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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス乳腺初代培養細胞のin vitro培養系を用いて幹細胞解析を行い、
細胞極性タンパクaPKCが乳腺の幹細胞機能に関与することを明らかにした。さらに、その分子メカニズムとし
て、aPKCが幹細胞関連因子を直接リン酸化し、遺伝子発現の調節に関与することを明らかにした。これらの結果
は、aPKCを構成因子とするリン酸化シグナル伝達経路が、乳腺の幹細胞において重要な役割を担うことを示唆し
ている。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to explore the molecular mechanisms regulating
 the stem/progenitor properties of mammary gland using in vitro culture system of mouse mammary 
primary epithelial cells as an experimental model. This study was designed to assess the roles of 
aPKC polarity protein in mammary stem/progenitor function and revealed that aPKC-mediated 
phosphorylation of a stem cell factor is involved in mammary stem function.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 組織幹細胞　シグナル伝達　リン酸化　細胞極性　aPKC　オルガノイド　乳腺

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、乳がんの罹患率及び死亡する女性の数は増加傾向にあり、新しい早期診断法や治療法の開発が求められて
いる。本研究では、乳がん発生の母地となる乳腺上皮組織に着目し、乳腺幹細胞を制御する新しい経路を見出し
た。この経路の異常が、乳がんの発生や進展とどのように関連しているかを明らかにすることで、診断マーカー
や分子標的薬の開発につながることが期待される。また、細胞極性は多くの上皮組織で観察されるため、本成果
は他の組織幹細胞への応用も期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

生体の上皮組織は、３次元の上皮管腔を形成し、生理機能を発揮する。組織幹細胞が自己更

新しつつ前駆細胞を産出し、前駆細胞は微小環境に応じて上皮細胞に分化する。それら上皮細

胞群が形態形成を行い、上皮管腔組織が構築される。この過程で、上皮細胞は内腔側にアピカ

ル膜、基質側にベーサル膜という細胞極性を確立する。多くのがんは、上皮組織を発生母地と

し、細胞極性の消失を特徴とする。そのため、上皮管腔における細胞極性の役割を精査するこ

とは、がん疾患を理解する切り口の 1 つとなる。 

これまでに我々は、細胞極性タンパク質 aPKC (atypical protein kinase C)を軸に、上皮細

胞の極性化機構を解析してきた。そして、細胞極性タンパク質群の正常な働きが破綻すると、

細胞の極性が失われ、上皮管腔構造が異常となることを明らかにしてきた。この異常は、組織

幹細胞から前駆細胞や分化細胞を産出する過程が異常となった際にも認められ、がんなどの疾

患との関連性が報告されてきた。これらを踏まえ、細胞極性が組織幹細胞の自己複製や分化の

過程にどういう役割を果しているのか、細胞のがん化において細胞極性が消失する事は幹細胞

機能にどういう病態的影響を与えるのかという着想に至り、本計画を立案した。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、マウス乳腺上皮組織を幹細胞系のモデルとし、細胞極性タンパク質 aPKC によ

る乳腺幹細胞の増殖・分化の統御機構を解析することを目的とする。そして、この aPKC 機能

の異常が乳がんの発生・進展に対してどのように寄与するかを明らかにすることを目指した。 

 

 

３． 研究の方法 

(1) マウス乳腺初代培養細胞を用いた解析 

マウス乳腺初代培養細胞を用いたマンモスフィアアッセイと 3次元オルガノイドアッセイに

より幹・前駆細胞の出現頻度を検証し、さらに各マーカー抗体による免疫染色も行い、幹・前

駆細胞の増殖能や分化能を評価した。そして、マウス乳腺初代培養細胞においてレンチウイル

ス shRNA 発現系により aPKC を抑制し、その効果をこれらアッセイ系で調べた。 

(2) aPKC による幹細胞関連因子のリン酸化 

幹細胞関連因子のリコンビナントタンパク質を用いたキナーゼアッセイと培養細胞を用い

たウエスタンブロット解析を行い、aPKC が幹細胞関連因子をリン酸化する可能性を検証した。 

(3) 新規 aPKC 結合タンパク質の同定 

タグ付き aPKC を発現させた細胞から、タグを用いて aPKC を精製し、質量分析による aPKC

結合タンパク質の同定を試みた。 

 

 

４． 研究成果 

(1) マウス乳腺初代培養細胞を用いた解析 

表面抗原マーカーのラベリングとセルソーターを用いて乳腺幹細胞分画及び管腔前駆細胞分

画を分取する方法、幹・前駆細胞を評価するマンモスフィアアッセイと 3次元オルガノイドア

ッセイの培養条件、といった計画遂行に必要な培養系の諸条件を決定した。次に、タイターの

高いレンチウイルス発現系の作製法、初代培養細胞への効率的な感染条件等も決定し、乳腺幹

細胞又は管腔前駆細胞における遺伝子操作を可能にした。これらの実験系を用いて、乳腺幹細

胞及び管腔前駆細胞での解析を進め、aPKC の機能が乳腺幹細胞と管腔前駆細胞で異なるという



結果を得た。 

(2) aPKC による幹細胞関連因子のリン酸化 

乳腺幹細胞における分子メカニズムに迫るため、ある幹細胞関連因子が aPKC の予想リン酸化

サイトを有することに着目した。まず、候補分子を乳腺幹細胞分画でノックダウンし、3 次元

オルガノイドアッセイを行ったところ、aPKC のノックダウンと同様な表現型を示した。次に、

aPKC が幹細胞関連因子をリン酸化するかを、リコンビナントタンパク質を用いた in vitro キ

ナーゼアッセイと培養細胞を用いたウエスタンブロット解析にて検証し、aPKC が幹細胞関連因

子を直接リン酸化することを見出した。そして、aPKC の上流に位置する低分子量 GTPase が aPKC

を活性化して幹細胞関連因子のリン酸化を誘導することを見出した。さらに、このリン酸化が、

幹細胞関連因子による遺伝子発現調節に関与することを見出した。 

(3) 新規 aPKC 結合タンパク質の同定 

aPKC シグナル伝達の一端を明らかにするため、aPKC をベイトとした結合タンパク質の探索

を試みた。まず、精製用のタグを付加した aPKC 発現ベクターを細胞に導入し、タグ付き aPKC

を安定的に発現する株を樹立した。次に、この安定発現株を大量培養し、細胞抽出液を調整し

た。そして、精製用のタグを用いてタグ付き aPKC を細胞抽出液から精製した。得られた精製分

画を電気泳動し、ベイト及び共精製された結合タンパク質の存在を確認し、質量分析にて結合

タンパク質の同定を試みた。その結果、新たな aPKC 結合タンパク質をいくつか見出すことに成

功した。結合タンパク質と aPKC との結合は、イムノブロット法にて確認した。 

以上の結果は、aPKC を構成因子とするリン酸化シグナル伝達経路が、乳腺の幹細胞において

重要な役割を担うことを示唆している。 
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