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研究成果の概要（和文）：ファージディスプレイスクリーニングなどによって、RasV12発現によって形質膜への
集積が亢進する膜タンパク質としてCOL17A1とCD44を同定した。
COL17A1、CD44の両者ともに、多層化した変異細胞層の上層部の細胞間接着部位に強く集積することが分かっ
た。続いて、COL17A1、CD44の発現低下によって、変異細胞の多層化が強く抑制されることが分かった。これら
のデータは、COL17A1とCD44ががん化の初期に生じる単層上皮の多層化現象を制御する重要な因子であることを
示している。

研究成果の概要（英文）：By performing a series of screenings targeting plasma membrane proteins, we 
have found that COL17A1 and CD44 accumulate in RasV12-, Src-, or ErbB2-transformed epithelial cells.
 We further demonstrate that the expression of COL17A1 and CD44 is profoundly upregulated at the 
upper layers of multilayered, transformed epithelia in vitro and in vivo. The accumulated COL17A1 
and CD44 suppress mitochondrial membrane potential and ROS production. The diminished intracellular 
ROS level then promotes resistance against ferroptosis-mediated cell death upon cell extrusion, 
thereby positively regulating the formation of multilayered structures. Moreover, we demonstrate 
that CD44 regulates membrane accumulation of COL17A1 in multilayered structures. These results 
suggest that CD44 and COL17A1 are crucial regulators for the clonal expansion of transformed cells 
within multilayered epithelia, thus being potential targets for early diagnosis and preventive 
treatment for precancerous lesions.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： 接触阻害　上皮多層化　COL17A1　CD44

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の我々の研究によって、上皮多層化のプロセスにCOL17A1とCD44が重要な役割を果たしていることが明らか
になった。COL17A1とCD44が上皮の多層化というこれまでがん診断・治療の対象になっていなかったプロセスの
標的分子となる可能性を示している。今後は、多くのヒト前がん病変におけるCOL17A1とCD44の発現を調べると
ともに、これらのin vivoにおける前がん病変形成への機能的関与を詳細に調べていく。

※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 
 多細胞生命体の細胞社会に、性質の異なる変異細胞（あるいは機能異常細胞）が出現した時、
周りの正常細胞と異常な細胞との間で互いに生存を争う「細胞競合」という現象が起こることが、
ショウジョウバエ、ゼブラフィッシュ、マウスなど様々な生物種で報告されてきた。細胞競合は、
個体発生における優良な細胞の選別や前がん細胞の排除など様々な生命現象に関与し、組織の
恒常性維持に重要な役割を果たしている。 
 我々は独自に確立した哺乳類培養細胞系とマウスモデルを用いて、正常上皮細胞とがん原性
変異細胞の間で細胞競合が生じることを哺乳類において世界で初めて報告した。例えば、Ras 変
異細胞が正常上皮層に出現すると、変異細胞が上皮細胞層からはじき出されるように管腔側へ
と排出される（Hogan et al., Nat Cell Biol 2009）。また、がん抑制タンパク質 Lgl の新規結合タン
パク質 Mahjong を同定・命名し、Mahjong 変異細胞が正常上皮細胞に囲まれると、変異細胞が細
胞死を起こし上皮細胞層から失われていくことも明らかにした(Tamori et al., PLoS Biol 2010)。さ
らに、正常上皮細胞と変異細胞の境界では、それぞれの細胞内においてシグナル伝達・細胞骨格・
代謝経路などに様々な細胞非自律的な変化が生じ、それらが細胞競合現象を制御していること
を報告した（Kajita et al., Nat Commun 2014; Saitoh et al., PNAS 2017; Kon et al., Nat Cell Biol 2017
など）。このように、細胞競合の結果、敗者細胞が組織から排除される分子メカニズムについて
は多くが明らかになってきた。しかし、細胞競合現象を引き起こす最初のプロセス、すなわち「異
なる細胞が互いの違いをどのように認識するのか」という最も興味深く重要な「問い」について
は、未だ明らかになっていない。 
 一方、単層で成長する細胞の機能調節機構である接触阻害（contact inhibition of proliferation）
とは、細胞が増殖し、細胞と細胞が密に接触するようになると増殖が停止する現象である。細胞
ががん化すると、接触阻害機構が破綻し、細胞密度が高くなっても細胞は増殖を続け、重層に盛
り上がった細胞塊を形成する。これまでの研究によって、Hippo シグナル経路の YAP が接触阻
害の重要な制御因子であることが明らかになっている。YAP は細胞密度が低い時は核に局在し
細胞増殖を正に制御するが、細胞密度が高くなると核から細胞質へ局在が移り細胞増殖を抑制
する。しかし接触阻害において、「細胞はどのようにして細胞密度の違いを感知するのか」、その
分子メカニズムについては、ほとんど分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、接触阻害の破綻による上皮層の構造変化がどのように引き起こされるのか、その
分子メカニズムの解明を目指した。特に、Ras, Src, ErbB2 などのがん原性変異によって、接触阻
害が破綻し、単層上皮が多層化する現象に着目し、その新規制御因子の同定を目指した。 
 
３．研究の方法 
 新規上皮制御因子の同定のために、ファージディスプレイスクリーニングを行なった。ライブ
ラリには 1011〜1013種類の多様なファージ抗体を含んでおり、この中から細胞パンニングと呼ば
れる操作により、変異細胞に特異的に結合するものを選別した。まず正常細胞の単一培養下の細
胞にファージライブラリを反応させ、これらに結合するファージをライブラリから取り除いた。
その後、正常細胞と変異細胞の共培養下の細胞に残りのファージを反応させ、結合したファージ
を溶出し、大腸菌に感染させて増幅させた。その後、単離されたファージクローンのもつ抗体を
用いて正常・変異細胞の共培養下で網羅的に免疫染色を行い、ハイスループットイメージングに
より、正常細胞と変異細胞の境界部位に特異的な染色を示す抗体を同定した。 
 
４．研究成果 
（1） RasV12 発現は膜タンパク質 COL17A1 と CD44 の形質膜への局在を亢進する 
 正常 MDCK 細胞と RasV12 発現 MDCK 細胞を用いてファージディスプレイスクリーニング
を行い、RasV12 変異細胞を特異的に認識するファージ抗体を同定することに成功した（図１）。
この抗体を用いて免疫沈降を行った結果、エピトープ分子が Collagen 17A1 (COL17A1)である
ことが分かった。COL17A1 は膜貫通ドメインを有する点で、コラーゲンファミリーのメンバー
の中でも特徴的な分子である。RasV12 発現による COL17A1 発現上昇は、MDCK 細胞のみな
らずHPDE 細胞でも観察された。 
 またファージディスプレイスクリーニング以外にも、Cell Surface Marker Screening Panel
を用いたスクリーニングを行い、RasV12 発現によって形質膜への集積が亢進する膜タンパク質
として CD44 を同定した。さらに、免疫染色にて COL17A1 と CD44 の発現を制御する条件を
探索した。すると、これらの分子の発現は、細胞密度が低い時には上昇し、細胞密度が高くなる
と低下することが分かった。さらに、細胞密度が高くなり管腔側へ逸脱した（apical extrusion）
細胞では COL17A1 と CD44 の形質膜への局在が亢進することも分かった。このように、
COL17A1 と CD44 の発現は RasV12 変異のみならず、細胞密度や apical extrusion によっても
制御されることが明らかになった。 
 



 
図 1. RasV12 変異細胞を特異的に認識するファージ抗体（1C10, 20C5）の同定 
ファージディスプレイスクリーニングによって RasV12変異細胞を特異的に認識する抗体を 

同定することに成功した。（スケールバー: 20 µm） 
 
（2）COL17A1 と CD44 はがん変異による単層上皮の多層化現象を制御する重要な因子である 
 さらに我々は、COL17A1 と CD44 の発現上昇と形質膜への集積が RasV12 の発現だけでは
なく、Src や ErbB2 によっても誘起することを見出した。RasV12、Src、ErbB2 は全て、単層
上皮の多層化を引き起こすがん原性の変異である。そこで、COL17A1 と CD44 が多層化したこ
れらの変異上皮細胞において、どのような局在を示すかを免疫染色にて調べた。すると、
COL17A1、CD44 の両者ともに、多層化した変異細胞層の上層部の細胞間接着部位に強く集積
することが分かった（図２）。 
 そこで、COL17A1 と CD44 が実際に多層化現象に機能的に関与しているかを調べるために、
それらのノックダウン、あるいはノックアウトが変異上皮細胞の多層化にどのような影響を与
えるかを調べた。すると COL17A1、CD44 の発現低下によって、変異細胞の多層化が強く抑制
されることが分かった。これらのデータは、COL17A1 と CD44 ががん化の初期に生じる単層上
皮の多層化現象を制御する重要な因子であることを示している。さらに、CD44ノックダウンに
よって COL17A1 の集積が抑制されることから、CD44 が COL17A1 の集積を制御しているこ
とも明らかになった。 

 
 

図 2. 多層化した RasV12 変異上皮細胞層の上層部の細胞間接着に集積する COL17A1 
CD44 も同様の集積を示す。（スケールバー: 20 µm） 

 
 
（3）COL17A1 と CD44 は管腔側へ逸脱した変異細胞内の ROS を低下させることによって細
胞死を抑制する 
 単層上皮の多層化形成を引き起こす原因は、以下の５つのプロセスが考えられる。１）無制限
な細胞増殖、２）細胞極性の崩壊、３）細胞分裂軸の異常、４）高細胞密度による apical extrusion
の亢進、５）anoikis の抑制。そこで、COL17A1ノックアウト、あるいは CD44ノックダウン
の効果を見ることによって、５つのプロセスのうちどの異常が生じているかを調べたところ、
COL17A1/CD44 発現低下細胞では、管腔側へ逸脱した変異細胞の細胞死が顕著に亢進すること
が分かった。また、管腔へ逸脱した COL17A1/CD44 発現低下細胞は、アポトーシスではなく、
フェロプトーシスによる細胞死によって上皮細胞層から排除された。これらのデータは、変異細
胞で発現が上昇した COL17A1 と CD44 は、管腔側へ逸脱した際にフェロプトーシスを抑制す



ることによって、多層化を促進していることを示唆している。 
COL17A1/CD44 発現低下細胞のフェノタイプについて、さらに解析を重ねた。すると、
COL17A1/CD44 発現低下細胞では、ミトコンドリアの内膜の電位差が上昇し、ミトコンドリ
ア由来の ROS（活性酸素）の発生が亢進し、それが管腔へ逸脱した細胞のフェロプトーシスを
引き起こしていることが明らかになった。 

 
図 3. COL17A1ノックアウト RasV12 変異細胞における代謝変化 

赤字、青字はそれぞれ含有量あるいは発現量上昇あるいは低下した代謝物や代謝酵素 
 
 分子メカニズムをさらに明らかにするために、慶應義塾大学先端生命科学研究所・曽我朋義先
生との共同研究により、メタボローム解析を行った。RasV12 変異 MDCK 細胞と COL17A1ノ
ックアウト RasV12 変異 MDCK 細胞の２つの細胞における代謝物の比較解析を行ったところ、
様々な代謝物の含有量が COL17A1ノックアウト Ras 変異細胞において変化していることが明
らかになった。例えば、TCAサイクルの代謝物の多くが低下している一方、コハク酸（succinate）
が上昇していた。また、GABA のレベルが低下しているとともに、glutamate-GABA 経路（GABA
シャント）に関わる複数の酵素の mRNA 発現が亢進していることからコハク酸の上昇は GABA
シャント経路によって生じていることが示唆された。さらに、ミトコンドリア complex-I の阻
害剤である Rotenone 投与によって COL17A1 ノックアウト RasV12 変異細胞におけるミトコ
ンドリアが産生する ROS量が減少した。これらのデータは、コハク酸量上昇に伴って、ミトコ
ンドリア complex-I において電子移行が逆行し、その結果過剰量の ROS が産生されるというメ
カニズムを示唆している（図３）。 
 
（4）マウス発がんモデルにて多層化した前がん病変においても COL17A1 と CD44 の発現は上
昇 
 続いて名古屋大学医学研究科の榎本篤先生との共同研究にて、COL17A1 や CD44 の発現上昇
がマウス発がんモデルの多層化した前がん病変においても生じているかを検証した。膵管上皮
特異的に K-Ras と p53 の変異を誘導する KPC マウスの生後８−１０週では、ヒトの膵臓前がん
病変である PanIN に類似した多層化前がん病変を生じる。そこで、マウスの膵臓に生じた多層
化した前がん病変について組織免疫染色を行ったところ、COL17A1、CD44 ともに形質膜への
集積が観察された（図４）。現在、COL17A1 や CD44 のノックアウトが多層化現象にどのよう
な影響を与えるかについて検証している。 

 
 

 
図 4. KPC マウスに生じた PanIN 様の多層化した前がん病変における CD44 の免疫染色像 



星印：正常膵管上皮、矢印：PanIN 様病変部位。（スケールバー: WT 50 µm、KPC 100 µm） 
 
研究成果は本研究費についての謝辞とともに Current Biology 誌にアクセプトされた (Kozawa et 
al., Current Biology, in press)。 
 
このように、unbiased なファージディスプレイ抗体スクリーニングを行なった結果、当初の予想
を超える研究成果を挙げることができた。がん化の初期段階において単層上皮が多層化する現
象については、これまでも多くの報告がされているが、その分子メカニズムについては明らかに
なっていなかった。今回の我々の研究によって、上皮多層化のプロセスに COL17A1 と CD44 が
重要な役割を果たしていることが明らかになった。これらの研究成果は、COL17A1 と CD44 が
上皮の多層化というこれまでがん診断・治療の対象になっていなかったプロセスの標的分子と
なる可能性を示している。今後は、多くのヒト前がん病変における COL17A1 と CD44 の発現を
調べるとともに、これらの in vivo における前がん病変形成への機能的関与を詳細に調べていく。
さらに、COL17A1 と CD44 が正常細胞と変異細胞間に生じる細胞競合のトリガー分子になって
いる可能性についても検証していく。 
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