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研究成果の概要（和文）：　正常上皮細胞層に出現したRasV12変異細胞は、隣接する正常上皮細胞との細胞競合
によって、管腔へと押し出されるように排除される。本研究では、ヒト家族性大腸がんで好発するAPC→Rasの変
異蓄積を再現した結果、細胞競合が脱制御し、変異細胞が基底膜へとびまん性に浸潤することを見出した。その
分子機序として、細胞非自律的にNF-κB→MMP21経路が活性化することが変異細胞の基底膜浸潤に重要であるこ
とを明らかにした。これらの結果より、遺伝子変異が蓄積したがん変異細胞は細胞競合を利用することにより、
自己の基底膜浸潤を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Normal epithelial cells exert their competitive advantage over 
RasV12-transformed cells and eliminate them into the apical lumen via cell competition. In this 
study, we examine the effect of sequential accumulation of gene mutations, mimicking 
multi-sequential carcinogenesis on RasV12-induced cell competition in intestinal epithelial tissues.
 Consequently, we find that directionality of RasV12-cell extrusion in Wnt-activated epithelia is 
reversed, and transformed cells are delaminated into the basal lamina via non-cell autonomous MMP21 
upregulation. Subsequently, diffusively infiltrating, transformed cells develop into highly invasive
 carcinomas. Elevated production of MMP21 is elicited partly through NF-κB signaling, blockage of 
which restores apical elimination of RasV12 cells. Collectively, this study shows that cells with 
high mutational burdens exploit cell competition for their benefit by behaving as unfit cells, 
endowing them with an invasion advantage.

研究分野： がん生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　細胞競合は、正常上皮細胞が担う抗腫瘍機能として注目を浴びている。しかしながら、個体が実際に発がんに
至る過程において、細胞競合の機能がどのように変容するかはよく分かっていない。本研究では、ヒト家族性大
腸がんで好発するAPC→Rasの変異蓄積をマウスにて再現したところ、細胞競合によって本来管腔へと排除される
べき変異細胞の一部が、基底膜側へとびまん性に浸潤することを見出し、その分子論的メカニズムの一端を明ら
かにした。この研究成果より、複数の遺伝子変異が蓄積した変異細胞は細胞競合現象を利用することにより基底
膜浸潤すること、またこのプロセスに関わる分子が新たながん治療標的となり得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 
 上皮細胞はその高い増殖能や外来性成分に晒されているため、遺伝子変異が生じやすい。個体
器官の中でもとりわけ腸管は遺伝子変異が好発する器官の一つである。上皮細胞層にがん原性
の変異が誘導されたとき、変異細胞と隣接する正常上皮細胞との間で互いに生存を争う「細胞競
合」という現象が生じ、変異細胞が組織より排除されることが近年明らかとなってきた。研究代
表者の研究グループは、腸管の最終分化した吸収上皮細胞の少数に活性化 Ras 変異(RasV12)を
モザイク誘導するマウス(細胞競合マウスモデル)を作出し、ほとんどの Ras 変異細胞が細胞競合
によって管腔側に押し出されるように逸脱することを報告した(Kon et al., Nat. Cell Biol., 
2017)。このように、細胞競合は生体内で偶発的に産生されたがん変異細胞を駆逐する生理的機
能を担っていると考えられているため、基礎と臨床の広範な分野で注目されている。 
 
 
 
２．研究の目的 
 細胞競合はがん変異細胞の排除に限らず、代謝や極性形成、酸化ストレス応答に不全な細胞の
排除など、細胞社会の恒常性維持に寄与する普遍的な生命機能であることが様々な生物モデル
によって示されている。しかしながら、この分野の未解決かつ重要な課題は、恒常性維持の破綻
が生起する発がんにおいて、細胞競合の制がん機能がどのように変容または不活性化するのか、
その分子論的機序は不明である。一般的に、がんは複数のがん関連遺伝子の変異蓄積により発生
することから、研究代表者の研究グループでは、ヒト家族性大腸がんで好発する APC→Ras の
多段階発がんを細胞競合マウスにて再現したところ、基底膜側へ逸脱、浸潤する変異細胞数が増
加することを見出した。この結果は、Wnt シグナルが活性化すると細胞競合の機能が変容し、
本来管腔へと排除される変異細胞の一部が基底膜にびまん性に浸潤することを示唆した。また、
上皮細胞の細胞種によってがん発生率やその病態が異なるという背景のもと、腸管の幹細胞に
活性化 Ras 変異をモザイク誘導するマウスを新たに導入したところ、細胞競合によるがん変異
細胞の排除効率が著しく低下することを見出している。そこで本研究課題では、 
(1) APC→Ras の変異蓄積によって細胞競合の機能が変容する分子機構 
(2) 上皮細胞の分化度の違いによって細胞競合の排除効率が異なる要因 
の 2 つの課題に取り組み、細胞競合と発がんとの関連を個体レベルで理解することを目的とし
た。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)APC変異により細胞競合の機能が変容する分子論的メカニズムの解明 
APCmin/RasV12 変異マウスで観察されたがん細胞のびまん性浸潤を培養細胞にて再現するため、
APC変異と同様に Wnt シグナルを活性化するβ-cateninの変異体 (β-catΔN)を恒常的に発現
する細胞株(β-catΔN細胞)とこの変異体を恒常的に発現し、かつテトラサイクリン依存的に活
性化 Ras 変異を誘導できる細胞株を樹立した(β-catΔN/RasV12 細胞)。上記細胞株を混合培養
し、細胞層形成後、テトラサイクリン添加により Ras変異を誘導し、マウスと同様の条件を構築
した。興味深いことに、β-catΔN/RasV12 細胞の単独培養時にはコラーゲン層への浸潤は認め
られなかったが、β-catΔN 細胞との混合培養時にコラーゲン層に浸潤する β-catΔN/RasV12
細胞が著しく増加し、マウスと同様に細胞非自律的な変異細胞のびまん性浸潤を再現すること
に成功した。そこでβ-catΔN/RasV12細胞を単独培養、もしくはβ-catΔN細胞と共培養した
後、β-catΔN/RasV12 細胞のみを回収し、オミクス解析を行った。有意に発現変化が認められ
た分子に関して、細胞競合における機能を培養細胞ならびにマウス個体内で解析することによ
り、変異細胞の基底膜浸潤を制御する分子を同定した。また、ヒト早期大腸がんの臨床検体を用
い、本研究にて同定した分子カスケードの分子病理学的意義についても評価した。 
 
(2)Ras変異幹細胞が有する細胞競合に対する抵抗性獲得機構の解明 
他グループの研究成果より、細胞競合を負に制御する機構が上皮細胞に備わっていることが以
前に示されており、いくつかの重要な分子が同定されている。そこで、マウス腸管オルガノイド、
もしくはマウス腸隠窩において、これら細胞競合のネガティブレギュレーターの発現や局在を
観察した。また、特異的阻害剤を用いて当該分子の機能を阻害した際の Ras変異腸管幹細胞の排
除効率を調べた。 
 
 
 
４．研究成果 



(1)APC変異により細胞競合の機能が変容する分子論的メカニズムの解明 
 まず、β-catΔN/RasV12 細胞を単独培養、もしく
は β-catΔN 細胞と混合培養(β-catΔN/RasV12 細
胞:β-catΔN細胞=1:50)し、β-catΔN/RasV12細胞
のみを FACS ソーティングし、マイクロアレイ解析を
行なった。その結果、マトリックスメタロプロテアー
ゼ(MMP)の一つである MMP21がβ-catΔN細胞と混合
培養したβ-catΔN/RasV12細胞で発現増加すること
を突き止めた。そこで、MMP ファミリーの発現を定量
的 PCRにて解析した結果、MMP21のみ著増することが
分かった(図１)。そこで、培養細胞、マウス腸管にて
MMP21の免疫染色を行ったところ、細胞非自律的に MMP21の発現が変異細胞内で増加することが
明らかとなった。続いて、MMP21の機能的重要性を評価するために、培養細胞ではノックダウン、
マウスでは MMP21 ノックアウトマウスを APCmin/RasV12 変異マウスに掛け合わせた結果、変異
細胞の基底膜への浸潤率が有意に低下したことから、MMP21が Wnt シグナルの活性化に伴う細胞
競合依存的な変異細胞のびまん性浸潤に必要な分子の一つであることの証左となった。 
 続いて、MMP21の発現増加を司る上流因子を探索するため、上述したマイクロアレイのデータ
を基に GSEA 解析を行った。その結果、β-catΔN 細胞と共培養した β-catΔN/RasV12 細胞で
は、NF-κB シグナルの下流因子群が顕著に発現増加することが分かった。そこで、NF-κB応答
配列が 4つタンデムに組み込まれたルシフェラーゼレポーターを導入したところ、β-catΔN細
胞と共培養した β-catΔN/RasV12 細胞において NF-κB シグナルが活性化することが確認でき
た。次に、マウス小腸の組織切片において NF-κB複合体のサブユニットである p65の局在を検
討した結果、APC変異下で GFPをモザイクに誘導したマウス、単独に RasV12変異を誘導したマ
ウスではその局在に変化が認められなかったが、APCmin 細胞に囲まれた APCmin/RasV12 細胞で
は p65が核内に移行していた。また、腸管オルガノイドを用いた結果より、APCmin/RasV12細胞
が複数存在するクラスター集団では p65 の局在に変化がなかったが、モザイクに Ras 変異誘導
された APCmin/RasV12細胞では p65が核内へと顕著に移行していた。続いて、MMP21の発現制御
と NF-κB シグナルの関連を調べるため、NF-κB シグナルの阻害剤である BAY 11-7082をβ-cat
ΔN 細胞と β-catΔN/RasV12 細胞との混合培養、もしくは腸管オルガノイドに添加した。その
結果、BAY 11-7082の存在下では細胞非自
律的な MMP21の発現増加、ならびに変異細
胞の基底膜浸潤率が有意に抑制された。さ
らに、BAY 11-7082の濃度依存的に管腔へ
の逸脱率が増加したことから、NF-κB シ
グナルが変異細胞が逸脱する方向性を規
定する中心的なカスケードであり、下流の
MMP21 を介して細胞競合依存的な変異細
胞のびまん性浸潤を促進することが示唆
された(図２)。さらに解析を進めた結果、MMP21遺伝子のプロモーター領域に p65の結合配列を
有していることが分かったため、この領域を用いて ChIP assayを行った結果、p65が直接的に
MMP21の上流プロモーターに結合することも明らかにした。 
 本研究により見出した NF-κB-
MMP21 経路がヒトの発がんに関与し
ているかを検討するため、ヒト早期
大腸がんと診断された９検体につい
て、MMP21、p65、β-catenin、MAPK
経路の活性指標として p-ERKの免疫
染色を行い、その発現強度を H-
scoreとして評価した。その結果、正
常部位に比べて腫瘍部ではいずれの
分子の H-score値が増加していた。
さらに、腫瘍部における MMMP21 の
H-score値は p65、β-catenin、p-ERK
のそれらと正に相関していたことか
ら、Wntならびに MAPKが活性化して
いる早期大腸がんにおいて、NF-κB-
MMP21 経路がその進展に重要な機能
的役割を担っていることが示唆され
た(図３)。 
 
 
(2)Ras変異腸管幹細胞が有する細胞競合に対する抵抗性獲得機構の解明 

 
図１. MMP ファミリーの定量的 PCR の結果 

 
図２. NF-κB シグナルを阻害した際の変異細胞の挙動 

 
図３. 早期大腸がんにおける NF-κB-MMP21 経路の変化 



 他グループの研究成果より、がん変異細胞に隣接する正常上皮細
胞ではシクロオキシゲナーゼ-2(COX-2)の発現が増加し、下流のプロ
スタグランジン E2(PGE2)の発現を亢進することにより、細胞競合に
よるがん変異細胞の管腔への逸脱を抑制することが示されている
(Sato et al., Commun. Biol., 2020)。そこで、腸管オルガノイドを
用いて内在性 COX-2 の発現を観察したところ、Lgr-5 陽性の腸管幹
細胞に隣接するパネート細胞における COX-2 の発現が顕著に高いこ
とが分かった。さらに、COX-2 阻害剤である lumiracoxib を添加す
ると、Ras 変異幹細胞の管腔への逸脱率が増加したことから、パネ
ート細胞内の COX-2 が腸管幹細胞の細胞競合に対する抵抗性獲得に
寄与することが示唆された(図４)。 
 
 
 

 
図４. 腸管オルガノイドの COX2 の発現と
COX2 阻害時の Ras 変異腸管幹細胞の挙動 
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