞や機能分化した細胞）を

適切な位置に適切な数だけその内部に配置する必要がある。このような細胞配置（組織パターン）は、Wnt/β-catenin
シグナル（Wnt 経路）や Shh シグナルなどのモルフォゲンの活性勾配によって作り上げられる。例えば哺乳類を含む
脊椎動物初期胚の前後パターンの形成は Wnt/β-catenin シグナルが制御する。後方組織から Wnt 分子が分泌され、組
織後方に位置する細胞では高濃度の Wnt 分子により Wnt/β-catenin シグナルが強く活性化され、一方で、前方に位置
する細胞では Wnt 濃度が低いために Wnt/β-catenin シグナルが活性化されない。結果として組織の前後軸方向に沿っ
て Wnt/β-catenin 活性勾配（モルフォゲン勾配）が形成され、この勾配に沿って各細胞が自身の位置情報を把握し、
その位置に作られるべき細胞（例えば前方では終脳の前駆細胞、後方では脊髄の前駆細胞など）へと分化する。これに
より初期胚の前後パターンが作り上げられる。同様の Wnt/β-catenin 活性勾配は、形態形成途上の脳、脊髄、肺、心
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臓、肝臓、腎臓など種々の組織で形成され、それぞれの組織にパターンを与えるだけでなく、再生や細胞のターンオー
バーが起こる成体組織（肝臓や腸上皮など）でも形成され、組織の構造と機能を維持する。つまり、組織の構造・機能
はモルフォゲン勾配により支えられており、それ故、組織をプログラム通りに構築し、その変性を防ぐためにはモルフ
ォゲン勾配の正確な形成・維持は必須である。事実、モルフォゲンシグナルの制御破綻は、発生異常のみならず、肺や
肝臓、腎臓の繊維化や心肥大、心臓弁膜症、がんなど種々の組織変性疾患に関わる。しかしながら、モルフォゲン勾配
の正確な形成・維持を支える分子基盤はよくわかっていない。 
我々は本研究において、細胞競合がモルフォゲン勾配の乱れを修復し、組織パターン形成の失敗を防ぐこと（図２）

を発見した。具体的には、独自開発した Wnt/β-catenin シグナルのライブイメージング系を用いた解析により、
Wnt/β-catenin活性勾配が形成されたゼブラフィッシュ胚において勾配を乱すWnt/β-catenin活性異常細胞が突発的に
生じると、周辺の細胞がこの異常細胞を“不適応細胞”として認識して殺し（細胞競合により排除し）、これにより勾配
の乱れを修復することを発見した。さらに RNA-seq とイメージングを組み合わせた解析により、Wnt/β-catenin シグ
ナルが細胞接着分子 Cadherin を細胞膜で安定化し、Wnt/β-catenin 活性勾配と相関した Cadherin 量勾配が胚前後軸
に沿って形成されるこ
と（図２左）、内的・外
的撹乱により生じた
Wnt/β-catenin 活性異
常細胞では Cadherin
量が変化し、周辺正常細
胞とのコミュニケーシ
ョンを経て異常細胞に
おける Cadherin 量異
常が感知され、結果とし
て異常細胞において
Smad の活性化とそれ
に伴う活性酸素（ROS）
の過剰産生が起き（図２
中央）、最終的に異常細
胞がアポトーシスを起
こして組織から除去さ
れて Wnt/β-catenin 活
性勾配が正常に回復す
ること（図２右）を明らかにした。また、ROS の産生を人為的に抑えて異常細胞の排除を強制的に抑制したところ、
生理的に生じた異常細胞がゼブラフィッシュ胚に蓄積し、組織パターンの乱れ（後方に形成されるべき脊髄の前駆細胞
が脳が形成される前方組織に生じるなど）や腫瘍様細胞塊の形成が起きた。このように、生理的に生じる Wnt/β-catenin
シグナル活性勾配の乱れを細胞競合が正し、これにより確実なパターン形成が実現することがわかってきた（Akieda et 
al., Nature Communications under revision）。 
 興味深いことに、この Wnt シグナル異常細胞の排除制御因子として、Smad と E-cadherin が見つかってきた。Wnt
シグナルの異常活性化は、大腸がん患者の 80%で起きており、また、Smad と E-cadherin はがん抑制遺伝子としても
知られる。加えて、生体の腸でも Wnt シグナル勾配が存在している。これらのことを合わせると、成体の腸において
Wnt シグナル異常細胞が生じた場合は、細胞競合によって異常細胞が排除され、がんの発生が予防されており、一方
で、大腸がんの患者では Smad などのがん抑制遺伝子の機能低下に伴って細胞競合活性が落ちて、Wnt シグナル異常
細胞が生き残って増殖して腫瘍が形成された、と推測できる。今後、この可能性を検討していく必要があるだろう。 
 
(2) ゼブラフィッシュ稚魚皮膚をモデルとした細胞競合可視化系の構築に成功 
本研究開始以前に藤田らによって「ゼブラフィッシュ初期胚上皮を用いた Src 誘発性細胞競合の解析系」が既に確立

されていたものの、初期胚はダイナミックな形態形成運動が起きるため、細胞競合動態の経時観察が容易ではなかった。
そこで本研究では、組織内の細胞運動が比較的穏やかなゼブラフィッシュ稚魚の皮膚組織に注目して新たな競合解析系
を構築した。本系においては、Src だけでなく、Ras やその他複数のがん関連因子によって誘導される細胞競合を観察
でき、さらに、「異常細胞の誘導からその排除までの全過程をリアルタイムで観察できる。つまり、本領域の研究の推
進だけでなく細胞競合研究全体の発展に寄与し得る、新たな細胞競合 in vivo 解析系の確立に成功したと言える。（論
文投稿準備中） 
 

(3) ゼブラフィッシュ稚魚皮膚をモデルとして細胞競合の破綻と初期腫瘍形成過程の可視化に成功 
上述のように、ゼブラフィッシュ稚魚の皮膚をヒト上皮組織のモデルとし、人為的に誘導した少数のがん原細胞と隣

接細胞との競合をイメージングする系を構築した。この系を用いて、がん原遺伝子 Ras が異常活性化した変異細胞（Ras
変異細胞）を誘導すると、隣接正常細胞と競合して上皮組織から排除され、組織は健康に保たれた。しかし、Ras 変異
細胞に p53 機能獲得変異を追加で導入したところ、この二重変異細胞は排除されずに脱分化・幹細胞化して増殖した
のちに老化し、SASP（Senescence-Associated Secretory Phenotype）関連分子の分泌を介して隣接正常細胞にも増殖
と老化を促し、最終的に隣接細胞群と共にヘテロな腫瘍様細胞塊を形成した。このように、細胞競合の破綻が初期腫瘍
形成を引き起こすプロセスの可視化に成功した。ヒトのがんの多くにおいて Ras 変異と p53 変異は相関して起きてお
り、また、ヒト腫瘍もヘテロな細胞集団であることから、ヒト腫瘍形成超初期においても同様の機序が関与すると期待
している。（論文投稿準備中） 
 

(4) Src が脂質ラフトに移行するか否かで細胞逸脱の方向性が決まる 
正常な組織内に異常な細胞が出現し

た場合、その細胞は周囲の正常な細胞
によって排除される。この現象は細胞
競合と呼ばれ、正常な組織を維持する
システムと考えられている。しかし異
常ながん細胞が細胞競合を逃れ、腫瘍
部を拡大するあるいは浸潤するメカニ
ズムは詳しく知られていない。そこで、
このがん細胞が細胞競合を凌駕するメ
カニズムの解明を目指した研究を実施
した。解析には、がん細胞のモデルと
して、がん原遺伝子 Src（-EGFP）の
発現誘導システムを導入した MDCK 
type I 系統の細胞を利用した。この細
胞は、ドキシサイクリンを添加するこ
とによって任意のタイミングで Src の
発現と、それによる細胞の形質転換を
誘導することが可能である。この Src
発現誘導細胞を正常細胞層に混在させ、
二次元あるいは三次元培養条件下で
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Src 発現誘導後の細胞の挙動を観察した。 
 細胞競合条件での解析を行った結果、Src 発現細胞は次第に基底膜側へ逸脱する様子が観察された。これは従来の
MDCK type II 系統の細胞を利用した結果とは異なるものであった（図３）。そこで、この両者間の違いを明らかにす
ることで、Src 発現細胞の細胞競合を明らかにすることを目指した。そこで、Src 発現細胞が基底膜側へ逸脱する原因
を探るべく阻害剤スクリーニングを実施したところ、コレステロールやスフィンゴ脂質の脂質代謝系の阻害剤処理によ
って、基底膜側への潜り込みが抑制された。そこで、両脂質によって構成される脂質ラフトの関与を解析した。その結
果、MDCK type I 細胞では活性化した Src が脂質ラフトに集積する様子が観察された。これに対して、MDCK type II
細胞では Src の集積が軽微であった。そこで、ラパマイシンを介した FKBP-FRB のヘテロダイマー形成誘導システム
を利用して、脂質ラフト移行型 Src と非移行型 Src を発現する細胞の違いを解析した。脂質ラフト移行型 Src 発現細
胞は基底膜側へ潜り込んだが、非移行型 Src は管腔側へ排除された。以上の結果は、Src が脂質ラフトに移行するか否
かで細胞逸脱の方向性が決まることを示唆していた。 
次に、この Src の脂質ラフトへの移行を制御するタンパク質の探索を行った。脂質ラフト内に Src をリクルートする
タンパク質が存在すると考えて、Src と結合するタンパク質を免疫沈降法と質量分析器で解析した。その結果、候補タ
ンパク質として膜貫通型タンパク質の CDCP1 を同定した。MDCK type I 細胞と type II 細胞に CDCP1 を過剰発現さ
せると、両細胞とも Src が脂質ラフトに集積して、基底膜側へ逸脱した。逆に、CDCP1 をノックアウトすると、Src
の脂質ラフトへの集積が減少して、細胞は管腔側へ排除された。以上の結果から、Src の脂質ラフトへの移行は CDCP1
によって制御されていると考えられた。 
最後に、細胞の基底膜側への逸脱を導く Src 下流シグナルを解析した。そこで、CDCP1 を過剰発現させて Src の基

質タンパク質のリン酸化状態を解析したところ、シグナル伝達兼転写活性化因子 STAT3 が強くリン酸化されているこ
とを明らかにした。STAT3 の活性化は細胞外マトリックス分解酵素 MMP の遺伝子発現を亢進させることから、これ
が基底膜側への逸脱に重要である可能性が考えられる。
そこで、STAT3 と MMP の阻害剤を処理したところ、い
ずれの条件においても Src 活性化による基底膜側への逸
脱が抑制された。以上の結果から、STAT3 活性化による
MMP の亢進が Src 発現細胞の基底膜側への逸脱に重要
であることが明らかになった（図４）。 
本研究から、活性化した Src の一部は脂質ラフトに集

積して、そこで STAT3 の活性化とそれに続く MMP の
亢進を誘導することが明らかになった。MMP の発現に
よる細胞間接着の変化や細胞基質の変質によって、Src
発現細胞は周囲の正常細胞からの押し出しを回避して、
基底膜側へ逸脱すると考えられる。また、このような Src
の脂質ラフトへの集積が十分でない場合には、
STAT3-MMP 経路が活性化せずに、細胞は排除されると
考えられる。このような細胞逸脱の方向性を決める因子
として、CDCP1 のような Src の局在制御に関わるタン
パク質の発現や細胞膜の構成脂質の変化が考えられ、今
後はがん細胞の遺伝子発現の変動や細胞内代謝の変質
を解析する必要がある。 
 

(5) その他 
 MDCK 細胞やその他上皮細胞培養を使って、Wnt シグナル駆動性細胞競合を in vitro での再現を試みたが、うまく
いかなかった。また、Wnt シグナル勾配が形成されるゼブラフィッシュ初期胚では再現でき、勾配がないゼブラフィ
ッシュ稚魚皮膚では再現できなかったことから、Wnt シグナル勾配の存在が Wnt シグナル駆動性細胞競合に必須と考
えられた。 
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