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研究成果の概要（和文）：本研究では、３－D 培養における上皮組織化や浸潤性獲得の分子基

盤を明らかにすることを主たる目的とした。研究全体を通して以下の成果を得た。1) 乳腺上皮

細胞の in vitro 組織化において４倍体細胞の形成とその後の動態・増殖能を解析し、細胞増殖

は核の倍数性に影響されないという結果を得た。2) 腫瘍細胞の３－D 浸潤には細胞膜の

MT1-MMP によって活性化される MMP-2 が必要であること、３－D 培養で選択的におこる

MMP-2の活性化にはMT1-MMPの細胞膜局在の増加によって引き起こされることを明らかに

した。MMP-2 の発現制御はエピジェネテイックに制御されており、その分子機構と標的遺伝

子群を明らかにした。3) Met の発現の有無によって、乳腺上皮細胞や悪性黒色腫の分化転換を

検出できる示唆を得た。分化転換の動態やその分子機構を明らかにする基盤を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：We aimed to elucidate molecular mechanisms of epithelial cell 
invasiveness and differentiation underlying epithelial cell morphogenesis. Our results are 
as follows. 1) Mammary epithelial cell replication is not influenced by polyploidy. 2) 
Activation of MMP-2 by MT1-MMP is required for 3-D invasiveness. Cell surface 
localization of MT1-MMP was depend on 3-D. MMP-2 expression was strongly correlated to 
invasiveness and regulated by epigenetics. We identified epigenetic factors and these target 
genes possibly involved in cancer malignancy. 3) Cell surface Met was heterogeneously 
expressed in mammary epithelial cells and malignant melanomas. This might reflect 
invasive and malignant cell phenotypes.      
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１．研究開始当初の背景 
 
 ３次元構造をもった器官や臓器を培養下
で再構築することは再生医療が汎用性の高
い医療として定着するための基礎となる。培
養細胞を用いるほとんどの研究は、単層培養

系で行われるが、近年、コラーゲンゲルなど
細胞外基質中での３次元（3-D）培養下にお
ける細胞の分化や動態に関する研究が進み、
細胞運動や細胞分化は２次元環境と３次元
環境で大きく異なることが明らかになって
きた。とりわけ、臓器固有の組織形態と機能
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を支える上皮細胞は 3-D での培養、ならびに
HGF（hepatocyte growth factor）に代表さ
れる間葉由来の形態形成誘導因子との組み
合わせによって初めて、生体内の組織に類似
する高度に枝分かれした管腔構造を形成す
る。この過程においては、細胞形質の転換（上
皮-間葉転換）や浸潤形質の獲得と終息などが
秩序だって制御されていると考えられるが、
その分子基盤の詳細は明らかでない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、３−D 培養における上皮組織
化の利点を生かし、一過的・動的な浸潤性形
質の獲得とその終息に着目し、このような
個々の細胞群を可視化・標識化する手法と分
子細胞生物学的手法を用いることで、組織形
成の時空間的制御とその分子基盤を明らか
にすることを主たる目的とした。これらを理
解することは、幹細胞から組織を構築するた
めの基盤となり再生医学などに貢献すると
同時に、秩序だった組織の回復・再生の破綻
によって生じる慢性疾患や癌などの病態形
成の理解につながると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 浸潤性に関わる因子とその発現制御機構
の解明 
 がん細胞をコラーゲンマトリックス内で
３次元培養すると、明確な浸潤性の違いを呈
する。 

 
 ３次元培養における浸潤能の有無と発現
が相関する、浸潤に必要である遺伝子の同定
を行った。さらにこの遺伝子発現の制御機構
について解析を行い、がん細胞の浸潤性に関
わる遺伝子発現の制御機構の解明を目指し
た。 
 
 
(2) 分化転換の可視化と動態解析、細胞分取
と網羅的比較解析による分化転換制御因子
群の同定と機能解析 
 乳腺上皮細胞は 3-D での培養、ならびに
HGF との組み合わせによって初めて、生体
内の組織に類似する枝分かれした管腔構造

を形成する（下図）。上皮組織化の過程では、
細胞の位置情報（先端・分枝部など）に対応
した、一過的な上皮→間葉→上皮の分化転換
と細胞の移動が起こると考えられる。そこで、 
分化転換した細胞群をビメンチンプロモー
ター-GFP レポーター、あるいは HGF の受
容体である Met の発現量によって可視化・標
識化する方法を検討した。これに基づいて、
へテロな細胞集団の分化動態の解析や、ヘテ
ロな細胞集団の分取とその細胞間の遺伝子
発現の網羅的な解析によって分化転換制御
因子群の同定を試みた。 

 
 

 
 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 浸潤性に関わる因子とその発現制御機
構の解明 
 ３次元培養における浸潤能の有無と発現
が相関する、浸潤に必要である遺伝子として
MMP-2 を同定した。MMP-2 はコラーゲンマ
トリックス内での３次元培養において効率
的に活性化されるが、これは MMP-2 を活性
化する MT1-MMP の細胞表面への局在がコ
ラーゲン３次元培養に依存しているためで
あり、インテグリンやマトリックスの弾力性
によらないことを報告した（Sakai K et al., 
BBRC, 2011）。  
 さらに MMP-2 の発現制御機構について解
析し、MMP-2 の発現はエピジェネテイック
に制御されていること、特徴的な抑制性のヒ
ストン修飾があることを ChIP 法により検出
した（学会発表④）。現在 shRNA によるノッ
クダウンを用いて MMP-2 の発現抑制に関わ
る因子を特定しており、この因子が MMP-2
以外に様々ながん悪性化に関わる遺伝子発
現に関与することをマイクロアレイを用い
て網羅的に同定した（学会発表①②）。 
 今後は、今回明らかにしたエピジェネテイ
ックな抑制機構がどのように破綻すること
が、がんの悪性化に関わっているかを明らか
にしたい。 
 
2) 分化転換の可視化と動態解析、細胞分取と
網羅的比較解析による分化転換制御因子群
の同定と機能解析 
 
① Met 発現による分化転換の可視化と動態
解析 



 

 

 乳腺上皮細胞の間葉系形質への分化転換
を可視化するためビメンチン-GFP レポータ
ーをレンチウイルスベクターを用いて乳腺
上皮細胞に導入した。しかし期待したように
分化転換をモニターできなかった。理由とし
てはGFPの半減期などの問題が考えられた。 
 次に細胞表面の Met の発現量をフローサ
イトメーターで定量し、乳腺上皮細胞の数％
の細胞集団のみ Met を発現することが分か
った。Met の発現細胞がごく少数でその後の
生化学的解析が困難であったため、その他の
がん細胞でも検討したところ、悪性黒色腫細
胞において Met の発現量がヘテロな集団で
あることが分かった。Met 発現量に基づいて
分取した悪性黒色腫細胞を限界希釈によっ
てクローニングし、その後の Met の発現の動
態を解析したところ Met 陰性細胞から Met
陽性細胞が生じることが判明した。 
 今回の結果から Met の発現の有無によっ

て、乳腺上皮細胞や悪性黒色腫の分化転換を

検出できる示唆を得た。今後、分化転換の動

態やその分子機構を明らかにするため、現在、

Met の発現の有無による細胞形質の違いや

遺伝子発現の網羅的な比較を行っている。 
 
② 乳腺上皮細胞における４倍体細胞の形成
とその後の動態・増殖能の解析 
 乳腺上皮細胞の in vitro 組織化において多
倍体染色体を有する細胞の多くが間葉・幹細
胞で発現されるビメンチン-GFP レポーター
を発現していることを観察した。がんの発生
過程においては４倍性染色体が異数性に先
だって観察され、４倍性染色体の形成がその
後の染色体の不均等な分配によって異数性
細胞につながる。染色体の異数性と不安定性
は、ほとんどのがんの特徴であり、より悪性
度の高いがんへの進行の要因になる。このよ
うに４倍体細胞の存在はがん化のリスクと
なる。従来、細胞周期チェックポイントの働
きによって４倍体細胞は増殖を停止すると
考えられていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこで乳腺上皮細胞のタイムラプス解析
を行うことで、４倍体細胞の形成過程とその
後の動態、増殖能を解析した。その結果細胞
増殖は核の倍数性に影響されないことが分
かった。しかし倍数性が増加すると細胞質分
裂に失敗や細胞死の確立が高まることが分

かった（学会発表③）。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 この結果から、生体内ではがん細胞に特徴
的な染色体の異数性や不安定性につながる
４倍体細胞の出現そのものを低く抑える仕
組みが機能している一方、４倍体細胞がさら
なる倍数性細胞（４倍体、８倍体…）のルー
ツとなり、それにより染色体の異数性や不安
定性につながる可能性が考えられる。現在、
生体内の乳腺上皮細胞における４倍体細胞
の発生率や、４倍体細胞の形成に対する乳腺
組織の細胞系譜（乳腺幹細胞、筋上皮細胞、
管腔上皮細胞）の影響を解析している。 
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