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要旨 

 

 癌遺伝子 KRas の恒常活性型変異は膵臓癌をはじめとする多くのヒトの癌で観察さ

れる。そして、KRas の恒常活性型変異は癌の無限増殖と単層上皮の重層化という形態

変化の原因と考えられている。しかしながら、KRas が ERK 経路を介して細胞増殖を

誘導するということはよく調べられているが、どのようにして形態変化を誘導するかは

いまだ不明なことが多い。本研究では、恒常活性型の KRasが誘導する癌における形態

変化がどのようにして生じるのかを調べた。極性を有する単層上皮組織のモデルとして、

三次元環境下で培養されたMDCK (Madin-Darby Canine Kidney)細胞の管腔構造を用

いた。オーキシン依存的な恒常活性型 KRasタンパク質発現システムをMDCK細胞に

導入し、恒常活性型 KRasの有無による形態変化を観察した。KRas の恒常活性型変異

である KRasV12 を発現する MDCK 細胞は、プラスティック培養皿の二次元環境にお

いては、正常細胞と比べて形態的に変化はなかった。しかしながら、細胞外基質のゲル

内という三次元環境下では KRasV12発現細胞は、正常細胞とは異なり管腔構造を形成

しなかった。さらに、管腔構造が形成された後に、KRasV12 の発現を誘導すると、管

腔を構成していた細胞が内腔へ移動し、内腔が細胞で満たされることが分かった。この

過程において、内腔へ移動する細胞の細胞極性が崩壊することを見出した。また、細胞

周期をモニターする蛍光プローブを用いたライブイメージングによって、KRasV12 の

発現が細胞周期を亢進させることを見出した。阻害剤実験の結果から、内腔での細胞の

充満と細胞周期の亢進には、ERK経路と PI3キナーゼ(PI3K)経路の両方が必要である

ことが分かった。さらに変異体を用いた実験により、ERK 経路の活性化が内腔への移

動の最初の段階を誘導しており、PI3K経路は内腔へ移動した細胞の細胞死を抑制して

いることが明らかとなった。これらの結果から、ERK 経路と PI3K 経路は共に細胞周

期の亢進を誘導しており、さらに細胞の内腔への移動と生存という異なる働きをそれぞ

れが担うことで、活性型 KRasが上皮構造の形態変化を誘導することが明らかとなった。  
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1-1 Ras 

 癌遺伝子 Ras は KRas、HRas、NRas の 3 つの遺伝子からなる。その中でも KRas

はヒトの癌で最も高頻度に変異が観察され、この活性型変異は癌発生に大きな役割を負

っていると考えられる。KRas変異の中で、12番目のコドンのグリシンがアスパラギン

酸あるいはバリンに置換される変異は最も数が多いものの一つで、この変異により

KRasは恒常活性型になり、下流にある情報伝達因子群に信号を伝え続ける(1)。 

 KRas の変異は様々な臓器において生じている。例えば、KRas の恒常活性型変異は

膵臓癌の 90%以上、大腸癌の 50％以上、肺癌の 25%以上で観察される。一方、卵巣癌

や、乳癌では基本的には KRas の変異が見られない(2)。これらに対応して、ノックイ

ンマウスを用いた研究では、KRasの変異による腫瘍性細胞増殖は、細胞の環境に依存

するということが示されている(3)。 

KRas遺伝子の癌化における役割は膵管腺癌(PDAC)でよく研究されている(4)。現在、

PDACにはPanIN (pancreatic intraepithelial neoplasia)と呼ばれる多段階的な前駆病

変があることがわかっている。PDACに進行する過程におけるそれぞれの PanINの段

階で、癌遺伝子や腫瘍抑制遺伝子に高頻度で変異が生じる。例えば、KRas (90%-100%)、

p16INK4a (90-95%)、p53 (50-85%)、DPC4/SMAD4 (50%)、BRCA2 (10%)の変異が観

察される。これらの変異の中で、KRasの変異はもっとも初期の段階で生じる変異であ

る。同様の多段階的な遺伝子変異の蓄積は大腸癌でも見られる(5)。これらの知見は、

上皮組織の癌化に KRasは非常に重要な役割を果たすことを示唆している。 

  

1-2 タンパク質の発現誘導システム 

大部分のヒトの癌においては、KRasの変異は遺伝ではなく、後天的に生じるもので

ある。そのため、KRasの恒常活性型変異が癌形成に与える影響を調べるためには、恒

常活性型変異体の KRasを発現誘導するか、もしくは KRasを誘導的に活性化する必要

がある。例えば、エストロゲン受容体(ER)と Ras の融合タンパク質を用いたシステム

が知られている(6)。このシステムでは ER と Ras の融合タンパク質を作成し、エスト

ロゲンのアナログである 4-hydroxytamoxifen (4-HT)を加えることで、Rasが活性化さ

れるようになっている。この系においては、KRasの 3つの主要なエフェクター分子の

うち Rafは活性化できるが、PI3Kおよび RalGDSは活性化できず、KRasのすべての

効果を反映できない。 

タンパク質発現をコントロールする系としては、テトラサイクリン依存的に転写を活

性化する誘導システムや植物ホルモンのオーキシンを介したユビキチン化によるタン

パク質の分解を誘導するシステムなどが知られている。本研究では後者のシステムを用

いるので、簡単に紹介する。植物細胞内で、AID (Auxin inducible degron)タンパク質

はオーキシン依存的に F-boxタンパク質である TIR1と結合し、ユビキチン化される(7)。

その後、ユビキチン化された AID タンパク質はプロテアソームによる分解を受ける。
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そのため、目的とするタンパク質を AID との融合タンパク質として動物細胞内で発現

させると、オーキシン依存的に目的とするタンパク質の分解が誘導される。 

 

1-3 三次元培養 

 これまでの癌研究の多くはプラスティック培養皿上の非常に硬い基質の上で行われ

てきた。しかし、生体内では、細胞は柔らかな基質で囲まれ、立体的な組織を形成する

ため、細胞の周りの環境が培養細胞と生体内では大きく異なる。その環境の違いにより、

培養皿上と生体内では癌細胞の動態が大きく異なることが指摘されている(8)。このギ

ャップを埋めるために、近年、より生体内の環境に近いゲル中で細胞を培養する三次元

培養法が頻用されるようになった。三次元培養法においては、特に、上皮細胞が管腔構

造を形成するメカニズムに注目が集まっている。代表的モデルとしては、イヌ尿細管由

来の MDCK 細胞がマトリゲル中で構成する管腔構造(シスト)が知られている(9, 10)。

この三次元培養条件において、MDCK 細胞はエキソサイトーシスと膜分離によ

る”hollowing”という仕組みで内腔を形成する。一方、コラーゲンゲル中のMDCK細胞

や、ヒトの乳腺由来の MCF10A 細胞(11)では、管腔の内腔は細胞の脱落によって生じ

る。つまり、細胞集塊の中心部において細胞が細胞死を起こすことにより内腔が形成さ

れるという違いがある。さらに、ヒトの大腸癌由来の Caco-2 細胞や、ゼブラフィッシ

ュの消化管、神経管では、複数の内腔が癒合し、一つの内腔が生じる(12, 13)。また、

膵臓の正常組織と癌組織由来の細胞株をゲル中で培養すると、スフェロイドが形成され

ることなども分かっているが(14–16)、その構造がどうやってできるのかは十分には分

かっていない。すなわち、管腔構造を始めとする立体構造を形成するメカニズムは細胞

の種類や条件により様々である。 
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2-1 プラスミドと抗体 

 AID システムで用いるベクターは BioROIS 株式会社から購入した。TIR-9myc 配

列を表 1 に示すプライマーを用いて PCR で増幅し、pCX4puro、pCX4neoDX レト

ロウイルス発現用ベクターに組み込んだ(17)。同様に AID 配列を表 1 に示すプライ

マーを用いて PCRで増幅し、pCX4bsrベクターに組み込み、pCX4bsr-3HA-AID-AID

を作成した。本研究で使用した KRas、Ral、MEKの変異体は表 1に示すプライマー

を用い、PCR で変異を導入し、増幅したのちに、このベクターに組み込んだ。ERK

活性をモニターする FRET バイオセンサーは(18)で使用したプラスミドを用いた。

Caspase-3の活性をモニターする FRETバイオセンサー(19)の CFPと Venusはそれ

ぞれ VenusとmCherryに置換し、pCX4neoDXベクターに組み込んだ(SCAT3)。頂

端部及び基底側部マーカーの GPI-mCherryと GFP-Syntaxin4は pCX4neoDXベク

ターに組み込んだ(20)。Fucci に用いたプラスミド、CSII-EF-MCS-mCherry-hCdt

と CSII-EF-MCS-Venus-hGemは理研の宮脇敦博士から供与された(21)。 

本研究で用いた抗体を以下に示す。1次抗体として、anti-myc (Santa Cruz社)、

anti-HA (Roche社)、anti-pan-Ras (Calbiochem社)を用いた。2次抗体として、IRDye 

800CW あるいは IRDye 680 (Li-COR 社)をウエスタンブロッティングに用い、

Alexa488で標識した anti-rat IgG抗体(Molecular Probe社)を免疫染色に用いた。 

 

2-2 細胞培養 

 イヌ腎臓上皮細胞・MDCK細胞 (RCB0995、理化学研究所バイオリソースセンタ

ーより入手) は、10%FBS 、100 unit/mlペニシリン/ 100 g/mlストレプトマイシ

ン (ナカライテスク社) 、2 mM L-グルタミン、 1 mM ピルビン酸ナトリウムを含

んだMinimum Essential Medium (MEM) (GIBCO 社) により、37℃、5% CO2イン

キュベーターで培養した。レトロウイルス産生細胞・BOSC23細胞は、10%ウシ胎児

血清 (FBS) 、100 unit/mlペニシリン、100 g/mlストレプトマイシン (ナカライテ

スク社) を含んだ Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High glucose 

(Sigma-Aldrich社) により、37℃、5% CO2インキュベーターで培養した。 
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表 1 使用したプライマー 

Primer name  

TIR forward GAATTCATGACGTACTTCCCGGAGGAGGTG 

TIR reverse  CTCGAGGCTCTCGTCGGACACCACCATCCG 

EcoRI-AID forward primer GAATTCATGGGCAGTGTCGAGCTGAATCTG 

XhoI-AID reverse primer CTCGAGAGCTCTGCTCTTGCACTTCTCCAT 

XhoI-AID forward primer CTCGAGATGGGCAGTGTCGAGCTGAATCTG 

NotI-AID reverse primer GCGGCCGCTCAAGCTCTGCTCTTGCACTTC 

KRas forward primer GCCCGGGCTCGAGATGACTGAATATAAAC 

KRas reverse primer GCGGCCGCTTACATAATTAC 

KRasV12 mutation forward primer GTGGTAGTTGGCGCCGTTGGCGTAGGCAAG 

KRasV12 mutation reverse primer GCCTACGCCAACGGCGCCAACTACCACAAG 

T35S forward primer CGAATATGATCCATCAATAGAGGATTCC 

T35S reverse primer GGAATCCTCTATTGATGGATCATATTCG 

E37G forward primer GATCCAACAATAGGGGATTCCTACAGG 

E37G reverse primer CCTGTAGGAATCCCCTATTGTTGGATC 

Y40C forward primer CAATAGAGGATTCCTGCAGGAAGCAAG 

Y40C reverse primer CTTGCTTCCTGCAGGAATCCTCTATTG 

MEK1 forward primer CTCGAGATGCCCAAGAAGAAGCCGAC 

MEK1 reverse primer GCGGCCGCCGACGCCAGCAGCATGGG 

MEK1 mutation forward primer CTCATAGACGACATGGCAAATGAGTTTGTTGGGAC 

MEK1 mutation reverse primer GTCCCAACAAACTCATTTGCCATGTCGTCTATGAG 

RalA forward primer CTCGAGATGGCTGCAAATAAGCCCAAG 

RalA reverse primer GCGGCCGCTTATAAAATGCAGCATC 

RalA mutation forward primer GATACAGCAGGTCTAGAAGACTACGC 

RalA mutation reverse primer GCGTAGTCTTCTAGACCTGCTGTATC 
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2-3 外来遺伝子安定発現細胞株の樹立 

レトロウイルス発現用ベクター、白血病ウイルスの構造蛋白質 gag-polをコードす

る pGP、および水泡性口内炎ウイルス Vesicular stomatitis virus (VSV)のエンベロ

ープタンパク質 VSV-Gをコードするプラスミド[pMD-G(22)または

pCMV-VSV-G-RSV-Rev(それぞれジュネーブ大学 Trono博士と理研宮脇敦博士より

供与)]を 293 fectin (Invitrogen社)を用いてBOSC23細胞にトランスフェクションし

た。産生されたレトロウイルスを用いて、まず、TIR1-9myc遺伝子をMDCK細胞に

導入し、ピューロマイシンあるいはネオマイシンによる薬剤選択後に高発現株をクロ

ーニングした。この細胞を以下MDCK-TIR1細胞と呼ぶ。次に、各種 3HA-AID付

加タンパク質遺伝子をMDCK-TIR1細胞にレトロウイルスで同様に導入した。また、

細胞極性マーカー遺伝子および細胞死バイオセンサー―SCAT3も同様にレトロウイ

ルスを用いて導入した。 

細胞周期を可視化するプローブ Fucciの遺伝子は、レンチウイルスを用いて以下の

ように導入した。CSII-EF-MCS-mCherry-hCdtあるいは

CSII-EF-MCS-Venus-hGemを、pCAG-HIVgpと pCMV-VSV-G-RSV-Revとともに

BOSC23細胞にトランスフェクションし、ウイルスを作成した。実験によっては、

RetroX (Clontech社)を用いてウイルスを濃縮した。これらのウイルスを

MDCK-TIR1細胞に感染後、FACSにより蛍光タンパク質発現細胞を選別した。  

 ERK バイオセンサーを安定発現する MDCK 細胞を樹立するために、発現ベクタ

ーを Tol2 システムによって導入した(23)。数日後、蛍光を発する細胞を FACS で選

別した。 

 

2-4 ウエスタンブロッティング 

細胞を 1x SDSバッファー[62.5 mM Tris-HCl (pH6.8), 12% グリセロール、2％

SDS、0.004% BPB、10% 2-メルカプトエタノール]で溶解した。溶解したサンプル

を超音波で破砕したのちに、5-20%のポリアクリルアミドゲル (オリエンタルインス

ツルメンツ社 )による SDS-PAGE に供してタンパク質を分離した。PVDF 膜 

(Immobilion-FL, Millipore 社)に分離したタンパク質をトランスファーした後に、

PVDF膜を Odyssey blocking buffer (LI-COR社)で 1時間ブロッキングした。その

後、PVDF膜を Odyssey blocking bufferと PBSの混合液で 1:2000の割合で希釈し

た一次抗体で処理し、続いて二次抗体で処理した。メンブレンを Odyssey IR scanner

を用いてスキャンし、Odysseyイメージングソフトウェアで解析した。 

 

2-5 免疫染色 

35 mm径のガラスボトムディッシュ上に細胞を撒き、NAA含有、あるいは非含有

の培地中で 48時間培養した。細胞を 4% パラホルムアルデヒド(PFA)を用いて 20分
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間室温で固定し、10分間室温で 0.1% TritonX-100処理をした。5% ウシ血清アルブ

ミンでブロッキングした後に、サンプルを 4℃で 30 分間、1:500 で希釈した抗 HA

抗体と 1:1000で希釈した Alexa Fluor 568 phalloidin (Molecular probes 社)で処理

した。続いてサンプルを Alexa488が結合した抗ラット IgG抗体と共にインキュベー

トした。細胞の画像を FV1000 共焦点顕微鏡 (Olympus 社)で取得した。切断型

caspase3の染色のために、4% PFAを用いてMDCK細胞を4℃で一晩固定した後に、

30分間室温で 0.25% TritoX-100処理をした。PBSで細胞を洗浄し、0.025%サポニ

ンを含む 0.7%フィッシュゼラチンで 20分間ブロッキングを行い、1:100に希釈した

抗切断型 caspase3 抗体で一晩インキュベートした。二次抗体反応として Alexa 

fluor488 が結合した抗ウサギ IgG と共に 4 時間インキュベートした。これと同時に

1:500に希釈したHoechst33258 (Invitrogen社)を加え、核を染色した。 

 

2-6 FACS 

蛍光タンパク質を発現するMDCK細胞をトリプシン処理し、3% FBSを含む PBS

で再懸濁したのちに FACSAriaII (BD BioScience社)でソーティングした。青色レー

ザー(488 nm)とFITCチャンネルをFRETプローブとGFP、Venusの検出に用いた。

緑色レーザー(561 nm)と PEチャンネルをmCherryの検出に用いた。 

 

2-7 MDCK細胞の三次元培養 

MDCKのシストは以前の報告通りに作成した(20, 24, 25)。80 lのマトリゲル(BD 

Bioscience 社)を 13 mm 径のカバーガラス上で重合させ、7500 個の MDCK 細胞を

加えた。細胞は 2％のマトリゲルを含む培地中で培養した。タイムラプス観察のため

に、5日から 7日培養したシストを PBSで洗浄し、1.25 mM EDTA/PBS溶液を用い

て氷上で一時間マトリゲルの脱重合を行った。シストを遠心して回収し、66%のコラ

ーゲン(Cellmatrix TypeI-A; 新田ゼラチン)、10%再構成バッファー(新田ゼラチン)、

24%の培地で構成されるコラーゲン溶液で懸濁した。35 mm ガラスボトムディッシ

ュに懸濁液を乗せ、20分間 37℃でインキュベートすることで、コラーゲンを重合化

した。 

 

2-8 核の染色 

1:10000で希釈したDyeCycle Green (Invitrogen)と 30分間インキュベートするこ

とで、マトリゲル上で培養した細胞の核を染色した。PBSで洗ったのちに、FV1000

共焦点顕微鏡を用いて細胞の画像を取得した。 

 

2-9 共焦点 FRETイメージング 

上述のようにシストをコラーゲンゲルに懸濁し、10% FBS、100 unit/mlペニシリ
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ン/ 100 g/mlストレプトマイシン、2 mM L-グルタミン、 1 mM ピルビン酸ナトリ

ウムを含む CO2-independent medium (Invitrogen 社)に培地を置き換えて、シスト

のタイムラプス観察を行った。画像は FV1000 共焦点イメージングシステム

(Olympus 社 )を備えた倒立型顕微鏡 IX81(Olympus 社 )で取得し、レンズは

UPlanSApo 20X 0.75を用いた。共焦点絞りは 80 m、解像度は 512x512ピクセル、

zoom factor は 2.0 とした。励起光は 440 nm、励起ダイクロイックミラーは

405-440/515、CFPチャンネル用の PMT (photomultiplier)のダイクロイックミラー

は SDM510、分光範囲は 460-500 nm、FRETチャンネル用の PMTのダイクロイッ

クミラーはmirror、分光範囲は 515-615 nmとした。SCAT3イメージングには以下

の条件を用いた。励起光は 488nm、励起ダイクロイックミラーは DM405/488/559、

Venusチャンネル用PMTダイクロイックミラーはSDM560、分光範囲は500-545nm、

FRETチャンネル用PMTダイクロイックミラーはmirror、分光範囲は 570-670nm。 

 

2-10共焦点蛍光イメージング 

GFP、mCherry、Venus、dKeimaをイメージングするために共焦点スキャニング

ユニットFV1000を備えた倒立型顕微鏡 IX81を用い、レンズはUPlanSApo 20X 0.75

を使用した。共焦点絞りは 80 m、解像度は 512x512ピクセル、zoom factorは 2.0

とした。用いた励起光と蛍光フィルターは以下に示す。dKeimaは 440 nm、GFPと

DyeCycle Greenは 488 nm、Venusは 515 nm、mCherryは 559 nmの励起光を用

いた。励起ダイクロイックミラーは、DM405-440/515を dKeima、DM405/488/559

を GFP、DyeCycle Green、Venus、mCherryのために用いた。GFPと Venusのた

めの PMT ダイクロイックミラーは SDM560、mCherry と dKeima のための PMT

ダイクロイックミラーはmirrorを用いた。GFPチャンネルの分光範囲は500-545 nm、

Venus チャンネルの分光範囲は 530-545 nm、mCherry チャンネルの分光範囲は

570-670 nm、dKeimaチャンネルの分光範囲は 515-615 nmとした。 
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3-1 TIR1と AID-KRasV12を発現するMDCK 細胞株の樹立 

成熟したシストで恒常活性型の KRasを発現させるために、AID (Auxin Inducible 

Degron)システムを用いた(7)。すでに述べたように AID システムでは、オーキシン

が、植物由来 F-boxタンパク質の TIR1に結合することで、AID融合タンパク質のユ

ビキチン化とそれに引き続くプロテアソームによる分解を誘導する(図 1)。まず、

MDCK 細胞に TIR1 遺伝子発現レトロウイルスを感染させ、抗生物質で選択した。

複数のクローンを作成し、ウエスタンブロッティングで TIR1の発現量を調べ、最も

発現量が高いクローンをMDCK-TIR1細胞と命名し、以下の実験に用いた。同様に、

AID-KRasV12 発現レトロウイルスを MDCK-TIR1 細胞に感染させ、薬剤で選択し

た。この細胞をMDCK-KRasV12細胞と呼ぶ。 

MDCK-KRasV12 細胞において、オーキシン依存的に Ras タンパク質が分解され

るか確かめた。オーキシンとしては、1-naphthaleneacetic acid (NAA)を用いた(7)。

MDCK-KRasV12細胞を 50 Mの NAA存在下、あるいは非存在下で 24時間培養し

た。NAAを含む培地から NAAを除去したのちに、NAAを含まない培地でさらに培

養を続けた。その後、AID-KRasV12の発現量をウエスタンブロッティングで定量し

た(図 2A)。解析する細胞の量は、TIR1 で標準化した。NAA で処理していないサン

プルを基準として、NAA を除去したサンプルにおける AID-KRasV12 の発現量を求

めた。3回の独立した実験を行った結果、NAAを含む培地で 24時間培養することで、

AID-KRasV12タンパク質の発現量は平均して 7.5%となることがわかった。NAAを

除去してから 1 時間後には発現量は 38％、3 時間後には 60％まで回復した。これら

の結果はMDCK 細胞内で AID-KRasV12 の発現を NAA依存的に操作することがで

図 1. AIDシステムの概略図 

AID タンパク質は植物ホルモンであるオーキシン存在下で植物細胞に存在

する F-boxタンパク質 TIR1と結合する。TIR1と結合した AIDタンパク質

はユビキチン化され、プロテアソームによる分解を受ける。TIR1と AIDタ

ンパク質に KRasV12 を付加したタンパク質を発現させることで、動物細胞

内でオーキシン依存的な KRasV12発現システムを構築できる。 
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きることを示している。AID付加タンパク質の発現に最適な NAAの濃度を調べ、以

下の研究では 50 M NAAを加えることにした(図 3)。 

外因性と内因性の Ras タンパク質の発現量を比べるために、MDCK-KRasV12 細

胞を抗 pan-Ras 抗体によるウエスタンブロッティングに供した(図 2B)。3 回の独立

した実験を行い、AID-KRasV12の発現量は平均で内因性の 2.0±0.53(平均±標準偏

差)倍となった。従って、ほぼ生理的な発現量で活性型 KRas の効果を見ることがで

きる系であるといえる。さらに KRasV12の局在場所と KRasV12が及ぼす細胞形態

への影響を調べた。MDCK-KRasV12細胞を NAA存在下あるいは非存在下で 2日間

培養し、ほぼ密集した状態で F-アクチンと結合するファロイジンで染色した(図 2C)。

予想された通り、AID-KRasV12 は形質膜に局在した。しかし、KRasV12 の発現に

よって、アクチン細胞骨格の形態的な変化は観察されなかった。この結果は、細胞を

高密度で培養したときには、KRasV12 の発現が細胞間接着の消失を誘導しないとい

う以前の報告(26)と合致する。 

図 2. AID-KRasV12を発現するMDCK細胞株の樹立 

(A) AID-KRasV12遺伝子を導入したMDCK 細胞を 50 MのNAA含有あるいは非

含有の培地で 24 時間培養した。その後 NAA を除去し、細胞を図に示す時間、さら

に培養し、SDS-PAGE とウエスタンブロッティングに供した。ウエスタンブロッテ

ィングでは AID-KRasV12と TIR1を検出するために、それぞれ抗HA抗体と抗myc

抗体を用いた。細胞数は TIR1 で標準化した。NAA を除去したサンプルを基準とし

て NAA処理していないサンプルにおける AID-KRasV12の発現量を求めた。下に示

す数値は 3回の独立した実験の平均値と標準偏差である。(B) MDCK-KRasV12細胞

を 24 時間 NAA 処理し、SDS-PAGE と抗 pan-Ras 抗体によるウエスタンブロッテ

ィングに供した。(C) MDCK-KRasV12 細胞を NAA 存在下、非存在下で 48 時間培

養した。その後、4% PFAで固定し、抗HA-抗体による免疫染色を行った。2次抗体

は Alexa488が結合した抗ラット IgG抗体を用い、同時に Alexa568が結合したファ

ロイジンを用い、アクチン細胞骨格を可視化した。画像は共焦点顕微鏡で取得し、ス

ケールバーは 20 mを示す。 
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図 3. AID-MEK1SDSEの NAA濃度依存的誘導発現 

3HA-AID-MEK1SDSEを発現するMDCK細胞を図に示すNAAの濃度で 24時間培

養した後に、NAAを除去し、NAA非存在下でさらに 24時間培養した。その後、ウ

エスタンブロッティングに供し、MEK1SDSEの発現量を定量した。 
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3-2 KRasV12によるシスト形成阻害 

 次にKRasV12がシスト形成に与える影響を調べた。MDCK-KRasV12細胞をNAA

存在下あるいは非存在下で、7 日間マトリゲル上で培養を行い、生細胞の核を

DyeCycle Greenで染色した。図4A左で示すように、NAA存在下でMDCK-KRasV12

細胞を培養すると、以前の報告通り(20)に中心に内腔を持つ球状のシストができた。

一定の割合のシストで、内腔に少数の細胞が観察されたが、この細胞は核が DyeCycle

で染色されなかったので、死細胞であると判定された。対照的に MDCK-KRasV12

細胞を NAA 非存在下(図 4A 右)で培養すると、多くの細胞が内腔を充満させた構造

を形成した。内腔の細胞は DyeCycleで染まったことから生きた細胞であると判定さ

れた。このことは KRasV12の発現が正常な内腔形成を妨げていることを示唆してい

る。 

上記のような生きた細胞が多数内側に存在するシストを異常なシストとして定量

化した。NAA 存在下あるいは非存在下でマトリゲル上での培養を 7 日間行い、正常

なシストと異常なシストの数を DIC画像から求めた。図 4Bに示すように、NAA存

在下では 30.3%が異常なシストを形成したのに対し、NAA 非存在下では 95.4%もの

シストが異常なシストであった。生体内の癌では、すでに極性を有する上皮細胞に

図 4.KRasV12の発現によるシスト形成阻害 

(A) MDCK-KRasV12細胞をマトリゲル上でNAA存在下、非存在下で 7日間培養し、

核を DyeCycle Green で染色した。スケールバーは 20 m を示す。 (B) 

MDCK-KRasV12細胞を NAA存在下、非存在下でマトリゲル上で 7日間培養した。

NAA存在下で形成したシストは PBSで洗ったのちに、NAA非存在下でさらに 2日

間培養した(＋→－)。シストを微分干渉顕微鏡で観察し、異常なシストの割合を求め

た。グラフは 3 回の独立した実験の平均値を標準偏差と共に記したものである。ス

チューデントの等分散の 2標本を対象とする t検定により算出した P値が 0.05より

低い場合に*、0.01より低い場合に**を示した。 
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Rasの変異が生じ、Rasが活性化する。この過程を模倣するために、シストが形成さ

れたのちに KRasV12の発現誘導を行った。NAA存在下でMDCK-KRasV12細胞を

7日間マトリゲル上で培養し、シストを形成させた。その後 KRasV12を発現させる

ために、NAA非存在下で更に 2日培養した。NAAを除去することで、51.4%のシス

トが異常なシストになった。これらの結果から、Rasの活性化は成熟した上皮構造の

乱れも誘導できるということが分かった。他の活性型 Ras タンパク質である

HRasV12を発現させても KRasV12と同様の結果を得られた(図 5)。 

 

3-3 Rasの活性化による内腔への細胞運動 

 所属研究室では以前に頂端部でのRac1の活性化が細胞極性を消失させて細胞分裂

軸の異常を誘導し、内腔が細胞で埋まるという報告をした(20)。Rasの活性化が Rac1

の活性化と同様の様式で内腔での細胞の蓄積を誘導するのかを調べた。赤色蛍光タン

パク質である Keima と HistonH1 の融合蛋白質(H1-Keima)を MDCK-KRasV12 細

胞に導入し、共焦点顕微鏡を用いてタイムラプス観察した(図 6A)。観察の結果、成

図 5. HRasV12の発現によるシスト形成阻害 

(A) MDCK-HRasV12細胞をマトリゲル上で NAA存在下、非存在下で 7日間培

養し、核を DyeCycle Green で染色した。スケールバーは 20 m を示す。(B) 

MDCK-HRasV12細胞を NAA存在下、非存在下でマトリゲル上で 7日間培養し

た。NAA存在下で形成したシストは PBSで洗ったのちに、NAA非存在下でさ

らに 2日間培養した(＋→－)。シストを微分干渉顕微鏡で観察し、異常なシスト

の割合を求めた。グラフは 3 回の独立した実験の平均値を標準偏差と共に記し

たものである。スチューデントの等分散の 2標本を対象とする t検定により算出

した P値が 0.05より低い場合に*、0.01より低い場合に**を示した。 
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熟したシストでKRasV12が発現すると、Rac1の活性化による形態変化とは異なり、

細胞分裂軸の異常を伴わずに細胞が内腔へ移動することが分かった。次に、シストの

上皮極性を頂端部マーカーの GPI-mCherry と基底側部マーカーの GFP-Syntaxin4

で調べたところ、頂端部が壊れた箇所から細胞が内腔へ移動する様子が観察できた

(図 6B)。また、内腔へ移動する細胞では、頂端部マーカーが消失し、基底側部マー

カーが形質膜全体に局在した。このことは内腔へ移動する細胞では極性が消失してい

るということを示唆している。以上の結果から、KRasV12 の発現による内腔への細

胞移動は Rac1の活性化の場合と異なり、細胞分裂軸の異変が生じず、極性が崩壊し

たことによる異常な細胞運動が原因だと考えられる。 

  

図 6. 内腔が埋まる過程のライブイメージング 

(A) H1-Keimaを発現するMDCK-KRasV12細胞をNAA存在下でマトリゲル上で 5

日間培養し、シストを形成させた。NAA非存在下で、シストを、共焦点顕微鏡を用

いて 24時間タイムラプス観察した。矢頭は内腔へ移動する細胞を示す。スケールバ

ーは 20 mを示す。(B) 頂端部、基底側部マーカーはそれぞれ GPI-mCherry (マゼ

ンタ )と GFP-Syntaxin4 (緑 )を用いた。これらのマーカーを発現する

MDCK-KRasV12細胞のシストを、NAA非存在下で共焦点顕微鏡を用いて 24時間

観察した。2つの矢頭の間は頂端部が壊れた箇所を示す。スケールバーは 20 mを

示す。 
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3-4 KRasV12の発現による均一な ERKの活性化 

ERKは Rasの主な下流分子で、Ras-Raf経路に位置しており、細胞増殖や分化を

制御している(27)。内腔へ移動する細胞で ERK活性が変化しているか調べるために、

ERK の FRET バイオセンサーである EKAREV を用いた  (図 7A)(18)。まず

MDCK-TIR1細胞に EKAREVバイオセンサーを導入し、続いて AID-KRasV12を導

入した。EKAREVバイオセンサーを発現するMDCK-KRasV12細胞を NAAと共に

マトリゲル上で培養し、7 日後に共焦点顕微鏡による 24 時間のタイムラプス観察を

行った(図 7B)。NAA を除去する前は、ERK 活性はシストを構成する細胞間で不均

一であるが(図 7B 左)、数時間後には内腔の細胞やシストを構成している細胞の両方

で均一な ERK 活性の上昇が見られた。定量的な解析を行うと、ERK 活性が徐々に

上昇するということが分かった(図 7C)。これらの結果は、ERK活性は成熟したシス

トでは不均一であり、Rasの活性化がシスト全体で起こることで ERKの不均一な活

性が崩れるということを示唆している。また、内腔の細胞の ERK 活性はシストを構

成する細胞の ERK活性と同等であった。このことは上皮構造における不均一な ERK

活性が正常構造を保つために必要であり、ERK 活性の不均一性の崩壊が形態変化の

一端を担うことを示唆している。 
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図 7. EKAREVを発現するシストのライブイメージング 

(A)EKAREVバイオセンサーの概略図(B)EKAREVを発現するMDCK-KRasV12細

胞のシストを NAA 非存在下で共焦点顕微鏡を用いて 24 時間タイムラプス観察し

た。バックグラウンドを引いたのちに、FRET/CFP画像をMetaMorphソフトウェ

アで作製した。算出された FRET効率を IMD (Intensity-modulated display)モード

で表した。スケールバーは 20 mを示す。(C)シスト全体の FRET/CFP ratio を、

メタモルフソフトウェアを用いて計算した。○は NAA を加えたシスト(n=8)、●は

NAAを除去したシスト(n=13)の FRET/CFPを示す。 
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3-5 活性型 Rasが誘導する形態変化を引き起こすシグナル経路 

次に、KRasV12 が誘導する形態変化の責任経路を調べた。細胞の癌化に関与する

Rasの下流分子として、Raf、RalGEF、PI3K が明らかになっている。このうち Raf

の下流のMEKの阻害剤、そして PI3K阻害剤を用いることで、内腔での細胞の蓄積

に対する Ras の下流分子の必要性を調べた。MDCK-KRasV12 細胞のシストができ

た後に、NAA 含有、非含有の培地に MEK 阻害剤あるいは PI3K 阻害剤を加えてさ

らに培養した。PD184352はMEK、LY294002は PI3Kの阻害剤である(図 8A)。図

8B に示すようにいずれの阻害剤でも内腔での細胞の蓄積が抑えられた。この結果か

ら、内腔での細胞の蓄積には ERK 経路と PI3Kの経路の両方が必要であるというこ

とが結論づけられた。 

KRasV12のエフェクターループにアミノ酸置換を有するKRasV12-T35S、-E37G、

-Y40C 変異体はそれぞれ Raf、RalGEF、PI3K を特異的に活性化することが知られ

ている(図 8A)(28)。これらの変異体に AIDを付加したコンストラクトを作成し、Ras

下流因子をそれぞれ特異的に活性化した場合の変化を解析することとした。これら変

異体を含むレトロウイルス液をまず 10 倍濃縮した後に、4 倍、16 倍希釈して

MDCK-TIR1細胞に感染させた。薬剤選択後にウエスタンブロッティングで発現量を

確認した(図 9)。最も濃いウイルス液を感染させた細胞を、マトリゲル上で 7 日間培

養してシストを形成させた。形成したシストをコラーゲンゲルに移し替えた。NAA

を除去して 2日後に微分干渉顕微鏡でシストの画像を取得したKRasV12に比べると

効果は弱いが、KRasV12-T35S が発現することによって内腔が細胞で充満したシス

トの数が増加した。しかし、E37Gと Y40Cは内腔での細胞の蓄積を誘導できなかっ

た(図 8C)。これらに対応して、MEKと RalAの活性型変異体であるMEK1SDSEと

RalAQ72Lをそれぞれ発現させたところ、MEK1SDSEでは KRasV12-T35Sと同様

に形態変化を誘導し(図 8C 第 7 カラム)、RalAQ72L は KRasV12-E37G と同様に形

態変化を誘導できなかった(図 8C第 8カラム)。ERK経路の活性化により形態変化を

誘導できたものの、その効果は KRasV12 の効果に比べると小さい。そこで、ERK

経路だけではなく PI3K経路の活性化も必要ではないかと考え、T35Sと Y40Cの共

発現を行ったところT35S単独よりも異常なシストの数が増加した(図8C第6カラム)。

以上の結果から PI3K 経路は ERK 経路による形態変化を増強するために必要である

ことが明らかとなった。  
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図 8. KRasV12の下流分子 

(A) Ras シグナルの概略図。KRasV12-T35Sは Raf、KRasV12-E37Gは RalGEF、

KRasV12-Y40Cは PI3Kを特異的に活性化する。(B) MDCK-KRasV12細胞のシス

トをコラーゲンゲルに移し替えた後に、2.5 M の PD184352 あるいは 50 M の

LY294002を含む NAA含有、非含有の培地で 2日間培養し、微分干渉顕微鏡でシス

トを観察して異常なシストの数を数えた。グラフは三回の独立実験の平均値±標準偏

差で表す。 (C) AIDを付加したKRasV12の下流分子特異的な変異体あるいはMEK

と RalAの恒常活性型であるMEK1SDSEと RalAQ72LをMDCK-TIR細胞に導入

し、マトリゲル上で NAA存在のもと、7日間培養した。シストをコラーゲンゲルに

移し替え、NAA存在、あるいは非存在下で更に 2日間培養し微分干渉顕微鏡でシス

トの画像を取得し、異常なシストの割合を求めた。スチューデントの等分散の 2 標

本を対象とする t 検定により算出した P値が 0.05 より低い場合に*、0.01 より低い

場合に**を示した。 
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3-6 形態変化における PI3K経路の役割 

PI3K/AKT経路は細胞の生存に関係する因子として知られている(29)。そこで活性

型 Rasが引き起こす形態変化において、PI3K経路は細胞死に関わっているのではな

いかと考え、アポトーシスを引き起こす細胞を識別するために切断型 caspase3 の検

出を行った。MDCK-KRasV12細胞を NAA存在下で培養してシストを形成させた後

に、NAA を除去し、PI3K 阻害剤である LY294002 を加えて 2 日培養した。その後

細胞を固定し、抗切断型 caspase3 抗体で染色した。その結果、LY294002 で処理し

たシストにおいて、管腔内に切断型 caspase3 陽性細胞を持つシストが増加していた

(図 10A)。さらに caspase-3 の活性を生体内で可視化できる FRET バイオセンサー

SCAT3(19)を安定発現するMDCK細胞株を樹立した。このバイオセンサーは、正常

状態では Venus からmCherry への FRET が観察されるが、caspase3が活性化する

と Venus と mCherry との間に存在する切断配列が切断され、Venus から mCherry

への FRETが起こらない。すなわち、caspase3が活性化すると FRET効率が減少す

る。SCAT3 を発現する MDCK-KRasV12 細胞のシストを LY294002 で処理すると、

内腔の細胞でFRET効率の減少、すなわち caspase3活性の上昇が見られた(図10B)。

これらの結果からPI3K経路は内腔におけるアポトーシスを抑制する働きを持つこと

が示唆される。 

   

図 9. KRasV12選択的変異体の発現量 

AID-KRasV12T35S、E37G、Y40Cを発現するレトロウイルス液を RetroX

でまず 10 倍に濃縮し、そこから 4 倍ずつ希釈して、MDCK-TIR1 細胞に

感染させた。薬剤選択した後に、細胞をウエスタンブロッティングに供し、

抗 HA抗体で AIDタンパク質を、抗myc抗体で TIR1を検出した。 
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図 10. PI3K阻害剤による内腔細胞のアポトーシス誘導 

(A)50 M NAAを加えてマトリゲル上でMDCK細胞を 5日間培養した後に、NAA

を除去し、それと同時に DMSOあるいは 50 M LY294002を加えて更に 2日培養

した。その後、細胞を固定し、抗切断型 caspase3 抗体(緑)と Hoechst 33258(青)で

染色した(左図)。右図に内腔にアポトーシスを起こしている細胞を持つシストの割合

を示すグラフを示す。3 回の独立実験の平均±標準偏差で表す。(B)A と同様に

SCAT3(上図)を発現する MDCK-KRasV12 細胞を PI3K 阻害剤で処理した。共焦点

顕微鏡により画像取得後、mCherry/Venus 比を算出した。***は p<0.001を示す。 
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3-7 Rasの活性化による細胞周期の亢進 

 以前に、線維芽細胞では Raf/MEK/ERK 経路と PI3K/PDK/AKT 経路が協調して

G0→G1→S期の細胞周期の亢進を促進するということが報告されている(30)。また、

同じ論文内で、Raf と AKTのどちらも単独では S期への進行を促進できないと報告

されている。本研究では、ERK 経路と PI3K 経路を同時に活性化すると、細胞が内

腔に蓄積するということ(図 8C)、ERK と PI3K 経路のどちらか一方を阻害すること

で、内腔での細胞の蓄積が阻害される(図 8B)ということを示した。これらの結果を

考慮すると、ERK 経路と PI3K 経路が協調して細胞周期の亢進を誘導し、内腔での

細胞の蓄積を引き起こしていると考えらえる。このことを証明するために、細胞周期

をモニターする Fucci(21)を使用した。FucciはmCherry-hCdt1と Venus-hGeminin

で構成され、それぞれ S/G2/M期、G1期に分解されるタンパク質である。それゆえ、

Venus-hGeminin を発現する緑色の細胞は S/G2/M 期の細胞、mCherry-hCdt1 を発

現する赤色の細胞は G1期の細胞を表す(図 11A)。まずMDCK-TIR1細胞に Fucciを

発現させ、続いて AID-KRasV12を導入した。NAA存在下でシストを形成させ、NAA

存在下、あるいは非存在下で共焦点顕微鏡によるタイムラプス観察を行った(図 11A)。

0 時間の段階では G1 期を示す赤色の細胞が優勢であるが、6 時間から 12 時間後に

NAA を除去したサンプルで緑色、すなわち S/G2/M 期の細胞が表れ始めた。そして

18 時間後には NAA 存在下のシストでは緑色の細胞が数個であるのに対し、NAA非

存在下のシストでは大部分の細胞が緑色になった。NAAを除去してから 0時間、12

時間、24時間後の S/G2/M期にある細胞の割合を定量すると、0時間の段階では 20%

以下であったが、12 時間後には 30%、そして 24 時間後にはおよそ 45%まで増加し

た。このことは KRasV12が細胞周期を亢進させていることを示している。予想した

通り、PD184352あるいは LY294002で処理をすると、どちらのサンプルにおいても

細胞周期の亢進が妨げられた(図 11B)。この結果は、ERK経路と PI3K経路が協調し

て働くことで細胞周期を亢進していることを示す。 
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図 11. KRasV12による細胞周期の亢進 

(A) 細胞周期をモニターする Fucciを発現するMDCK-KRasV12細胞の培養 7日

後のシストをコラーゲンゲルに移し換え、共焦点顕微鏡で 24時間観察した。赤色

が G1期マーカーのmCherry-Cdt、緑色が S/G2/M期マーカーの Venus-hGemを

示す。(B) Fucciを発現するMDCK-KRasV12細胞の培養 7日目のシストに 2.5 M

の PD184352あるいは 50 Mの LY294002を加え、NAA存在下、あるいは非存

在下でさらに 24 時間培養を続けた。各サンプルにつき 30 個のシストの画像を共

焦点顕微鏡で取得し、各タイムポイントで S/G2/M 期の細胞の割合を求めた。グ

ラフは 3 回の独立実験の平均と標準偏差を表したものである。スチューデントの

等分散の 2 標本を対象とする t 検定により算出した P 値が 0.001 より低い場合に

***を示した。 
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4-1 管腔内で細胞が充満する機構 

従来の研究の多くは培養皿上での活性化型 KRasの意義を観察しており、より生体に

近い三次元での KRas の意義は明らかではなかった。一旦、正常な三次元構造を構築し

た後に KRas活性化の意義を解析するために、本研究では AIDを用いたタンパク質発現

制御系を用いた。その結果、3次元培地内で MDCK 細胞がシストを形成した後に活性

型 KRasV12変異体が発現すると、細胞周期の亢進が起こり、内腔が細胞で埋まるとい

うことを見出した。さらに KRasV12変異体の下流で Rafと PI3Kが協同的に働き、内

腔が埋まるということが分かった。 

 では、どのようにして、細胞増殖が亢進することによって内腔が細胞で埋まるのだろ

うか？異常な細胞周期の亢進がこの形態変化を誘導するに十分であるのか？これらの

疑問に答える手がかりが 3つある。まず初めに、成熟したシストを含む培地に EGFを

加えると、細胞数とシストの直径は増加するものの、細胞が内腔に蓄積する現象は見ら

れない(所属研究室、未発表データ)。それゆえ、少なくとも EGF刺激下においては、

細胞周期の亢進は形態変化を誘導せず、細胞周期の亢進は内腔が細胞で埋まるという形

態変化を起こす十分条件ではない。一方、ERK経路を活性化することで形態変化を誘

導することができたという結果を考慮する必要がある(図 8C)。シストを構成する

KRasV12発現細胞の全てにおいて ERKが活性化されているが、極僅かの細胞だけが

内腔へ移動する(図 7)。そして、その内腔へ移動する細胞では細胞極性が崩壊している

ことが明らかになったが(図 6B)、それにも拘らず、ERK活性は内腔の細胞と周囲の細

胞で違いがなかった。これらのことから ERK経路の活性が形態変化を誘引するが、更

なる経路が形態変化に関係していることが示唆される。そして 3つ目として、内腔への

移動だけではなく、PI3K経路による内腔でのアノイキスの抑制が形態変化に重要な働

きを担っていることが挙げられる(図 10)。以上の 3点から、ERK経路の異常な活性が

内腔への細胞移動を促進し、PI3K 経路が内腔での増殖を支持していると考えられる。 

ヒトの生体内における癌を見てみると、今回見られたような頂端側への浸潤は新しい

癌の転移機構として認識されている。もし細胞が腸などの上皮組織から内腔へ押し出さ

れると、その細胞は対外へ排出されてしまう。しかし、その細胞が体内の循環系に乗っ

てしまえば、転移の原因となってしまう。そのような転移した癌細胞は転移先でも単層

上皮あるいは重層上皮構造を形成している。それゆえ、本研究で見られた内腔への浸潤

は転移の原因の一つであると考えられる内腔転移のモデルとして考えることができる。 

  

4-2 ERKと AKTのクロストーク 

 今回の研究の結果(図 8B, C)と同様に、いくつかの報告で、Rasの主な下流因子であ

る Rafと PI3Kが細胞増殖に必要であるということが示されている。しかし、マウスの

胎児線維芽細胞では、ERK経路の活性化が正常の細胞増殖を維持するために十分であ

るが、PI3K/AKT経路は不十分であるという報告もある(31)。しかし、この報告では、
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PI3K経路は ERK経路と協調して働き、Rasによって引き起こされる反応を再現する

とも言及している。これと同様に、Rafか AKTのどちらか一方のみが活性化しても、

S期への進行を促進しない。しかし、これら両キナーゼの活性化が、NIH3T3細胞の細

胞増殖を誘発するという報告もなされている(30)。また、MCF10Aのシストでは、PI3K

の活性化が、ERK1/2によって引き起こされる細胞増殖に必要であると報告されている

(32)。これらの報告は Rafと PI3Kの協調効果の重要性を示唆しているが、細胞種によ

ってその寄与の程度はさまざまであることもおのずと明らかである。さらに、

PI3K/AKT経路はアノイキスやアポトーシスの抑制に重要な役割を果たすことがすで

に知られている(33)。本研究では、PI3K阻害剤の投与が内腔の細胞のアポトーシスを

誘導することを明らかにした(図 10)。内腔への移動の際には細胞と足場となる基質との

接着が失われると考えられるため、PI3Kがアノイキスを防ぐことで内腔での増殖の初

期段階に関与していると考えられる。以前の研究からホスファチジルイノシトール

-3,4,5-三リン酸を基底膜に加えることで基底膜の突出が誘導されることが分かってい

る(34)。PI3Kの活性化だけでは形態変化を誘導しなかったこと(図 8B)、そして PI3K

阻害剤が細胞周期を抑制し、形態変化を阻害することから(図 11B)、Rasの下流で PI3K

は細胞周期の亢進を誘導するために別の経路と協調して働いていることが予想できる。

また、内腔での生存や細胞周期に関する働きの他に、内腔へ移動した細胞は細胞極性を

消失しているため、PI3K経路が細胞骨格のリモデリングを介して内腔への浸潤を誘導

する働きを有する可能性も考えられる。 

 

4-3  三次元環境における細胞周期の制御 

成熟したMDCK 細胞のシストにおいては、活性化 Rasが G1期から S期への進行を

誘導した(図 11)。これまでの研究から、細胞周期の亢進はサイクリン D1の発現量と

p21Cip1や p27Kip1といったサイクリン依存性キナーゼ阻害因子によって制御されており、

これらの因子はRafとPI3Kの協調的な働きによって制御されていることが明らかとな

っている(30, 35)。AKTはこれらの因子の発現量だけではなくリン酸化による p27の不

活性化も誘導するため、乳がん細胞のMCF7では細胞が細胞周期の停止から免れてい

る(36)。本研究で用いた実験系では ERK経路と PI3K経路の両方が G1期から S期へ

の進行に必要であったので、活性化 Rasが p21Cip1や p27Kip1の制御を解して細胞周期

を制御していると考えられる。 

 

4-4  三次元環境における Rafの役割 

 MDCK細胞のシストにおける Raf活性化の役割は、活性型変異体を持つ Raf-1のキ

ナーゼドメインをエストロゲン受容体のリガンド結合ドメインと融合させたRaf-ER融

合タンパク質を用いて調べられている(35)。Raf-1の活性化によりMDCK 細胞は帯状

構造を形成する(37, 38)。本研究では PI3Kの阻害により Rasの活性化の効果を抑制し
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たため、Rafの活性化単独ではMDCK細胞の形態変化を誘導することはできない。こ

の違いはタンパク質の発現量から来るものであると考えられる。本研究では活性型 Ras

の発現量は内在性 Rasの 2倍程度であった(図 2)。それに対し、以前の研究において

Raf-ERの発現量の記載はなかったが、Raf-ERが大過剰に発現している可能性がある。

なぜなら、1細胞内における Raf-1あるいは B-Rafの分子数は Rasの分子数に比べて

極めて少ないからである(39)。この可能性とは別に、活性化 Raf-ERが KRasV12によ

って活性化された Rafとは異なる振る舞いを示す可能性もある。その一方で、本研究で

観察された Rasが誘導するフェノタイプ、すなわち内腔が細胞で充満された大きなシ

ストはMCF10Aで活性型 Rafを発現させた誘導されるフェノタイプと似ている(32, 

40)。そのため、MCF10Aにおいて PI3Kの活性化は必要ではない、あるいは PI3Kが

恒常的に活性化されていると考えている。 

 

4-5 まとめ 

 本研究では、活性型 Rasが誘導する生体内の癌を再現するシステムを試験管内で構

築した。以前に所属研究室では頂端膜で Rac1を活性化させると本研究と同様に極性の

崩壊と内腔での細胞の蓄積が誘導されることを見出していた(20)。しかし、ライブイメ

ージングにより、Rac1の活性化と Rasの活性化では異なるメカニズムで形態変化を誘

導することが明らかになった。Rac1の活性化の場合には細胞分裂軸の異常が誘導され

るのに対し、Rasの活性化では細胞周期の亢進が誘導された。Rasの変異は腎癌では稀

だが、このシステムは Rasの変異が良く見られる膵臓や大腸、肺といった臓器の発癌

過程を調べるためにも使用することができると考えている。上皮細胞は組織特異的な遺

伝子を発現しているため、異なる機能を有してはいるが、それと同時に組織の維持機能

には共通しているものが多いのも事実である(10, 41)。そのような組織だった構造が壊

れることは良性あるいは悪性腫瘍が発生する際に共通している現象である。そのため、

AIDと癌遺伝子の融合タンパク質を用いた本研究の実験系は様々な発癌過程を再現で

きるので、病理モデルの再現、分類などに有用であると考えている。また、この系を用

いて様々な発癌過程を再現することで、薬剤スクリーニング系にも応用することができ

ると考えている。例えば、本研究では阻害剤の投与により異常な細胞周期の抑制(図 11B)

や形態変化の抑制(図 8B)が観察できた。近年では複数の薬剤投与による Rasが誘導す

る癌の治療が報告されており(42)、RafとPI3Kを狙った抗がん剤開発が進んでいる(43)。

本研究のように FRETイメージングを始めとする蛍光イメージングを三次元培養系と

組み合わせることで新規のスクリーニング系の確立、そしてより効果的で副作用の少な

い抗がん剤開発につながると考えている。 
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