
Title Study on the Dome-like Structures with Altered Microenvironment Induced by Basal Extrusion of
RasV12-transformed Cells [an abstract of dissertation and a summary of dissertation review]

Author(s) 白井, 孝信

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(理学)

Dissertation Number 甲第15235号

Issue Date 2022-12-26

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/87761

Rights(URL) https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Type doctoral thesis

File Information SHIRAI_Takanobu_abstract.pdf, 論文内容の要旨

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



学　位　論　文　内　容　の　要　旨

　　博士の専攻分野の名称　博士（理学）　氏名　白井 孝信

学　位　論　文　題　名

Study on the Dome-like Structures with Altered Microenvironment Induced by Basal
Extrusion of RasV12-transformed Cells

（基底膜側へ逸脱した RasV12変異細胞が形成する微小環境を伴ったドーム様構造の研究）

　がんは死因の上位を占めており、効果的ながん治療の確立が望まれている。正常組織に遺伝子変異
を伴ったがん細胞が生じ、さらなる遺伝子変異を蓄積し、悪性化していくことでがん組織へ発展して
いく。これまでの多くのがん研究は悪性化したがん組織の性質の解明に着目していた。一方で、がん
細胞が組織に発生したばかりの発がん超初期段階を対象とした研究はあまり行われてこなかった。近
年、がん関連遺伝子変異を 1つ起こした変異細胞を正常上皮細胞層に誘導することで発がん超初期段
階を実験的に再現したところ、正常細胞に囲まれた変異細胞が細胞死や体外方向への逸脱を介して組
織から排除されることが明らかになった。この現象は細胞競合と呼ばれ、変異細胞のみが存在すると
きには排除現象が起こらないことから、正常細胞と変異細胞の相互作用により生じる細胞非自律的な
現象であると考えられている。以上より、細胞競合が抗腫瘍機構を担っていることが示唆されてきた。
しかしながら、変異細胞の排除は常に生じるわけではなく、特定の条件下においては変異細胞の排除
が起こりにくくなることが報告されている。一例として肥満や慢性炎症により変異細胞の排除が抑制
されると、組織に変異細胞が残存しやすくなり、前がん病変を形成しやすくなることが知られている。
変異細胞の発生から前がん病変を形成するまでの過程において変異細胞の挙動は未だに不明な点が多
く、特に細胞競合による排除を逃れた変異細胞が前がん病変を形成するまでの過程において周囲の正
常な上皮細胞や間質細胞の間でどのような相互作用が存在し得るのかはほとんど明らかにされていな
い。そこで本研究ではこの課題の解明を目的とし、がん原性変異を上皮組織にモザイク状に誘導でき
る細胞競合マウスを用いて組織に誘導された変異細胞の挙動を経時的に追跡した。
　本学位論文は全 3章で構成されている。
　第 1章では、本研究に関する総括的な序論と研究背景および目的を記述している。
　第 2 章では、本研究の結果を記述している。具体的には、上皮細胞に特異的に発現している
Cytokeratin 19 promoter を使用した細胞競合マウスモデルを用いて膵臓、乳腺、肺の上皮組織に
RasV12 変異をモザイク状に誘導した。そして誘導から 3 日後～1 か月後に渡り RasV12 変異細胞
の挙動を追跡した。その結果、3つの上皮組織とも変異細胞が一定の割合で体外の方向である管腔側
へ排除されることが明らかとなった。一方で、排除されずに組織に残存した変異細胞に着目すると、
誘導から 2 週間後以降に、一部の RasV12 変異細胞が基底膜側へ逸脱し、周囲の正常上皮細胞の隆
起を伴うドーム様の異常構造を形成した。ドーム様構造を詳細に解析すると、ドーム様構造は膵臓や
乳腺に比べて肺で頻繁に形成されること、周囲の正常上皮細胞は増殖が亢進しており、多層を形成し
ていること、またドーム様構造内に活性化型線維芽細胞やマクロファージ等の間質細胞が集積してい
ることが明らかになった。本研究は肺組織の中でも気管支と細気管支を解析対象とした。気管支と細
気管支は様々な種類の上皮細胞により構成されていることが知られている。次にどの肺上皮細胞種に
RasV12が発現した時にドーム様構造が形成されるかを調べるために、様々な種類の肺上皮細胞に特
異的なマーカーを用いて RasV12の発現が誘導される細胞種を検討した。その結果、主にクラブ細胞
に発現誘導が起きていることが明らかとなった。続いて、このクラブ細胞に特異的に RasV12 変異
を誘導できる Scgb1a1 promoter を用いた細胞競合マウスを新たに作成した。誘導から 2 週間後に
ドーム様構造の形成について検討したところ、Cytokeratin 19 promoterを用いた細胞競合マウスで
観察されたドーム様構造と同様の構造が形成された。さらに、誘導から 2週間後と 3か月後にドーム
様構造の大きさを比較したところ、3か月後ではサイズが大きくなっていた。このことから、ドーム
様構造は前がん病変のポテンシャルを備えていることが分かった。ドーム様構造において基底膜側へ
逸脱した RasV12変異細胞は約 7割の細胞が上皮細胞のマーカーである E-cadherinを失っているこ
とに加え、間質細胞のマーカーである vimentinを発現していた。一方で、別の上皮マーカーである
Cytokeratin 8はドーム様構造の RasV12変異細胞で発現が維持されていた。以上より、ドーム様構
造の RasV12変異細胞は partial epithelial-mesenchymal transition (EMT) を起こしていること



が明らかになった。さらに、炎症メディエーターである COX-2がドーム様構造を形成する RasV12
変異細胞に特異的に発現上昇していた。COX阻害剤である ibuprofenを投与したところ、ドーム様
構造の形成ならびにドーム様構造への活性化型線維芽細胞の集積が抑制された。一方で、ibuprofen
はドーム様構造へのマクロファージの集積には影響を与えなかった。
　ドーム様構造の RasV12 変異細胞に特異的に発現変動している遺伝子を網羅的に解析するため
に single cell RNA-seq 解析を行った。RasV12 変異細胞を誘導してから 1 か月後に、肺組織から
Rasv12変異細胞だけを単離して遺伝子発現を解析したところ、RasV12変異細胞は大きく 7つのク
ラスターに分類されることが分かった。partial EMT に関連する遺伝子と COX-2 の発現変化によ
り、7つのクラスターの中から Ras6と Ras7がドーム様構造に由来する RasV12変異細胞であるこ
とが推察された。そこでクラスター Ras6と Ras7に特異的に発現変動している遺伝子を探索したと
ころ、マクロファージを誘引することで知られるケモカインである CCL2を同定した。CCL2の発
現を免疫染色により検討したところ、ドーム様構造の RasV12 変異細胞で特異的に発現上昇してい
ることを確認した。さらに、CCL2中和抗体を投与したところ、ドーム様構造の形成ならびにマクロ
ファージの集積が抑制された。クラスター Ras6と Ras7に特異的に発現上昇している遺伝子に着目
して pathway解析を行ったところ、上流の分子として TGF-βや PDGF BB、TNFなどが挙げら
れた。加えて、どの種類のシグナル経路が活性化しているのかを検討したところ、cancer metastasis
signalingや stem cell pluripotencyなどが挙げられた。これらの結果は、一つの遺伝子変異を起こ
した変異細胞が基底膜側へ逸脱して、間質の環境にさらされることで悪性化の性質を獲得している可
能性を示唆している。以上の結果より、発がん初期段階において肺組織に残存した RasV12変異細胞
の一部は基底膜側へ逸脱し、COX-2や CCL2の発現上昇を介して間質細胞の集積とドーム様の微小
環境の形成を引き起こすことが明らかとなった。これより、発がん初期段階において変異細胞と周囲
の正常細胞の間に生じる相互作用が前がん病変の形成に関与している可能性が考えられた。
　第 3章では、本論文の結論を記述している。
　本研究は、発がん過程の中期から後期に形成することが知られているがん微小環境が、1つの変異
を起こした変異細胞が基底膜側へ逸脱することによって発がん初期段階にも形成されることを新たに
示した。さらに、変異細胞が基底膜側へ逸脱することによって、partial EMTなどの様々な形質を新
たに獲得することを新たに示した。


