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上皮管腔組織は唾液腺や肺，消化管，肝臓，膵臓，腎臓，乳腺等多くの臓器が有する極性化した上皮細胞からなる中空のチューブ構造である．上皮管腔組織の形成過程では，上皮細胞集団は極性化して中心に内腔を形成し，さらに移動や増殖，形態変化を伴って管状に伸長し，時に分岐して複雑な形態を作り出す．一方で，上皮系の腫瘍，すなわちがんの発生もまた，誤った時と場所，あるいは誤った範囲で生じた上皮の異常かつ破滅的な形態形成とみなすことができる．すなわち，これまで十分に理解されていない正常な上皮管腔構造の形成機序を明らかにすることは，新たながんの標的の発見につながる可能性がある．本稿では，正常な上皮の極性や管腔形成機序について概説し，また筆者らが明らかにしてきた管腔形成シグナルや制御因子の機能と，その異常ががんの病態に関与することを示す新たな知見について紹介する．


1. はじめに
上皮管腔組織は唾液腺や肺，消化管，肝臓，膵臓，腎臓，乳腺等多くの主要臓器が有する極性化した上皮細胞からなる中空かつ管状の構造である（図1A）．上皮管腔組織は，生命活動を維持するために生体内外の物質の吸収，輸送，排出や分泌を行うために発達した器官である1）．上皮管腔組織は，頂底（アピコベーサル）極性を確立することで中空構造を形成し，さらに表面積を広くするために管（チューブ）状に伸長して時に分岐し，先端部は球状のキャップ構造で終わっている（図1B）2, 3）．このキャップ構造は組織やその機能によってacinus（腺房），end bud（終蕾），alveolus（肺胞），cyst（嚢胞），follicle（濾胞）などと呼ばれる．筆者らはこれまで，上皮管腔組織が特有の機能と複雑な形態をいかに獲得していくのか，そのプロセスに興味を持ち研究を行ってきた．これまで個々の細胞における増殖や運動，接着，また神経細胞や細胞運動時の前後軸等の極性決定の分子機構は明らかになってきた．しかし，上皮細胞が集団として極性化しながら，連続した内腔を有する複雑な管腔構造を形成する分子機構の理解はこれまでほとんど進んでいない．管腔形態形成の理解を困難にしていた要因として，in vivoでは生体の深部であるため解析のためのアクセスが困難であること，またin vitroの古典的な平面培養では立体的な組織化を再現できないことがあげられる．この未解決の問題を解決するためには，上皮細胞にとって生体内に類似した3次元的な細胞環境をin vitroで再現する，3次元培養モデルが必要である．昨今のオルガノイド研究の進歩によって，ES細胞やiPS細胞，組織特異的幹細胞から3次元培養で立体的な管腔組織構造を誘導し，維持することが可能な段階になってきた4, 5）．しかし，いまだ多くのオルガノイドは構造的にも機能的にも未成熟なものが多く，今後はこれらの幹細胞をin vitroで機能的あるいは構造的に成熟した管腔組織へと誘導する機構を明らかにすることが重要である．上皮管腔組織の形成，維持には多細胞生物が有する二つの重要な細胞外シグナルである「液性因子」と「細胞外基質」が必須である．なかでも，これまでのノックアウトマウスを用いた発生学的研究や，近年のオルガノイドを用いた幹細胞研究から，液性因子であるWntが多くの上皮管腔組織の形成，維持に共通して重要であることが明らかになってきた6–8）．しかし，Wntシグナルが管腔組織形成におけるどのプロセスにどのように関わるのか，具体的な分子メカニズムはこれまでほとんど知られていない．
[image: ]図1 上皮管腔組織の基本構造

一方で，悪性腫瘍，いわゆる“がん”の発生母地のおよそ90％は上皮組織であり，がん細胞が間質内で増殖しながら進展する過程は，上皮細胞の集団移動を伴う上皮管腔組織の形成過程と類似する点も多い9, 10）．正常な管腔形態形成の過程で機能するシグナル経路の多くが，上皮性のがんで異常を来していることからも，がんとは異常な上皮の形態形成とみなせるのかもしれない．そのため，上皮管腔組織の形成・維持と破綻の分子機構を明らかにすることは，がん研究の進展につながると期待される．本稿ではまず，3次元培養モデルを用いて明らかにされてきた，管腔形態形成に欠かせない上皮の頂底極性と内腔形成の制御シグナルについて概説する．さらに，筆者らが見いだしてきたWntシグナルによる内腔形成制御機構や，ARL4C［ADP ribosylation factor（Arf）like GTPase 4C］を介した上皮管伸長制御の分子機構，またその異常がさまざまなヒトがんの悪性化に関与することを示す最近の知見についても紹介したい．

2. in vitroでの上皮管腔組織形成のための3次元培養モデルと細胞外基質
3次元の細胞培養モデルには，生体臓器の一部や間質から剥ぎ取られた上皮組織の断片，または単離した上皮細胞を用いる方法や，樹立された上皮細胞株を用いた方法がある．細胞株を用いた実験系は，生体由来の細胞と比較して比較的均質な性質（分化状態）の細胞を安定して実験に用いることで，詳細な制御メカニズムの解析を行うことが可能となる．細胞株を用いたin vitroの上皮管腔形成モデルとして最も古くから用いられてきたのが，イヌ腎臓尿細管上皮由来のMDCK（Madin-Darby canine kidney）細胞を細胞外基質内で3次元培養する方法である．3次元培養は，生体外に取り出した上皮細胞をできるだけ生体内に近い細胞外基質のゲル内（3次元包埋培養），または薄いゲル上（2.5次元培養）の環境で培養する方法として一般的に用いられてきた（図2A）．MDCK細胞は血清を含む培地中で，I型コラーゲンゲル内で3次元培養すると，内腔を有する球状の“シスト”と呼ばれる細胞塊を形成する．シストを構成する上皮細胞は内腔側に頂端膜（アピカル膜），基底側に側底膜（バソラテラル膜）を形成し，極性化することでいわゆる腺管様構造を形成している（図2B）11）．シストは球形ではあるものの，上皮管腔組織を最もシンプルに反映したモデルとされ，頂底極性や内腔形成制御に関する研究に応用されてきた12, 13）．しかし，I型コラーゲンは，主として間充織を構成する細胞外基質であり，I型コラーゲンゲル内で頂底極性を確立し，内腔を形成できる細胞株は限られており，上皮細胞はしばしば極性状態を失い，ばらばらに分散してしまう14）．その後，上皮細胞をより効率よく極性化させて内腔形成を誘導するために，EHS（Engelbreth-Holm-Swarm）マウス肉腫から精製した可溶性の基底膜抽出物（basement membrane extract：BME）であるマトリゲル®（商品名）が培養担体として利用されるようになった15）．BMEは，上皮細胞が生理的に利用する細胞外基質である基底膜の構成タンパク質，ラミニン（主成分），IV型コラーゲン，ヘパリン硫酸プロテオグリカン，エンタクチン／ニドゲンから構成されている．BMEを用いた3次元培養でMDCK細胞は，I型コラーゲンと比較してより速やかに頂底極性を確立し，2～3日以内に内腔を有するシストを形成する．またヒト正常乳腺上皮細胞株であるMCF10A細胞や，マウス正常乳腺上皮由来のEph4細胞，NMuMG細胞のようにI型コラーゲンゲル内では頂底極性を確立したシストを形成できないが，BMEを培養担体とすることで初めて内腔を有するシストを形成できる上皮細胞株も複数報告されている16–18）．I型コラーゲンとBMEの決定的な違いは，BME中にはラミニンが存在することである．ラミニンは，基底膜の主要な構成タンパク質であり，発達中のシストの表面に細胞自身が基底膜を形成するきっかけとなり，この基底膜が頂端側と基底側の極性化を強く方向づける19）．一方で，I型コラーゲンの中では上皮細胞は自身が分泌するラミニンにのみ依存して基底膜を形成する必要があるために，頂底極性化と内腔の形成が遅れると考えられている20）．BMEは培地中に希釈して添加することでも上皮細胞の極性化と内腔形成を誘導できることから，薄いBMEのゲル上に細胞を播種し，培地に2％程度のBMEを添加する培養方法が開発され，この方法は2.5次元培養と呼ばれている（図2A参照）16, 21, 22）．2.5次元培養によって抗体染色やイメージングが容易になり，MDCKやMCF10Aを用いた解析や血管内皮のネットワーク形成の解析にも応用されている．
[image: ]図2 3次元培養モデルの概要とシストの構造

一方で最近になり，幹細胞研究に3次元培養法が応用されるようになり，いわゆる“オルガノイド培養”と呼ばれる培養システムが確立された5, 23）．オルガノイド培養では，組織幹細胞に対して生体内の幹細胞ニッチを模倣した種々の液性因子や細胞外基質を提供する．組織幹細胞はin vitroで，由来する組織を構成するさまざまな細胞タイプに分化する能力を維持し，また常に自己再生して幹細胞プールを補充することで持続的な増殖，維持が可能となる．このような生体外の環境下で，幹細胞は増殖するだけでなく，しばしば自己組織化してもとの組織に類似した管腔組織構造を形成する（図2C）．これまでに，腸，胃，腎臓，肝臓，乳腺，肺・気道や前立腺など実に多様な組織のオルガノイド培養法が確立している．組織幹細胞の多くは，オルガノイドを形成する際の細胞外基質としてBMEを必要とすることから，上皮細胞が組織化する際の足場としての基底膜の重要性が示唆される24）．さらに，胚性幹細胞（embryonic stem cells：ESC）や人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells：iPSC）を多段階的に分化誘導し，3次元培養によって腸管や肝臓，膵臓，腎臓といった組織のオルガノイドを誘導可能なことが示されている4）．

3. 上皮細胞の頂底極性制御シグナル
頂底極性の確立は上皮の管腔形態形成における重要なイベントであり，上皮細胞は頂底極性を獲得できなければ内腔を作ることができず，その機能を発揮できない．上皮細胞の極性化と内腔形成を制御する上皮極性プログラムは，以下の三つの細胞機構，すなわち1）極性軸構築機構，2）膜ドメイン識別機構，3）極性輸送機構の連携によって緻密に制御・維持されている（図3）25, 26）．極性軸構築機構は，細胞間および細胞–基質間の接着分子によって頂底極性の軸を方向づけ，膜ドメイン識別機構と極性輸送機構を駆動する役割を持つ．膜ドメイン識別機構は，上皮細胞の頂端膜ドメインと側底膜ドメインを形成・維持するために，組織や種を超えて高度に保存された極性タンパク質複合体と脂質のセットを細胞膜へ動員する．これら膜ドメイン識別機構は，上皮の極性と機能を安定に維持するのに必要な物理的障壁であるタイトジャンクション（tight junction：TJ）の形成と，極性輸送ルートの確立に貢献する．Par複合体［Par（partitioning defective）3/Par6/aPKC（atypical protein kinase C）］とCrumbs複合体（Crumbs1/PATJ/PALS），またPTEN（phosphatase and tensin homolog）によって形成されるPIP2（phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate）が頂端膜ドメインの確立を制御する．一方で，Scribble複合体（Scribble, DLG, LGL）とPI3K（phosphoinositide 3-kinase）によって合成されるPIP3（phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate）は側底膜ドメインの形成を担っている．また，Par1とPar4/LKB1は，細胞骨格の極性化した配向と極性輸送ルートの確立に貢献するキナーゼである．極性輸送機構は，頂底軸に沿って極性化したアクチンと微小管からなる細胞骨格と協調しており，新たに合成されたタンパク質の分泌ルートと細胞膜からのリサイクルルートで構成される．頂端側と側底側の選別シグナルを有するカーゴ分子を正確に認識し，異なる輸送小胞に選別する．これらの小胞を細胞膜に輸送する際には，低分子量GTP（guanosine triphosphate）結合タンパク質であるRab，エクソシスト，SNARE（soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protein receptor）等が重要な役割を果たしている．ここではこのうち，頂底極性確立のトリガーとなる「極性軸構築機構」について概説する．
[image: ]図3 頂底極性を制御する上皮極性プログラムの概要

頂底極性軸の配向とその確立には，上皮細胞と細胞外基質との接着（細胞–基質間接着）および上皮細胞間の接着（細胞間接着）が中心的な役割を果たす．上皮細胞は，さまざまな膜貫通型の受容体を介して，周囲の細胞外基質を感知する．主な受容体はインテグリンファミリーに属し，コラーゲン，ラミニン，フィブロネクチンに結合する．なかでもβ1インテグリンは，ケラチノサイト，腎臓，膵臓，腺上皮などの上皮細胞に広く発現しており，ノックアウトマウス表現型解析により，内皮細胞などの他の細胞種と同様に，上皮細胞の極性の確立に中心的な役割を果たしていることが明らかになっている27）．細胞外基質の存在しない環境で浮遊した上皮細胞をI型コラーゲンゲル，すなわち間質型の細胞外基質に接触させると，β1インテグリン（α2β1）によるRaclの活性化に依存して頂底極性化と内腔形成が誘導される．このとき基底部への細胞自身によるラミニンの分泌によって周囲に基底膜が形成される19）．Rac1の不活性化やβ1インテグリンの機能を阻害する抗体は，基底膜へのラミニンの沈着を阻害し，頂部と底部の極性が逆転して細胞外基質側に頂端膜を向けたシストが形成される（極性反転表現型）19, 28）．これらの表現型は，細胞に過剰なラミニンを添加する，もしくはラミニンを豊富に含むBMEに包埋することで回復する28, 29）．これらの研究から，頂底極性軸の配向を決定するためには，インテグリン依存的な細胞と細胞外基質の相互作用と，それに続く上皮細胞自身によるラミニンを含む基底膜の形成が必要であることが示唆された．さらに，MDCK細胞では，ラミニンのリモデリングと極性の正しい方向性には，活性化されたRac1によるRhoA（Ras homolog family member A）–ROCK（Rho associated coiled-coil forming protein kinase）–ミオシンII経路の阻害が必要である．このことは，基底部のアクチン細胞骨格の適切な緊張が細胞外基質受容体にシグナルを送り，基底膜の形成を可能にしていると考えられる（図3）30）．では，細胞外基質–β1インテグリンを介した基底膜からのシグナルは，どのように頂底極性軸の配向を制御するのであろうか．詳細なシグナル機序はいまだ明らかになっていないが，これには，頂底軸方向への微小管の配向による極性輸送機構が関与する可能性がある．微小管が頂部の中心体の焦点から頂底軸に平行な垂直方向に配向することは，極性を持った上皮細胞の特徴である．β1インテグリンを介した基底膜への接着とRac1の活性化の両方が，微小管プラス端のインテグリンへのリクルートに関連している31）．また，MDCK細胞の3次元培養において，β1インテグリンを機能阻害抗体で阻害すると，Par3とPar6/aPKC複合体との相互作用が阻害され，Par3やaPKCが細胞質内に分散することが明らかになった32）．さらに，通常は側底膜に存在するDLGが，反転した頂端膜に局在したことから，形成された基底膜がβ1インテグリンを介して，極性タンパク質複合体の位置や活性に影響を与えているのではないかと推測されている．また，この極性軸の制御メカニズムは，in vivoおよびin vitroの両方の初期胚における頂底極性の獲得にも不可欠であることが示されている33）．
上皮細胞の極性軸の構築におけるもう一つの重要なイベントは，カドヘリンやJAM，ネクチンといった多数の接着分子を介した細胞間接着の確立である34）．細胞間接着は，頂底極性の形成過程において，その後のタイトジャンクションの形成と細胞骨格の再編成，および極性輸送に必要なステップであると考えられている．代表的なカドヘリン分子であるE-カドヘリンはアドヘレンスジャンクション（adherence junction：AJ）を構成する主要なタンパク質で，β-カテニンと結合することでアクチン細胞骨格と相互作用する．β-カテニンはさらにα-カテニンと相互作用し，フォルミンやVASP（vasodilator-stimulated phosphoproteins）などのアクチン制御因子を側底膜にリクルートし，アクチン細胞骨格の制御に関与する35）．また，Scribble複合体のメンバーであるScribbleとDLGは，E-カドヘリンによって側底膜にリクルートされ，E-カドヘリンを介した接着に参加する．JAMとネクチンは極性分子Par3をリクルートし，Par3はRac GEF（guanine nucleotide exchange factor）であるTiam1をリクルートする．Tiam1はRac1を活性化し，接合部でのアクチンダイナミクスを増大させる36–38）．このように，上皮の細胞間接着は，側底膜ドメインの細胞骨格と極性分子群の局在と活性を制御することで，頂底極性軸の構築を促進していると考えられている（図3）．しかし，極性軸の形成におけるこれらの分子の個々の役割は，複数のファミリーメンバーが機能的に重複しているために複雑であり，実際に生体内の上皮極性や内腔形成を細胞間接着がどのように制御しているのかは，まだほとんど明らかになっていない．

4. 上皮細胞の内腔形成制御の分子機構
生物が内腔（中心の空洞）を形成する能力は，最も重要な発生プロセスの一つであり，上皮に限らず神経組織や血管組織でも認められ，その結果としてほとんどの種類の器官が形成されている．上皮組織の内腔形成には大きく二つのパターンが存在する．一つ目はすでに頂底極性を有する上皮シートを利用してその屈曲（形態変化）によって内腔を形成する方法と，もう一方は既存の空洞が存在しないところに上皮細胞が新たに内腔を形成する方法である39, 40）．ここでは後者，すなわち頂底極性の確立に伴った新たな内腔形成の機構について概説する．
頂底極性化に伴う内腔形成は，内腔スペースの形成機序によって，ホローイング（Hollowing）あるいはキャビテーション（Cavitation）に分類される（図4A）．ホローイングは急速に頂底極性を確立する環境で，頂端側への小胞輸送によって細胞外基質との接着面とは反対側の細胞間に頂端膜の構成因子が集積して内腔スペースが形成される．MDCK細胞をBME内で3次元培養する場合はこのプロセスをとり，2～3日以内で極性化して頂端膜で覆われた内腔を形成する．一方でキャビテーションは，極性化傾向が弱い細胞集団が増殖した際に，基質と接着する辺縁部の細胞がやがて頂底極性を形成し，内側の基質と接着していない細胞が選択的にアポトーシス等で死滅することで，中空の空間が形成されるプロセスである（図4A）．BME中のMCF10Aや，I型コラーゲンゲル内で培養したMDCK細胞はキャビテーションによって内腔を形成する20, 41）．実際，哺乳類の乳腺や唾液腺で内腔が形成される際にもアポトーシスが観察されている42, 43）．これら内腔形成メカニズムの選択は細胞の極性化の効率に依存しており，相互に排他的ではない可能性がある．一方のプロセスが阻害されると，他方のプロセスが代償的に誘導されることがある44）．
[image: ]図4 内腔の形成機序とその制御機構

内腔を新たに形成するためには，頂端膜成分を含む細胞内小胞を細胞外基質との接着面とは反対側の細胞膜に運び，融合させる必要がある12, 20）．この極性輸送には，上述した上皮極性プログラムの「膜識別化機構」が重要な働きをする．まずリン酸化酵素PTENによって形成されたPIP2が頂端膜に集積する．PIP2はAnnexin2をリクルートし，Annexin2は活性化したCdc42（cell division cycle 42）と相互作用してPar6/aPKC複合体を先端膜に結合・局在化させるとともに，細胞骨格であるアクチンケーブルが組織化され，頂端膜に向けた極性輸送の舞台が整う（図3参照）12）．頂端部への小胞輸送の中心を担うのは，低分子量GTP結合タンパク質であるRabファミリーである．頂端膜成分はRab11a陽性の小胞に蓄積し，Rab11aはGTPaseカスケードを活性化してRabのGEFであるRabin8を頂端小胞にリクルートするとともに，Rab8aを活性化する12）．このRabカスケードは，おそらくミオシン-5Bなどのモータータンパク質を小胞にリクルートすることで，頂端部のアクチンケーブルを介した小胞の輸送を促進する45）．さらに，Rab11aおよびRab8aはエクソシストサブユニットSec15aを小胞にリクルートし，初期の頂端膜に局在するエクソシストサブユニットSec10との結合を促進することで，小胞を細胞膜につなぎとめる12）．また，頂端小胞のエクソサイトーシスはSNAREタンパク質を介して行われる可能性が高く，Stx3（Syntaxin3）は重要な制御SNAREの一つとして作用すると考えられる（図4B）46）．さらに，小胞の極性輸送と融合によって形成された初期の頂端部の内腔は，ROCKを介したミオシンIIによる収縮力の減弱と，TJの形成後のイオンおよび水チャネルタンパク質の局在による静水圧によって拡張・拡大すると考えられている47）．
ここまで概説してきた頂底極性の制御や内腔形成に関わる数々の制御因子を抑制した場合，内腔構造にはどのような影響が表れるのであろうか．3次元培養下のMDCK細胞によるシストは，制御因子に応じてさまざまな内腔形成不全の表現型を呈する（図4C）48）．通常は，シストの中心部に単一の内腔を形成するのに対して，頂端部の極性タンパク質複合体の構成因子（Cdc42, aPKC, Par3など）を抑制すると，複数の内腔がシスト内部に形成される（多重内腔）．インテグリンとその下流のシグナル分子Rac1などが阻害されると，微小管の組織化が乱れ，頂端膜が基質側に逆転・反転したシストを形成することがある．また，小胞のテザーリングやターゲティングタンパク質（Rab8a, Rab11a，エクソシストタンパク質など）が破壊されると，シストを構成する細胞ごとに一つ以上の頂端膜が存在したり，頂端部タンパク質の細胞質内への滞留や多重内腔の表現型を呈する．また，活性型のKRas変異体の過剰発現は，細胞増殖の促進やアポトーシス抵抗性等によって，内腔が細胞で満たされる表現型を伴う．最後に，aPKCや活性型Cdc42変異体といった頂端部極性タンパク質を過剰発現すると，頂端膜が拡張して頂端部タンパク質が側底部膜にリークすることがある．

5. Wntシグナルによる頂底極性と内腔形成の制御
上述したように，これまでの研究の蓄積から上皮の頂底極性と内腔形成における細胞–基質間接着や細胞間接着といった細胞外シグナルの重要性は明らかにされてきた．一方で，発生学的に多くの液性因子は上皮管腔組織の発生と維持に重要であるが，上皮細胞の基本性質といえる頂底極性軸の確立や内腔形成への液性因子シグナルの関与についてはこれまでほとんど明らかになっていなかった．そんな中，筆者らのグループは，3次元培養下で頂底極性化して内腔を形成したMDCK細胞において，液性因子であるWntリガンドが特定の頂底軸方向に極性をもって分泌され，それらの受容体も特定の細胞膜ドメインに局在することを見いだした49, 50）．
Wntは分子量が約4万の分泌性糖タンパク質で，ショウジョウバエから哺乳動物に至るまで種を超えて保存され，初期発生や形態形成，また，出生後の細胞において増殖，分化，細胞運動，極性など多彩な細胞機能を制御する51）．Wntシグナル伝達経路には，β-カテニンを介して遺伝子の発現を制御するβ-カテニン経路と，β-カテニン経路とは独立し主として細胞骨格や細胞運動などを制御するβ-カテニン非依存性経路が存在する（図5）52）．これまでに，リガンドとしてのWntはヒトおよびマウスにおいて19種類が同定されている51）．また，Wntの受容体としては，7回膜貫通型のFrizzled［Fz（Frizzled）1～Fz10の10種類］に加え，共役受容体として1回膜貫通型のLRP（LDL receptor related protein）5, LRP6, Ror（receptor tyrosine kinase like orphan receptor）2, Ryk（receptor like tyrosine kinase）が存在する52）．少なくとも，β-カテニン経路の活性化には1種類のFrizzled受容体とLRP5あるいはLRP6が共役受容体として機能する．一方，Wnt5aはFrizzled受容体とRor1あるいはRor2が共役受容体として複合体を形成し，β-カテニン非依存性経路を活性化する53）．β-カテニン非依存性経路の一部は，平面内細胞極性（planar cell polarity：PCP）経路とも呼ばれ，頂底極性と直行する平面で細胞の配向や分裂をコントロールし，神経管の伸長や内耳有毛細胞の方向性などを制御することが知られている54, 55）．モルフォゲンの一つであるWntの管腔臓器の発生における重要性はこれまでの多くの発生学的研究からも明らかであるが，上皮細胞の頂底極性や内腔形成におけるWntシグナルの役割については，他の液性因子同様にこれまでほとんど知られていない7, 56）．
[image: ]図5 Wntシグナル伝達経路の概要

β-カテニン経路の代表的リガンドであるWnt3aとβ-カテニン非依存性経路のリガンドであるWnt5aは，極性化したMDCK細胞において，側底側に分泌された．またそれらの受容体であるFz2（Wnt5aとWnt3aの受容体），LRP6（Wnt3aの共役受容体），Ror2（Wnt5aの共役受容体）も側底膜に局在した．Wnt3a, Wnt5aおよびその受容体の側底側への極性輸送には，クラスリン被覆小胞とアダプタータンパク質AP-1が必要であった25, 49, 50）．一方で，β-カテニン非依存性経路の別種のリガンドであるWnt11は頂端側に分泌され，その受容体であるFz7とRykは頂端側と側底側の両方の細胞膜に局在した50）．Wnt11の頂端膜からの分泌には，Wnt3aとWnt5aには存在しないWnt11のN末端領域の複合型の糖鎖修飾とGalectin3が必要であった49）．このように，Wnt受容体はWntリガンドと同じ極性ドメインに振り分けられるため，Wntシグナル経路の効率的なオートクライン活性化につながる可能性がある（図6）．また，マウス胚の中腸の上皮においてRor2は側底膜に局在しており，リガンドであるWnt5aは間質細胞から分泌されることから，組織によってはパラクラインでのシグナル伝達も示唆される57）．
[image: ]図6 Wntおよびその受容体の極性分泌と内腔形成制御

では，このようなWntとその受容体の極性分泌は，上皮管腔組織の頂底極性の獲得と内腔形成に関与するのだろうか．MDCK細胞とラット小腸上皮細胞株IEC（intestinal epithelial cell）-6のマトリゲルを用いた3次元培養シスト形成モデルにおいて，Wnt5aはFz2およびRor2受容体を介して頂端部の内腔形成に関与していた50）．基底側に分泌されたWnt5aは，側底膜に局在するFz2/Ror2を介して，基底膜との接着依存的なRac1の活性化を誘導し，オートクライン的に内腔形成を促進した．Wnt5aを発現しているMDCK細胞（I型）においてWnt5aシグナルを阻害すると，BMEを用いた3次元培養下での内腔形成が遅延するとともに，BMEを用いたMDCK細胞の内腔形成では本来認められないアポトーシスが誘導された．この表現型は，内腔形成のタイプが本来のホローイング型から細胞死を伴うキャビテーション型にスイッチしたことを意味しており，頂底極性確立の遅延が生じていると考えられた．筆者らはがん細胞において，Fz2受容体がα2インテグリン（β1インテグリンとヘテロ二量体を形成する）と結合してWnt5aシグナルが細胞–基質間接着を促進することを見いだしていた．Wnt5a–Fz2–Ror2複合体がα2/β1インテグリン複合体と同じ側底膜に局在することはシグナルのクロストークにおいて合理的であると思われる58）．実際，Ror2ノックアウトマウス胚の腸上皮細胞は異常な集塊を形成して，頂底極性の喪失と細胞のランダムな配向を示す57）．
さらに，ユニークな頂底極性解析モデルでもWnt5aシグナルの重要性が示されている．IEC-6細胞をマトリゲル上に播種して2.5次元培養すると，数時間以内に単一細胞レベルで自律的に極性化して，マトリゲルとは反対側に頂端部マーカータンパク質が集積したキャップ様の膜構造を形成する59）．このモデルは，細胞間接着が確立する以前の，細胞–基質間接着のみに依存した上皮の頂底軸構築機構を解析可能なモデルと考えられる．この単一細胞頂底極性モデルにおいても，Wnt5aを発現抑制すると頂端部キャップ構造の形成が抑制された．IEC-6においてWnt5aは，細胞内のシグナル構成因子であるDvl（Dishevelled）を介してRac1を活性化し，DvlはFAK（focal adhesion kinase）の活性化とその基質であるp190A RhoGAP（GTPase-activating proteins）を介して側底部においてRhoAシグナルを抑制した．側底部におけるこの相反するRac1とRhoAの活性制御が頂底軸の形成に必要であると考えられた59）．興味深いことに，MDCK細胞において明らかになってきた頂底軸形成シグナルすなわち，細胞外基質–β1インテグリンシグナルもまた，FAKの活性化とFAKによるp190A RhoGAPの活性化を介した側底部でのRhoA/ROCKの不活性化につながることがその後明らかになっている60）．これらの結果から，Wnt5aとその受容体が，インテグリンと同様に側底膜ドメインに極性輸送され，Rac1の活性化，およびRhoAの抑制を誘導することで上皮極性と内腔形成の確立を促進する分子機構が初めて明らかになった．しかし，今回のin vitroでのBMEを培養担体に用いた解析では，BME中の過剰なラミニンによって，インテグリンシグナルの低下にもとづく基底膜の形成異常（ラミニンの分泌阻害）の表現型がマスクされている可能性がある．ラミニンを含まない担体を用いた場合は，Wnt5aシグナルの阻害によって，より重篤な頂底極性異常の表現型を呈する可能性もある．実際，Wnt5aは胎生期の腎臓の尿管芽に発現し，Wnt5aをノックアウトしたマウスでは，腎臓の無形成や低形成，重複尿管や尿管芽の形成不全といった重篤な表現型を示す61, 62）．興味深いことに，発生過程の尿管上皮の基底膜部では，Wnt5aの欠損によって基底膜構成タンパク質であるラミニンとIV型コラーゲンのタンパク質発現が低下しており，基底膜の形成異常が認められる62）．Wnt5aシグナルによる頂底極性の制御機構の発見によって，Wnt5aノックアウトマウスが呈する全身の重篤な表現型のいくつかを説明できる可能性がある63, 64）．

6. Wntシグナル標的遺伝子ARL4Cによる上皮管腔伸長制御
上皮管腔組織は長く伸長し，最終的には連続した内腔を有する円筒形の構造（チューブ）を形成することで固有の機能を発揮しなければならない．この上皮管の形状は，組織ごとの機能に応じて多様性があり，枝分かれのない単純な管（腸腺／腸クリプトや汗腺など）もあれば，複雑に分岐した管（乳腺，肺，腎臓など）を形成する組織もある（図1A参照）．このような上皮管腔構造は，事前の極性化の有無に関わらず上皮塊の一部が出芽（budding／バディング）して伸長することで形成され，側方への出芽と伸長を繰り返すことによって分岐する39）．この上皮管の伸長を制御するシグナル伝達経路については，FGF（fibroblast growth factor）などの増殖因子やその受容体についてはよく知られているが，細胞内の標的遺伝子や制御分子についてはほとんど明らかになっていない．生体内の上皮管の伸長過程では，細胞の移動，形態変化，増殖，極性化・内腔形成，分化，アポトーシスといった多様な細胞機能が時空間的にダイナミックに変化する．これらのプロセスは生体の深部で起こるため，in vivoモデルを用いてこのプロセスの基盤となる分子メカニズムを解明することは困難であった．
頂底極性や内腔形成と同様に，上皮管腔形成の解析にもin vitroの3次元培養モデルが応用されてきた．MDCK細胞をI型コラーゲンゲル内で培養し，形成されたシストに対してHGF（hepatocyte growth factor）を作用させると，細胞は部分的な上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal transition：EMT）によって脱極性化して，基質側に向かって細胞が移動したのちに再度極性化して内腔を形成し，管状に伸長した構造を形成する65）．このMDCK細胞に対するI型コラーゲンゲル内でのHGF誘導性管腔形成は単一の上皮細胞と単一の増殖因子を用いたシンプルなin vitroの管腔伸長モデルとして，増殖因子シグナルや細胞骨格制御等の研究が行われてきた66, 67）．MDCK細胞以外でも，MCF10A，マウス腎臓由来上皮細胞株mIMCD3，マウス乳腺由来上皮細胞株Eph4などが，I型コラーゲンゲル内でHGF, TGFα（transforming growth factor α），EGF（epidermal growth factor），FGF2といった単一の増殖因子によって伸長した管腔構造を形成する68）．しかし，上述したように，I型コラーゲンは間充織を構成する線維芽細胞が産生する細胞外基質であり，頂底極性化と内腔形成を誘導する活性に乏しく，形成される伸長構造はしばしば単なる細胞の突起であったり，細胞が鎖状に連なって内腔を有さない不完全なものが多かった．一方で，BME内では，MDCK細胞のHGF依存的な管腔形成が阻害されることから，基底膜タンパク質には頂底極性化を強く誘導する一方で，増殖因子依存的な上皮管伸長を抑制する作用がある69）．しかし，腸管などのオルガノイドモデルではBME内で多数の液性因子の存在下，未熟ではあるものの管腔伸長が誘導される（図2C参照）．では，3次元の基底膜基質環境で，強固に頂底極性化して内腔を形成している球状の上皮塊に対して，どのような細胞外シグナルが出芽と管腔伸長を誘導することができるのであろうか．
筆者らはBME内において液性因子シグナルによって誘導される新たなin vitroの上皮管腔伸長モデルを確立した．Wntシグナルによる頂底極性制御の解析に用いていたラット腸管上皮細胞株IEC-6細胞は，BME内で頂底極性化して，内腔を有する球状のシストを形成する59）．当初，IEC-6に対してHGFやEGF, FGFといったさまざまな増殖因子を作用させたものの，他の細胞株と同様に，BME内では管腔の伸長は誘導されなかった（図7A）．そこで，管腔伸長を誘導しうる増殖因子＋αとなる第二の液性因子を探索した．その結果，増殖因子であるEGFまたはHGFに加えて，β-カテニン依存性経路の代表的リガンドであるWnt3aを同時に作用させたところ，シスト上皮の一部が急速に周囲のBMEに向かって出芽し，集団で移動・増殖しながら伸長して，内腔を有するチューブ構造を形成した（図7A）70）．この現象は，Wnt3a単独での刺激や，β-カテニン非依存性経路を活性化するWnt5aと増殖因子との組み合わせでは誘導されなかった．Wnt3aによるβ-カテニン経路の活性化は主として標的遺伝子の発現を誘導することで細胞機能を制御する（図5参照）．そこで，Wnt3aやEGF，またその組み合わせで細胞を刺激した際の遺伝子発現変化をマイクロアレイで解析したところ，興味深いことにWnt3aとEGFを組み合わせて作用させた場合にのみ，特異的に発現が上昇する複数の標的遺伝子が存在することが判明した70）．Wnt3aとEGFシグナルの同時活性化によって誘導された標的遺伝子の中で，上皮の管腔伸長に必要な遺伝子としてARL4C［ADP-ribosylation factor（ARF）-like 4c］を同定した．
[image: ]図7 増殖因子とWntシグナルの協調によるARL4Cを介した管腔伸長制御

ARL4Cを含むARLファミリータンパク質（ARLs）は，低分子量GTP結合タンパク質ファミリーに属し，哺乳類に20以上のメンバーが存在するARFファミリータンパク質のサブグループの一つである．ARFファミリータンパク質は，アクチン骨格の制御や，分泌，エンドサイトーシス，ファゴサイトーシスなどの膜輸送経路を制御する重要なタンパク質であるが71），多くのARLタンパク質の機能はいまだ明らかになっていない72）．ARL4遺伝子には，脊椎動物ではARL4A, ARL4C, ARL4Dという三つのアイソフォームが存在するが，ショウジョウバエには一つのオルソログしかない73, 74）．ヒトのARL4C（ARL7とも呼ばれる）は，ARL4Aと69％，ARL4Dと59％のアミノ酸の同一性があり，他のARL4タンパク質と同様に細胞膜に局在する74, 75）．ARL4Cの細胞膜への局在には，N末端のミリストイル化とC末端の9個のリシン残基またはアルギニン残基を含む多塩基性領域が必要である（図7B）75）．また，C末端の多塩基性領域は，PIP2やPIP3との結合を介して，ARL4タンパク質の細胞膜局在化に重要な役割を果たす76）．ARL4Cについては，これまで，HeLa細胞においてコレステロールの流出を促進することや77），ヒト腎細胞がん細胞においてα-チューブリンと相互作用して，トランスフェリンの初期エンドソームからリサイクリングエンドソームへの輸送に関与することが知られていた78）．詳細な説明は割愛するが，ARL4AやARL4Dにもいくつか相互作用するタンパク質が同定されている79）．なかでもARL4A, ARL4D, ARL4Cは共通して，ArfファミリーメンバーのGEFであるCytohesin 2/ARNO（Arf nucleotide-binding site opener）と直接相互作用してこれを細胞表面にリクルートする．ARL4Cは，ARNOを介してARF6（ADP-ribosylation factor 6）を活性化し，アクチン骨格のリモデリングを誘導することが報告されている75, 80）．しかし，ARL4Cと上皮の形態形成やがんとの関連についてはこれまで明らかになっていなかった．
WntとEGFシグナルの同時活性化の下流では，β-カテニンと共役転写因子であるTCF4（T cell factor 4）が，Ras–MAPキナーゼの下流転写因子であるETSと相互作用することでARL4Cが発現した（図7C）．ARL4Cは，IEC-6細胞においてARNO-ARF6経路を介してRac1を活性化し，RhoA-ROCKシグナルを抑制した．その結果，アクトミオシン細胞骨格が再編成され，円柱状に極性化している上皮細胞形態が伸長するとともに，一部脱極性化して基底膜側への細胞集団の移動が引き起こされた（図7C）70）．野生型のARL4CをIEC-6に発現させると，EGF存在下で上皮管の伸長が誘導されるが，GDP（guanosine diphosphate）結合型変異体（27番目のトレオニンをアスパラギンに置換：T27N）は不活性であったことから，管腔の伸長を誘導するためには，GTP結合型のARL4Cが機能的な状態であることが示された．また，ARL4Cのユニークな特徴は，野生型の状態で活性を有する点である．これはARL4Cの通常より長いインタースイッチ領域によって，GDP結合型による不活性な構造変化が妨げられている可能性があり，ARL4Cは発現によって活性が制御されているのかもしれない（図7B）72, 81）．さらに，BME内では増殖因子依存的な管腔伸長が認めれないMDCK細胞において，ARL4Cを発現させるとHGF依存性に内腔を有するチューブ状の上皮管構造が形成された70）．これらの結果から，基底膜基質によって強い頂底極性化と内腔形成が誘導される環境下で，ARL4Cは管腔形態の伸長を誘導できることが示された．また，上皮の管腔伸長において，細胞の移動と増殖をどう連動させるかは重要な問題である．細胞増殖を伴わない細胞移動は管構造を破綻させ，細胞移動を伴わない細胞増殖では管状構造は形成できない．ARL4C依存的に細胞形態が伸長して移動を開始した細胞では特異的に細胞増殖の活性化因子であるYAP（Yes-associated protein）およびTAZ（transcriptional coactivator with PDZ-binding motif）が核内に強く蓄積しており，かつその移動細胞が増殖していることが判明した70）．YAP/TAZは，ヒッポシグナル伝達経路の転写共役因子であり，その核移行は細胞増殖を強力に促進する82）．一方で，YAP/TAZは細胞外基質の硬さや細胞形態のメカノセンサーとしても機能し，硬い基質や細胞形態の伸展によって核移行して細胞増殖を誘導することが明らかになっている83–85）．どうやらARL4Cの発現は，コンパクトな円柱状に極性化した上皮細胞の形態変化を引き起こし，その結果YAPとTAZが核移行することで，移動する細胞における局所的な細胞増殖が誘導された（図7C）．ARL4Cは成体においては，脳，脾臓，胸腺といった限られた組織で発現するが，胎生期（15日目）のマウス胚では，形成過程の毛包，歯芽，唾液腺，腎臓などの上皮原基に発現していた．特に，腎臓の尿管芽の遠位先端部では，ARL4Cの高い発現が認められ，腎臓での発現はFGFとWntの両シグナル経路に依存していた．尿管芽のin vitroでの3次元培養モデルにおいて，ARL4Cを発現抑制すると尿管芽の伸長と分岐が抑制されたことから，実際にin vivoでの管腔形態形成にARL4Cが関与していることが強く示唆された70）．これらの知見から，Wnt5aによるβ-カテニン非依存性経路を介した頂底極性と内腔形成の制御に加え，Wnt/β-カテニン経路と増殖因子シグナルの協調による管腔伸長制御機構が明らかになり，管腔組織形成におけるWntシグナルの多面的な重要性が明らかになった．

7. 上皮管腔組織形成とがん
ヒトがんの約90％は上皮組織を発生母地とし，がんを原因とする死亡の多くは，腫瘍の隣接組織への浸潤と引き続く遠隔臓器への転移に起因している86）．上皮細胞の周囲間質へ向けた集団移動という点において，管腔組織形成と腫瘍形成は類似しており，がんの発生は，誤った時と場所，あるいは誤った範囲で生じた，上皮の異常かつ破滅的な形態形成と捉えることができるかもしれない．実際，正常な管腔組織の形成過程に関わる多くの細胞機構が，がんにおいて制御異常を来し，過剰な細胞の移動や増殖，頂底極性の消失，管状構造の破綻などが認められる25）．
Wnt5aシグナルによる細胞–基質間接着の制御は，がんにどのように関わるのであろうか．上述したように，Wnt5a–Fz2/Ror2シグナルは正常上皮において側底側でインテグリン–FAKシグナルと細胞–基質間接着を制御し，Racの活性化を介して頂底極性化と内腔形成を促進する．この意味でWnt5aシグナルの活性化はがんの浸潤や転移に拮抗する可能性が示唆される．しかし，実際にはWnt5aは胃がん，前立腺がん，膵がんや悪性黒色腫等をはじめとする多くのヒトがんにおいて過剰発現し，細胞運動や浸潤能を促進して腫瘍の悪性化に関与する87–89）．このWnt5aシグナルの一見相反する機能は，細胞の極性の状態によって変化する可能性がある．筆者らは，頂底極性を喪失して運動するがん細胞において，Wnt5aと受容体のFz2は細胞の進行方向の先導端に集積し，Fz2は同じく先導端に局在するα2/β1インテグリンと相互作用することを明らかにした．先導端において，Fz2と結合するWntシグナルの構成因子Dvlは，さらにインテグリンと結合しているFAKおよび微小管プラス端タンパク質APC（adenomatous polyposis coli）と相互作用する．Wnt5aはDvlを介して微小管のプラス端を接着班にリクルートして細胞–基質間接着と接着班のターンオーバーを促進し，がん細胞の運動を亢進させた（図8）58）．がん細胞はしばしば，EMTを起こすことで「頂底極性」を喪失し，浸潤性と運動性を獲得する際に「前後極性」へと極性状態を転換する90）．Wnt5aとFz2が極性輸送される上皮細胞の側底部ドメインは膜脂質PIP3の集積によって規定され，同じく前後極性における先導端もまた，PIP3の集積によって規定されている膜ドメインであることは興味深い91）．Wnt5aシグナルがインテグリンシグナルと細胞–基質間接着を促進するメカニズムは共通であっても，がん化によって極性状態がハイジャックされる（転換する）と頂底極性シグナルががんの悪性化につながる機構の一端が明らかになった（図8）．
[image: ]図8 上皮管腔形態形成と腫瘍形成の共通の制御機構

一方で，筆者らが見いだしたWnt/β-カテニンシグナルと増殖因子（Ras–MAPキナーゼ）シグナルの協調によるARL4Cを介した管腔伸長機構は，どのようにがんに関わるのであろうか．β-カテニンやAxinなどのWnt/β-カテニン経路の構成要素の遺伝子変異は，大腸がんや肝がんで頻繁に観察される92），一方，EGFR（epidermal growth factor receptor）やKRas遺伝子の変異，HER2（human epidermal growth factor receptor）の過剰発現は，肺腺がんでしばしば検出される93）．実際，ARL4Cは大腸がんや肺がん，肝がん等で高頻度にβ-カテニンまたはRas–MAPキナーゼ依存的に過剰発現し，ARL4Cの発現抑制はこれらのがん細胞の増殖や運動・浸潤能を著しく低下させた94–96）．また大腸がんや肺がんにおいても，ARL4Cの発現は管腔伸長形成と同様に，Racの活性化，RhoAの阻害，YAPとTAZの核内局在化を制御していた．その後，別の研究グループから，グリオブラストーマ（膠芽腫），腎細胞がん，胃がん，卵巣がん等において，ARL4Cががんの悪性化に寄与することが相次いで報告されている97–101）．これらの研究から，Wntシグナルや増殖因子・Ras–MAPキナーゼシグナルという管腔伸長シグナルの異常活性化によってARL4Cが恒常的に過剰発現し，がんの悪性化につながる共通の分子機構が明らかになった（図8）．また筆者らは，ARL4Cを標的とした抗腫瘍薬の開発にも取り組んでいる．ARL4Cのような細胞内の分子を標的とする際には，核酸医薬品は理論的には有効な手法と考えられているが，血中での不安定性や臓器到達性の非効率さの点から臨床応用はいまだ進んでいない102）．筆者らは，これらの欠点を克服したARL4Cに対する修飾型アンチセンス核酸（antisense oligonucleotide：ASO）を合成して，肝臓や肺に腫瘍細胞を同所移植したマウスモデルにARL4C ASOを皮下投与したところ，抗腫瘍効果があることを確認した．したがって，ARL4Cはがん治療の新たな分子標的になる可能性がある95, 96）．
筆者らはARL4C以外にも，3次元培養下で胎生期マウスの尿管芽形成を誘導する実験系において，Wnt依存的に発現して尿管伸長を制御する因子としてGREB1（growth regulation by estrogen in breast cancer 1）を見いだした．GREB1はエストロゲン受容体（estrogen receptor：ER）の核内共役因子であり，乳がん細胞のホルモン依存的増殖を促進する103）．Wntシグナルに異常のあるがんとGREB1の関連をデータベースで解析したところ，ホルモン感受性のない肝芽腫においてGREB1が高発現していた104）．肝芽腫は小児の肝臓に発症するまれな悪性腫瘍で，その80％近くの症例にβ-カテニンの活性型変異を認めるが，その下流シグナルは明らかになっておらず，また分子標的治療薬の開発も進んでいない105）．肝芽腫細胞においてGREB1はWntシグナルの直接の標的遺伝子であり，肝芽腫の90％の症例でGREB1は腫瘍特異的に高発現していた．GREB1はSmad2/3と結合することにより，TGFβ（transforming growth factor β）シグナルを抑制する結果，肝芽腫細胞の増殖を促進した．さらに，GREB1を標的としたASOは肝芽腫の同所移植マウスモデルにおける腫瘍形成を強く阻害した104）．このように，Wntシグナルによる上皮管腔形成機構を基盤にして見いだした複数の分子が，がんにおける創薬の新規標的となる可能性が示された．

8. おわりに
本稿で紹介してきたように，上皮の管腔組織形成における細胞自律的な頂底極性化や内腔形成の分子機序に関する膨大な知見の多くが3次元細胞培養モデルを用いた研究から明らかになってきた．これらの研究では，細胞間および細胞外基質との相互作用が，単一の管腔の形成と拡大に先立って起こる頂底極性の確立にきわめて重要であることが示されてきた．さらに，液性因子であるWnt5aとその受容体が基底側に極性輸送され，頂底極性の確立と内腔形成を促進する機構が明らかになった．Wnt5aはβ-カテニン非依存性経路を活性化するリガンドであり，頂底極性と垂直な平面の細胞極性PCPを制御することが知られているが，その制御機構の詳細は未解明である106）．少なくとも腎臓と腸管における管腔の伸長形成にはPCPによる細胞の配列の制御が重要であることが明らかになっており，これらの臓器はWnt5aの欠損によって重篤な組織形成の異常が認められる107–109）．大部分のPCP経路の構成因子や，PCPによって制御される繊毛構造は頂端側に局在することから110），Wntシグナルによる頂底極性とPCPの制御が互いにどのようにクロストークして組織形成に関わるのか，さらなる研究が期待される．
今後の上皮管腔組織形成に関わる大きな課題は，筆者らも取り組んできた管腔伸長と分岐の形態形成機構を，単一細胞かつ分子レベルで解明することだろう．Wnt/Ras–ARL4C軸の発見は管腔伸長メカニズムの一端を明らかにしたが，まだ未解明の問題もある．ARL4Cが制御する細胞内シグナルはRacの活性化とRhoAの抑制による細胞移動と，YAP/TAZによる増殖制御であった．しかし，頂底極性を確立している正常上皮において，Racの活性化とRhoの抑制はむしろ頂底極性軸の構築を促し，細胞の移動を抑制する可能性がある．ARL4Cが正常上皮の極性状態を変化させる機構ははっきりしていないが，最近筆者らがARL4Cによる膵がんの浸潤制御機構を解析する過程で，一つの可能性が示唆されている．ARL4Cは正常またはがん細胞において，IQGAP1（IQ motif containing GTPase activating protein 1）と結合し，IQGAP1とともにMMP14（matrix metalloproteinase-14，別名MT1-MMP）を移動方向のPIP3陽性の細胞膜へリクルートし，細胞外基質の分解と浸潤・転移を誘導する（投稿中）111）．MMP14はラミニンを含む基底膜の構成タンパク質を分解する112）．ARL4Cが正常上皮において，PIP3陽性の側底膜にMMP14をリクルートして基底膜を分解するであれば，局所的に頂底軸が変化する可能性があり，非腫瘍細胞の形態形成機構としては合理的かもしれない（図8参照）．また，今後は細胞株では再現できない管腔組織における個々の細胞の分化状態と組織化の関連性を理解することも重要だろう．組織幹細胞を含む生体と類似した細胞種からなるオルガノイドは未成熟な構造ではあるものの，今後組織化の研究領域においても強力な解析ツールになると思われる．筆者らも，胎生期マウスの唾液腺上皮を用いた器官培養モデルで，Wnt/β-カテニンシグナルの一時的な活性化が，伸長末端部のキャップ上皮の腺細胞分化と頂底極性化を強く抑制することで分岐伸長形態形成を維持する機構を明らかにしている113）．さらに，オルガノイドモデルに上皮以外の細胞ファクターを加えることも生理的な組織化プロセスの理解には欠かせないだろう．今後は，ゲノム編集技術，組織透明化技術やライトシート顕微鏡イメージング，1細胞シークエンスやVisiumなどの空間的トランスクリプトーム解析など，次々と登場する新しい技術を取り入れながら，生体内でブラックボックスであった臓器ごとの管腔形成と臓器成熟のプロセスを分子レベルで解明していきたい．
最後に，管腔組織形成とがんとの関係についても，腫瘍細胞が巧みに管腔形態形成の制御シグナルを乗っ取り，悪用する共通の分子機構が明らかになってきた．しかし，がん種によっては遺伝子変異の蓄積や細胞選択によって，正常の組織形成過程では起こりえないプロセスで腫瘍化することもあるだろう．その意味で，成人がんと比べて遺伝子異常の頻度が大幅に少ない上皮性の小児固形がんは，正常の組織形成の制御プログラムを共有している可能性が高い114）．また，小児固形がんは発症頻度が少なく，分子標的薬が開発されていない分野でもあり，今後は臨床医学研究者と連携して，発生や組織形成の解析モデルから得られた知見を，小児がんの新たな分子標的や治療法の開発につなげていくような研究も展開していきたいと考えている．
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OEBPS/text/figure2.xhtml
[image: ]図2 3次元培養モデルの概要とシストの構造

（A） 3次元包埋培養では，細胞はI型コラーゲンや基底膜抽出物（basement membrane extract：BME）などの細胞外基質タンパク質のゲル内で培養される．細胞は組織化し，3次元的な立体構造を形成することができる．2.5次元培養では細胞はBMEなどの薄いゲル層の上で培養され，希釈された細胞外基質タンパク質が培地中に存在する．形成体が表層の同一平面上に配置されるため，イメージングや抗体染色に適している．（B） 3次元包埋または2.5次元培養条件下でMDCKやMCF10Aなどの上皮細胞株は球状の細胞塊であるシストを形成する．シストを構成する上皮細胞は，内腔側に頂端膜（アピカル膜），基底側に側底膜（バソラテラル膜）を形成し，極性化することでいわゆる腺管様構造を形成している．MDCK細胞の場合，タイトジャンクションやアドヘレンスジャンクションを形成するとともに，自らラミニンなどの基底膜タンパク質を分泌する．（C）オルガノイド培養で，組織幹細胞は増殖するだけでなく，しばしば自己組織化して組織に類似した上皮管腔構造を形成する．
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[image: ]図3 頂底極性を制御する上皮極性プログラムの概要

頂底極性は，極性軸構築機構，膜ドメイン識別機構，極性輸送機構の連携によって緻密に制御・維持されている．細胞–基質間接着と細胞間接着の接着分子によって感知された細胞外シグナルは，Rac1やCdc42を介して頂端側のPar複合体と側底側のScribble複合体の適切な局在を制御する．Crumbs複合体はPar複合体と相互作用して，タイトジャンクションの形成と頂端側ドメインの識別化を制御する．Scribble複合体は側底膜ドメインの識別化を制御する．頂端側と側底側のドメイン識別化は，PI3Kによって側底膜に生成される膜脂質PIP3とPTENによって生成される頂端膜のPIP2の存在に依存する．Par1はマイナス（−）端が頂端側に，プラス（＋）端が側底側に向かう微小管の配列を制御する．中心体からは，プラス端が頂端側に向いた微小管が生成される．細胞骨格が組織化されると，細胞膜への極性のある輸送ルートが確立し，頂底極性の形成・維持に貢献する．赤点線は頂端側輸送ルート，緑点線は側底側輸送ルート．RE：リサイクリングエンドソーム，ARE：頂端リサイクリングエンドソーム．
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[image: ]図1 上皮管腔組織の基本構造

（A）上皮管腔組織には，器官ごとにその機能に応じて，分岐を伴った複雑な上皮管構造を形成する組織と，分岐を伴わない（不分岐）単純な上皮管構造を形成する組織がある．（B）上皮管腔組織は，二つの基本的な構成要素からなり，内腔を有するチューブ状に伸長した上皮管構造と，先端部の球状のキャップ構造からなる．



OEBPS/image/figure2.image1.png
20 (52 5% \
e B o E ) L

faRas R E T

MRS RN FILHIAE,
IREMRELGE

/AR
IR





OEBPS/image/figure8.image1.png
TAEEE
PR AL

*
®acD

(tontam ) e

(BHEERMR?)

HERS R
BIAEBE

EEPE -t —N—
SEE - 2

RN EE SR
= - B
5






OEBPS/image/figure4.image1.png
A [ro— o mmmm wROWRE
Cdc42,
aPKC, Par3
BE
IFVHA—TR = D REE
FvET U ERETR [Bfo)p1 13771~
8%
LR )
TR
RS OB
Rab11a, Rab8a,
Sec15a
TEE
< REEAAD
C5°) mmm
o6
@Qa KRasG12V
) BEIRE
qp TRSRIBER S O
( o\ BEH~DY—>

FEMEE Cdcd2a

Yo FEaes





OEBPS/cover.png
A4k =2 k22021

7rERT 7
SUERZ SHETRONE

T

HE [EHEXZ IERRD T ORMEBHOLH
i)
W ARESH, FHER
CHRUSARSEO LR SRS FORBE WI LM
b
I SRR FOLFOMEOS R
O KIKMSBRRAT LT AHOWRTT—TH
»
OERRBLSHRIS FORRTHEONR
LTS EORFLFH - 3 7S HAKEAARRIE
HORIREODS
ORE ROMATILT I DERR{LOREL DGR
MK CORICAR - BARAT O > 7
@it MEOHCLY SHRRMEXSRUE
OHARFRG 5 /I RAHWREER S MBLE 7 72

m L RFEE
LB L > SBRNAF S~ % —/—

Ok AINRESHARD FORRENA

OHILIETH NREL (£ B X b LG LRRAMMN

@K 5/ IHDY A7 U I BYTFI
=t

OIS A MMM LS 3> Ky T
AWER

OEEER A HEOMULL SRNAF M

ORBIMMOBARAF OIS LRI  GAREDLOWE
£4 399 AEMERNORL

omH moms - s SHANAFORE

P

OEEAL S/ RARBMIORE 45U K — KBS
302 RABREH TN

OLARTS LRNRBEBROAFAME TORMC S SH
AR

Hihoe>
OCIBTF SRIANLY 17 <> SRR [RALER]
£ THEENS
OREUTHORIARES - RNWEORN : € MAGKE
RETFNTY AP 5OBR,
@AM 0T 2K~ RBOR N ST : RWIEN
LAERENS
OEEAARBOT S K- ARBRTOF 2 %F — 4
LMIKI (243 Rabl 1 442135 SR

suumss Q RELER

THE JAPANESE BIOCHEMICAL SOCIETY
TEL.03-3815-1913 FAX.03-3815-1934






OEBPS/text/figure6.xhtml
[image: ]図6 Wntおよびその受容体の極性分泌と内腔形成制御

Wnt3a, Wnt5aはクラスリン／AP-1を介して側底部へ極性輸送され，細胞外に分泌される．Wnt3aおよびWnt5aの受容体であるFz2（Wnt3aおよびWnt5a）とその共役受容体のLRP6（Wnt3a）やRor2（Wnt5a）はリガンド同様に，クラスリン／AP-1を介して側底部へ極性輸送される．一方で，Wnt11は頂端部に極性輸送され，その受容体であるFz7とRykは頂端側と側底側の両方の細胞膜に局在する．Wnt5aシグナルは，細胞–基質間接着依存性のRac1の活性化とRhoAシグナルの抑制を誘導し，頂底極性化と内腔形成を促進する．
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OEBPS/text/figure7.xhtml
[image: ]図7 増殖因子とWntシグナルの協調によるARL4Cを介した管腔伸長制御

（A） HGFやEGFといった増殖因子シグナルと，Wnt3aによるWnt/β-カテニン経路の同時活性化によって，基底膜基質内のシストから上皮細胞が出芽し，管腔伸長が誘導される．（B）ヒトARL4Cタンパク質の構造．N末端のミリストイル化とC末端の多塩基性領域に依存して，細胞膜に局在する．（C） Wnt3a/β-カテニンシグナルとEGF/Ras–MAPキナーゼシグナルの活性化によって，ARL4Cが発現する．発現したARL4Cは，細胞膜にARNOをリクルートし，ARF6を介してRac1を活性化するとともに，RhoAを抑制する．ARL4Cの発現は，頂底極性を有する上皮の部分的な脱極性を誘導し，Rac1による細胞移動とRhoA–ROCKシグナルの抑制によって細胞伸長と出芽を引き起こす．細胞形態の変化に伴って，YAP/TAZが核内に移行し，細胞増殖が活性化する．
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[image: ]図4 内腔の形成機序とその制御機構

（A）上皮細胞の集団が新たに内腔を形成する際には，頂端側への小胞輸送によって細胞間に形成されるホローイング型と，内側の細胞が選択的に細胞死を起こして形成されるキャビテーション型がある．（B）内腔形成において，頂端小胞はRab11a, Rab8a, ミオシン–5Bに依存して頂端部の細胞膜に送られる．その後，エクソシスト複合体やSNAREタンパク質の働きでエクソサイトーシスされ，初期の頂端膜が形成される．（C）さまざまな内腔形成異常の表現型．典型的な異常と原因となるタンパク質を示す．
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[image: ]図5 Wntシグナル伝達経路の概要

Wntシグナルはβ-カテニン経路，およびβ-カテニン非依存性経路としてPCP経路，Ca2＋経路の少なくとも三つの経路を活性化する．
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[image: ]図8 上皮管腔形態形成と腫瘍形成の共通の制御機構

頂底極性を有する正常上皮細胞においてWnt5aシグナルは，PIP3陽性の側底部ドメインにおいてインテグリンとRac1シグナルを促進することで頂底極性と内腔形成を促進する．一方で，運動能や浸潤能を獲得して前後極性を有する種々のがん細胞において，Wnt5aシグナルはPIP3陽性の先導端において，インテグリン依存性の接着のターンオーバーと細胞運動を促進する．Wnt/β-カテニン経路と増殖因子／Ras–MAPキナーゼ経路の下流で発現するARL4Cは正常上皮細胞においては，部分的な脱極性と基底側への細胞移動，細胞増殖による上皮管腔伸長を誘導する．一方で，種々のがん細胞においては同様に，ARL4CはWnt/β-カテニン経路またはRas–MAPキナーゼ経路の下流で恒常的に発現し，PIP3陽性の先導端部に局在して浸潤・転移や細胞増殖を促進する．少なくとも膵がん細胞では，ARL4CはIQGAP1との結合を介してMMP14をリクルートし，基底膜や細胞外基質の分解を促す．
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