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〈要 約〉

　もとはひとつのがん化した細胞が起源であっても，腫瘍のなかには性質や機能の異なるがん細胞が現われる．とくに“がん幹細胞”とよばれる細胞は，抗がん剤による治療をまぬがれてがんの再発や転移をひき起こすと考えられている．しかし，がん細胞の機能的な不均一性がどのようにして生み出されるかについてはいまだ不明である．筆者らは，がん幹細胞をとりまく微小環境およびシグナルタンパク質であるTGFβに着目した．TGFβシグナルの可視化，細胞系譜の追跡，遺伝子操作を可能にする次世代TGFβレポーターを作製し，マウスの表皮の扁平上皮がんを解析したところ，微小環境におけるTGFβの濃度勾配が，がん幹細胞の分裂，浸潤，分化，抗がん剤に対する抵抗性に違いをもたらすことが明らかにされた．遺伝子発現の解析，生化学的な解析，遺伝学的な解析から，TGFβに応答したがん細胞は下流のp21およびNRF2を介してグルタチオンの代謝を活性化していることが見い出された．さらに，がん幹細胞の細胞系譜を追跡した結果，抗がん剤による治療ののちにみられるがんの再発は，TGFβに応答したがん幹細胞とその子孫細胞が担っていることがわかった．
はじめに

　腫瘍は通常，がん化したひとつの細胞が制限なく分裂をくり返すことにより生じたものである．しかし，腫瘍は均質な細胞の集塊ではない．頻繁に分裂するものやまれにしか分裂しないもの，となりの細胞と強く接着するものや接着をゆるめて周辺の組織に侵入していくもの，正常な分化を示すものや示さないものなど，腫瘍は成長するにつれ不均一な細胞集団になる．このようながん細胞の不均一性は，抗がん剤の効き方に違いを生んだり，ほかの臓器に転移する能力を獲得する細胞が現われたりと，がんの悪性化および再発に密接なかかわりをもつと考えられている1)．
　がん細胞の不均一性は古くから認識されており2)，動物実験においてもがん細胞の機能的な差異は確認されてきた．その原因のひとつはDNA塩基配列レベルでの遺伝子変異の蓄積であり3)，現在，次世代シークエンサーを用いさかんに研究されている．一方で，われわれのからだに存在する約200種類の細胞は，幹細胞が適切な量，タイミング，さまざまな組合せの外部シグナルを受け取ることにより遺伝子の変異なしに生み出される．このことをふまえると，腫瘍を形成するがん細胞の集団の機能的な性質は，がん細胞をとりまく環境に影響されている可能性は十分に考えられる．
　腫瘍は，がん化した上皮と基底膜をへだてて隣接する間質とに分けられる．間質には，繊維芽細胞，血管内皮細胞，免疫細胞と，それらが分泌するさまざまなタンパク質が存在する．多くの上皮に由来するがんには，基底層にがんの形成および発達を長期にわたり維持する細胞，いわゆる“がん幹細胞”とよばれるものが存在する．がん幹細胞は再発や転移の要になると想定されており，がん幹細胞の同定，幹細胞能の制御機構の解明，それらを標的にした薬剤の開発は，がんの根本的な治療において重要であると考えられる．
　筆者らは，がん細胞の集団に不均一性の生じる要因として，がん幹細胞とそれらをとりまく微小環境に着目した．微小環境はシグナルタンパク質，酸素，代謝産物などの濃度勾配を形成することにより，がん幹細胞にさまざまな影響をあたえることが考えられる4)．その結果，がん幹細胞のなかに休眠状態になるものが現われた場合，抗がん剤による治療をまぬがれる可能性がある．さらに，がん組織の低酸素あるいは低栄養といったストレス環境においては，がん幹細胞は身を守るため細胞内代謝を変える可能性もあり，それが結果的にがん治療の効果を阻害しているのかもしれない．これらは非常に興味深い仮説ではあるが，遺伝子変異以外の機構によりがん細胞の不均一性が生み出されることを実験的に検証した例はいまだ少ない．しかし，もしそれがあるとすれば，どのような機構がはたらいているのだろうか？

　がん細胞に不均一性を生み出すひとつの候補として，TGFβ（transforming growth factor-β，トランスフォーミング増殖因子β）という細胞外シグナルタンパク質に着目した．TGFβとがんとのかかわりについては，TGFβの同定からさかんに研究されている．細胞外に存在するTGFβは細胞の表面にあるTGFβ受容体と結合すると，TGFβ受容体のもつSer/Thrリン酸化酵素活性を活性化し，細胞内のシグナルタンパク質SMAD2あるいはSMAD3がリン酸化される．リン酸化されたSMAD2あるいはSMAD3は核へと移行し，SMAD4およびそのほかの転写因子とともに，細胞の増殖，分化，生存，遊走，さらに，細胞外基質の産生および修飾など，細胞のおかれた状況に応じさまざまな細胞機能を制御する5,6)．がんとのかかわりにおいてとくに興味深いのは，TGFβのもつ二面性である．その細胞増殖の抑制能からTGFβは発がんを抑制する．一方，がんが形成されてしまうと，TGFβは浸潤および転移を促進することによりがんを進展させる7)．これまで，TGFβのもつ二面性は，がんの発達の過程において生じる遺伝子変異の結果，逐次的に現われると考えられてきた．しかし，筆者らの最近の研究は，この二面性が同時に現われることがむしろ，がん細胞の不均一性を生み出し，抗がん剤による治療に効果の差をもたらし，がんの進展に貢献することを示唆していた．
1．次世代TGFβレポーターを用いたマウスの表皮の扁平上皮がん実験系の確立
　マウスの表皮を実験モデルとして用い，扁平上皮がんの進行とTGFβとのかかわりについて調べた．TGFβシグナルに応答するがん細胞の存在を確認するため，リン酸化SMAD2に対する免疫蛍光染色を行った．良性の腫瘍では顕著なTGFβシグナルの活性化はみられなかったが，悪性の腫瘍へと進行するにしたがい，がん上皮組織にみられるTGFβシグナルの活性は強まった．興味深いことに，活性化しているがん細胞はおもに基底層に存在するがん細胞，つまり，がん幹細胞の存在する細胞集団においてみられた．
　TGFβシグナルによるがん幹細胞の制御についてより詳細に調べるため，レンチウイルスを利用した新たなTGFβシグナルレポーターを作製した．以前に作製されたTGFβレポーターは蛍光タンパク質によりTGFβシグナルを可視化するものであった8)．次世代レポーターはTGFβシグナルに依存して蛍光タンパク質およびCreリコンビナーゼを同時に産生する．さらに，遺伝子発現を誘導するためのrtTA，および，遺伝子発現を抑制するためのshRNAを同一のコンストラクトに組み込こんだ．方法として，子宮の超音波画像をたよりに羊水にレンチウイルスを注入することにより9)，rtTAに依存して発がん性のH-Ras遺伝子の発現を誘導する遺伝子改変マウスの胎仔の表皮にこれを低頻度で感染させる．生後のマウスにおいてrtTAを活性化させると，感染した表皮の細胞のみでH-Ras遺伝子が発現し異常な増殖を開始する．結果的に，良性の腫瘍をへて，多くの場合，悪性の扁平上皮がんを形成する．低い感染多重度を用いたこと，そして，レンチウイルスマーカーの確認により，腫瘍は単一の細胞に由来する可能性の高いことを確認した．リン酸化SMAD2に対する免疫蛍光染色のときと同様に，この腫瘍において次世代TGFβレポーターは間質に隣接した基底層のがん細胞にて，活性化するTGFβシグナルを可視化した（図1a）．重要なこととして，TGFβシグナルの活性は基底層のがん細胞において不均一であり，血管の密度の高いところに頻繁にみられた．この不均一性は，隣接する間質に存在するTGFβそれ自体の濃度勾配，さらに，TGFβのかたよりと単球細胞の密集の度合いとのあいだに関連がみられた．
2．TGFβはがん幹細胞の機能およびその系列の子孫細胞に不均一性を生み出す
　この結果は，がん幹細胞のなかにTGFβシグナルに応答している集団とそうでない集団の存在することを示していた．そこで，この2つの細胞集団のあいだに機能的な差異があるのかどうか調べた．TGFβシグナルに応答している細胞集団では，がん幹細胞のマーカーのひとつであるCD34の発現が顕著に高かった．さらに，免疫不全マウスへの移植実験では，TGFβシグナルに応答している細胞集団のほうが高い頻度で2次腫瘍を形成した．つまり，TGFβシグナルに応答している細胞集団はがん幹細胞としての機能が高いことが示唆された．
　では，TGFβシグナルに応答したがん細胞は，そののち，がんの進行の過程においてどのようにふるまうのだろうか？　その問いに答えるため，腫瘍を形成したのちCreリコンビナーゼを活性化させることにより，TGFβシグナルに応答したがん幹細胞の細胞系譜を追跡した．通常の基底層のがん細胞の系列とは異なり，TGFβシグナルに応答したがん幹細胞の系列では，細胞分裂の頻度の低下，伸張した細胞の形状および上皮間葉転換様の表現型，悪性腫瘍に特徴的な分化マーカーの発現，が観察された（図1b）．つまり，間質にかたよって存在するTGFβは，がん幹細胞の集団に不均一なTGFβシグナルを生み出し，TGFβはがん幹細胞とその子孫細胞の挙動に影響をあたえることにより，がん細胞の不均一性にかかわることが強く示唆された．
3．TGFβに応答したがん幹細胞は抗がん剤による治療をまぬがれがんの再発に寄与する
　一般的に，細胞分裂の頻度が低いがん細胞は抗がん剤が効きにくいと考えられている．TGFβはがん細胞の分裂の頻度を低下させることから，TGFβが抗がん剤の効果に影響を及ぼすかどうかを調べた．抗がん剤による治療において中心的な役割をはたし，さまざまな組織の扁平上皮がんに対しても使われているシスプラチンを用いた10)．ただし現在，シスプラチンは治療ののちのがんの再発が大きな問題になっている．シスプラチンはがん細胞の核にあるDNA鎖と共有結合し，DNAに損傷をあたえることにより細胞死をひき起こす．シスプラチンはマウスの表皮の扁平上皮がんのがん細胞にも強力にアポトーシスをひき起こすことを確認した．興味深いことに，その腫瘍のなかでTGFβシグナルに応答したがん細胞はシスプラチンによるアポトーシスをまぬがれた．
　マウスにシスプラチンを投与すると腫瘍の大きさは顕著に縮小し，そのまま消失する腫瘍と，ふたたび成長する腫瘍とがみられた．TGFβに応答したがん細胞はシスプラチンによる細胞死を回避したことから，この生き残ったがん幹細胞が再発に寄与するのかどうかを調べるため，シスプラチンの投与とともに細胞系譜を追跡した．その結果，再発した腫瘍のなかでは，TGFβシグナルに応答したがん細胞の子孫細胞の割合が顕著に増加していた（図2）．さらに，子孫細胞によりしめられた領域では正常分化マーカーの発現が抑制されていたことから，TGFβシグナルはがん幹細胞をシスプラチンによる治療から保護し，治療ののちにみられるがんの再発にかかわることが示された．
4．TGFβに応答したがん幹細胞はグルタチオンの代謝を亢進し抗がん剤の影響を軽減する
　では，どのようにTGFβはがん幹細胞を抗がん剤による治療から保護しているのか？　細胞分裂の頻度を低下させるためか，それとも，ほかの機構が存在するのか？　その答えのヒントを得るため，TGFβに応答したがん細胞と応答しなかったがん細胞とのあいだの遺伝子発現の違いを次世代シークエンサーを用いて調べた．興味深いことに，TGFβに応答したがん細胞では，さきに列挙したがん細胞の表現型を説明しうる遺伝子発現の変化にくわえ，細胞の活動と生存にとり重要なグルタチオン代謝経路にかかわる遺伝子の発現が顕著に上昇していることが見い出された．グルタチオンは細胞に存在する抗酸化物質であり，活性酸素の除去や抗がん剤など外来の化学物質の排出などにおいて重要な役割を担っている．放射線によるがん治療は活性酸素を生み出すことにより細胞毒性を起こすため，グルタチオン代謝経路の活性化は放射線による治療のさまたげになることが強く示唆されている．なかでも，遺伝子発現の上昇がもっとも大きかったグルタチオン転移酵素は，シスプラチンにグルタチオンを転移し弱効化する10)．実際に，TGFβに応答したがん細胞の細胞質には高い濃度のグルタチオン転移酵素が検出され，活性酸素の濃度も低く保たれていたため，TGFβとグルタチオンの代謝との関連が強く示唆された．
　グルタチオンの代謝にかかわる遺伝子は転写因子NRF2により制御されている11)．通常，NRF2は負の制御因子KEAP1を介しユビキチン-プロテアソーム分解系により低い濃度に保たれているが，NRF2およびKEAP1のmRNAの量はTGFβシグナルには影響されなかった．先行研究において，CDK阻害タンパク質であるp21がKEAP1と競合してNRF2と結合しNRF2を活性化することが示されていた．p21はTGFβの下流の標的となる遺伝子にコードされているので12)，その可能性を遺伝学的な手法および生化学的な手法により検証したところ，TGFβにより発現の誘導されたp21はNRF2を安定化させNRF2による遺伝子発現を活性化した．
　このTGFβ→p21→NRF2→グルタチオンの代謝という経路が，TGFβによる抗がん剤に対する耐性の機構なのかどうかを検証した．TGFβ受容体のノックアウト，p21あるいはNRF2のノックダウン，さらに，グルタチオン転移酵素に対する阻害剤の処理のすべてにおいて，がん幹細胞のシスプラチンに対する感受性は亢進されることが確認された．興味深いことに，p21あるいはNRF2のノックダウンではシスプラチンによるアポトーシスが増加したにもかかわらず，細胞分裂の頻度は低いままであった．この結果から，TGFβによるシスプラチンに対する耐性の機構は，細胞分裂の頻度の制御よりも，グルタチオンの代謝が主要であることが示唆された．この仮説を検証するため，活発に細胞分裂するTGFβ受容体を欠損させたがん細胞において，グルタチオン代謝経路を活性化させシスプラチンへの感受性を調べた．NRF2の負の制御因子KEAP1をノックダウンしたところNRF2のタンパク質量は増加し，シスプラチンによるアポトーシスは効果的に抑制された．
おわりに

　この研究においては，がん細胞の不均一性は，腫瘍の微小環境にかたよって存在するTGFβが隣接するがん幹細胞に影響をあたえることにより生み出されることが見い出された．TGFβに応答したがん幹細胞は，まわりのがん細胞に比べ細胞分裂の頻度の低い細胞集団になるが，浸潤性の高い腫瘍を形成した．また，がん幹細胞の分化の方向を悪性の腫瘍にみられるタイプへと転換した．この不均一性はがんの進展を示唆するが，抗がん剤の効き方にも影響をあたえ，がんの再発にかかわることが実験的に示された．さらに，今回，明らかにされたTGFβの下流において起こる薬剤耐性の機構は，抗がん剤による治療の戦略に役だつものと考えられる．
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〈図説明〉

図1　次世代TGFβレポーターと細胞系譜の追跡
（a）次世代TGFβレポーターにより産生された蛍光タンパク質により，TGFβに応答した細胞が可視化される．扁平上皮がんは上皮と間質とに分けられるが，間質にかたよって存在するTGFβが上皮と間質との境界のがん幹細胞に不均一性を生み出す．
（b）次世代TGFβレポーターにより産生されたCreリコンビナーゼを活性化することにより，TGFβに応答したがん幹細胞とその子孫細胞を追跡した．
図2　TGFβに応答した細胞の抗がん剤に対する抵抗性とがんの再発
（a）TGFβに応答したがん細胞を細胞系譜の追跡マーカーにより標識する．
（b）シスプラチンの投与により多くのがん細胞にアポトーシスにひき起こされ，腫瘍のサイズはいちじるしく縮小する．しかし，TGFβに応答した細胞は，グルタチオン代謝経路を活性化させることによりシスプラチンの細胞毒性からまぬがれる．
（c）シスプラチンの投与ののち，多くのがんにおいて再発がみられたが，TGFβに応答して生き残ったがん幹細胞がその再発を担っていた．
