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研究成果の概要（和文）：本研究では、エクトドメイン・シェディングの「ゆらぎ」とがん細胞の形質転換の「ゆらぎ
」との相関を検討した。MCF-7乳癌細胞株より２クローン（#5と#8）を樹立し、各々のproHB-EGFシェディング活性と細
胞形質転換との相関性を解析した。その結果、シェディング活性が強い細胞は上皮細胞様形態を維持する一方、弱い細
胞は線維芽細胞様形態に変化することがわかった。以上の結果は、proHB-EGFのエクトドメイン・シェディングの「ゆ
らぎ」が癌細胞の形質転換に関与している可能性を強く示唆している。

研究成果の概要（英文）：　We analyzed the relation between phenotypic transition of tumor cells and 
ectodomain shedding activity of membrane-anchored growth factor proHB-EGF in breast tumor MCF-7 cells. We 
established two MCF-7 clones and further analyzed. One (clone #8) mostly generated epithelial-like 
colonies, while the other (clone #5) produced both epithelial- and fibroblast-like colonies. We 
demonstrated that　 proHB-EGF was more shed in breast tumor MCF-7 cells with epithelial-like morphology 
than those with fibroblast-like morphology. We speculate that ectodomain shedding of proHB-EGF could be 
associated with morphological phenotype transition of breast tumor cells.

研究分野：医科学一般

キーワード： エクトドメイン・シェディング　がん細胞不均一性

  ３版



１．研究開始当初の背景 
 がん細胞形質の転換は、がん組織における
がん細胞の多様性を生み出し、がんの治療を
困難にしている。この細胞形質の多様性は、
個々のタンパク質やタンパク群の産生量の
確率論的な「ゆらぎ」が原因の一つと考えら
れる。細胞膜タンパク質の翻訳後修飾の一つ
であるエクトドメイン・シェディングは、膜
タンパク質の細胞外領域が、プロセシング酵
素によって切断され遊離する現象であり、生
体内において厳密に制御され、その破綻は多
くの疾患の原因となっている。このシェディ
ング活性そのものも、確率論的な「ゆらぎ」
を含んでいると考えられる。シェディングの
「ゆらぎ」とがん細胞の形質転換の「ゆらぎ」
の相関性が見出されれば、シェディングの制
御による新たな抗がん治療法の開発につな
がる可能性がある。 
 近年、タンパク質産生量の確率論的な「ゆ
らぎ」と、特にがん細胞で顕著である細胞形
質転換の確率論的な「ゆらぎ」が注目されて
いる。本研究では、タンパク質産生量と細胞
形質の「ゆらぎ」をつなぐものとして、膜型
細胞増殖因子のエクトドメイン・シェディン
グの「ゆらぎ」が関係していると仮定して、
シェディングの「ゆらぎ」とがん細胞の形質
転換の「ゆらぎ」に相関関係があるかを調べ
た。 
 
２．研究の目的 
 がん細胞形質の転換は、がん組織における
がん細胞の多様性を生み出し、がんの治療を
困難にしている。この細胞形質の多様性は、
個々のタンパク質やタンパク質群の産生量
の確率論的な“ゆらぎ”が原因の一つと考え
られる。本研究では、タンパク質複合体によ
って行われる膜タンパク質の細胞外領域切
断“エクトドメイン・シェディング”活性の
“ゆらぎ”に注目し、その“ゆらぎ”の定量
解析法の開発と、乳がん細胞の確率論的な細
胞形質転換（細胞形質の“ゆらぎ”）との相
関性を明らかにする。本研究は、ある細胞活
性の“ゆらぎ”に注目することで、細胞集団
内における細胞形質の多様性を説明し、また
制御しようという極めて独創的な試みであ
り、成功した場合は、全く新しいがん治療や
予後診断法の開発に繋がる。 
 
３．研究の方法 
①ヒト乳がん細胞への Fluhemb の導入とク
ローンの樹立 
本研究では、ヒト乳がん細胞としてMCF-7
株を用いる。レンチウイルス・ベクターを用
いて、proHB-EGF のシェディングをイメー
ジングによって定量可能な蛍光プローブ

Fluhemb (Inoue et al. J . Biochem., 2013)を導
入する。“ゆらぎ”の定量化には、ゲノム情
報が均一な細胞集団が必要であることから、
Fluhembの発現量が比較的高く、細胞膜上で
の分布が見やすいクローンを選択し、ゲノム
情報が均一な細胞集団を樹立する。 

 
②シェディング“ゆらぎ”の定量化解析と細
胞動態解析 
 Fluhembは、proHB-EGFの細胞外領域に
赤色蛍光タンパク質であるmCherry、細胞内
領 域 に 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る
AzamiGreen が挿入された構造をしている。
proHB-EGF のエクトドメイン・シェディン
グによって、細胞外領域が遊離するので、
mCherry の蛍光量が減弱し、AzamiGreen
との蛍光強度比を取ることで、エクトドメイ
ン・シェディングが定量可能である。そこで、
蛍光顕微鏡下で、乳がん細胞の各クローン集
団内の個々のシェディング活性を定量化し、
シェディングの“ゆらぎ”と増殖能や遊走能
などの細胞動態の相関を、タイムラプス・イ
メージングによって明らかにする。 
       
③FACSによるシェディング“ゆらぎ”の定
量化解析 
 Fluhemb を導入した乳腺上皮細胞及び乳
がん細胞の各クローン集団を、フローサイト
メーターによって mCherry と AzamiGreen
の発現量で展開することで、シェディング活
性の異なる細胞集団をそれぞれ単離するこ
とが可能である。この実験を繰り返すことで、
あるシェディング活性を持った細胞集団の、
長期的なシェディング活性の“ゆらぎ”に関
して知見を得ることができる。すなわち、シ
ェディング活性の“ゆらぎ”が、何らかの機
構によって長期的に固定化されるものなの
か、または、あるシェディング活性を持つ細
胞集団は、次世代では元のシェディング“ゆ
らぎ”を持った細胞集団と全く同じ“ゆらぎ”
幅を持つようになるのかを解析する。 
 
④シェディングの“ゆらぎ”と細胞形質の“ゆ
らぎ” 
 乳がん細胞株は、表面抗原である CD24、
CD44、EpCAM の発現パターンによって、
細胞形質を以下のように分類することが可
能である。 
・Stem (like) type = 
CD24hi/CD44neg/EpCAMhi 
・Basal type = CD24hi/CD44neg/EpCAMneg 
・Luminal type = CD24lo/CD44hi/EpCAMhi 
 そこで、ヒト乳がん細胞 MCF-7 細胞を、
まず、上記表面抗原に対する抗体を用いた



FACS解析から細胞形質によって分離する。
その後、細胞形質ごと（ Stem, Basal, 
Luminal）に、今度はシェディング“ゆらぎ”
の強弱に応じた細胞集団をFACSにより分離
し、その後、培養して各細胞集団を増幅させ
た後、それぞれの細胞集団の細胞形質の“ゆ
らぎ”を明らかにする。上記の研究から、細
胞形質転換とシェディング活性の相関を明
らかにし、細胞形質の“ゆらぎ”とシェディ
ング“ゆらぎ”の関連性を検証する。 
 
４. 研究の成果 
 ①ヒト乳がん細胞への Fluhemb の導入と
クローンの樹立 
ヒト乳がん細胞として MCF-7 株に、レン
チウイルス・ベクターを用いて、proHB-EGF
のシェディングをイメージングによって定
量可能とする蛍光プローブFluhemb (Figure 
1)を導入し、スパースに播種したデイッシ上
でコロニー形成を促進した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1. The fluorescent proHB-EGF-based 
metalloprotease biosensor Fluhemb. (A) Structure of 
Fluhemb. (B) After serum starvation, 
Fluhemb-HT1080 cells (human fibrosarcoma cells) 
were stimulated by TPA (50 nM) for 60 min. For 
metalloprotease inhibition, the cells were treated with 
20 M of GM6001 or KB-R7785 for 30 min before 
TPA stimulation. The whole-cell lysate was analyzed 
using SDS-PAGE and western blotting. Fluhemb was 
detected by anti-mCherry or anti-mAG antibodies. 
Detection of beta-actin was used as a loading control. 
The images were obtained by fluorescent microscopy, 
and signal intensity of Azami Green and mCherry on 
the plasma membrane (free edge and cell-cell contact 
sites) was measured with Fiji software. Shedding 
activity was shown as G/R ratio (Azami Green / 
mCherry). The figures 1A&B are adopted from Inoue 
et al., J. Biochem. 154: 67-76, 2013. 
 
②シェディングの“ゆらぎ”と細胞形態の“ゆ
らぎ”の関連解析 
 
 “ゆらぎ”の定量化には、ゲノム情報が均
一な細胞集団が必要であることから、
Fluhembの発現量が比較的高く、細胞膜上で
の分布が見やすいクローン#5、#8 を選択し
た(Figure 2)。さらに各クローンから 2回の

サブクローニングを繰り返し、複数のサブク
ローンを樹立し、proHB-EGF シェディング
定量に供した。 Figure 2に示す様に、MCF-7
細胞クローン#５や#８をさらにサブクロー
ニングし、その形態を観察した。その結果、
クローン#8では、親クローンに類似した上皮
形態を示すクローンが多くサブクローニン
グされたのに対し、クローン#5では親クロー
ンとは明らかに異なる間葉形態を示すクロ
ーンが多く樹立されてきた。このことは、
MCF-7 株が不均一な特性を持つ細胞集団で
あることを示している。 
 また、樹立できた各クローン、サブクロー
ン細胞株における proHB-EGF シェディン
グ活性を、Fluhembを用いてイメージング定
量を行った(Figure 3)。Figure 3に示す様に、
サブクローン#5-1、#5-2、およびクローン#8
では AzamiGreen/mCherry (Green/Red : G/R) 
ratio がそれぞれ、0.67、0.78、0.86であった。
これらの結果から、間葉形態を示すクローン
#5 では上皮形態を示すクローン#8 に比べて、
G/R ratio が低い傾向を示した。またこれらの
各クローン、サブクローンの細胞増殖活性を
検討した結果、上皮形態を示すクローン細胞
#8 は、間葉形態を示すクローン細胞#5 より
高い増殖活性を示す傾向が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Analysis of MCF7 clone phenotype and 
shedding activity. (A) Fluhemb construction was 
introduced into MCF7 cells (human breast cancer cell 
line) and established MCF7 clones (#1-10) 
stablyexpressing Fluhemb. Clone #5 gave rise to 
colonies with both epithelial and fibroblast-like 
morphology after sub-cultivation (7 days). Clone #8 
gave rise to colonies with epithelial-like morphology 
after sub-cultivation (7 days). (B) Fluorescent images 
of MCF7 clone #5 and #8. (C) Fluorescent intensity of 
Azami Green and mCher. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Analysis of MCF7 clone phenotype and 
shedding activity (time-course analysis). 
(A-C) Fluorescent images of Fluhemb-MCF7 clones. 
Images were captured at Day 1, 5 and 7. Fluorescent 
intensity of Azami Green and mCherry was measured 
by Fiji software. The G/R ratio was calculated in each 
clone. Data represent the mean ± S.D. (n=3), *p < 
0.05. 
 
③シェディングの“ゆらぎ”と細胞形質の“ゆ
らぎ”の関連解析 
 次に、乳がん細胞株MCF-7細胞を、まず、
上記表面抗原に対する抗体を用いたFACS解
析から細胞形質によって分離した。 
CD24hi/CD44neg/EpCAMhiを Stem type、 
CD24hi/CD44neg/EpCAMnegを Basal type、 
CD24lo/CD44hi/EpCAMhi を Luminal type
とし、それぞれの細胞集団における
proHB-EGF シェディングを Fluhemb を用
いてイメージング定量解析を行った。 Stem 
type、Basal type、Luminal type の各タイ
プにおいてFACSにより分離した３つの細胞
形質分画における G/R ratioを測定した。その
結果、各分画ともに極めて大きなばらつきを
示した。このことは、上記のStem type、Basal 

type、Luminal type の各分画がかなり不均
一な細胞集団であることを示唆すると共に、
上記の表面抗原分類がその特性を反映する
には不十分であることを示唆している。 
 
④まとめ 
我々はまず、膜型細胞増殖因子 proHB-EGF
のエクトドメイン・シェディングを蛍光イメ
ージングによって定量可能とするプローブ
Fluhembを安定発現するMCF-7乳癌細胞株
を樹立した。次に異なる細胞形態を示すクロ
ーンごとにシェディング活性と細胞形質と
の相関性を解析したところ、シェディング活
性が強い細胞は上皮細胞様形態を維持する
一方、弱い細胞は線維芽細胞様形態を示すこ
とがわかった(Figure 4)。以上の結果は、
proHB-EGF のエクトドメイン・シェディン
グの「ゆらぎ」が癌細胞の形質転換に関係し
ている可能性を示唆している。 以上より、
細胞の形態形質の転換とシェディング活性
に相関性を見出し、細胞形質の“ゆらぎ”とシ
ェディング“ゆらぎ”の関連性を示唆すること
ができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. MCF7 clone phenotypes and proHB-EGF 
shedding activity. The clones showing low shedding 
show fibroblast-like morphology, and the clones 
showing high shedding show epithelial-like 
morphology.  
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