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1. 序論 
1.1. 上皮細胞による生体防御 
 免疫細胞は、がん細胞や感染細胞などの体内に発生した異常な細胞を認識し、攻
撃することで、生体防御機構を担う。一方で、免疫細胞以外の体細胞も異物の侵入
を阻止する物理的・化学的障壁として機能しており、その一つである上皮細胞は外
界からの異物に最初に接触するため、感染やストレスに晒されるリスクも高い 1。
加えて、がんは上皮細胞由来のがんの割合が高いことから、遺伝学的ストレスに晒
されていることも窺える 2。このように様々なリスクに晒されている上皮層は異常
な細胞が出現しやすい。事実、がん変異の発生・蓄積のみに注目しても、若年健常
者の皮膚の上皮細胞においておよそ 3 割、食道上皮では 5 割が少なくともがん変異
を有するとされている 3,4。これまでは、上皮細胞に異物が侵入すると、オートファ
ジーやプロテアソーム分解、インフラマソームの活性化といった細胞内防御システ
ムを用いて、上皮細胞がこれら異物を除去することが一般的であった 5。さらに重
要なことに近年では、上皮細胞は隣接する異常な細胞を認識・排除するといった、
細胞外のリスクに対する新たな細胞防御システムが備わっていることが明らかと
なってきた。すなわち、上皮細胞は非免疫細胞であるにもかかわらず、細胞外異常
に対する監視と攻撃能を有している（図 1.1A）。 

組織中に異なる状態の細胞が共存する場合、より異常な細胞が組織中から排除さ
れることがショウジョウバエにおいて発見された 6。この異常細胞の排除は、異常
細胞のみが存在する場合には生じないことから、正常細胞と異常細胞の相互作用に
よって引き起こされる競合的な排除であると示唆されている。このようにして異常
細胞が敗者細胞として駆逐された結果、正常細胞のみが勝者細胞として生き残り上
皮層を占有することで、上皮層の恒常性が維持される。この同種細胞間における異
なる状態の細胞に対する排除現象を細胞競合という 7。 

哺乳類の細胞競合においては、一つの原がん遺伝子に変異を有する、またはがん
抑制遺伝子が欠損している細胞、がん変異細胞が敗者細胞として排除される 8,9 （図
1.1B）。次世代シーケンサーの発展により多段階発がんモデルが支持されており、
実際に生体内において、多段階発がんの最初の段階であるがん変異細胞が上皮細胞
層に存在することがわかってきた 10。この状況を in vitro で模倣するために、これら
のがん変異細胞のうち、Rat Sarcoma Virus（Ras）11 や Src12 などの原がん遺伝子に変
異を有する細胞や Scribble13 などのがん抑制遺伝子の発現が抑制されている細胞（が
ん変異細胞）を正常な上皮細胞と共培養すると、がん変異細胞は上皮層から排除さ
れる。すなわち、上皮細胞はがん変異細胞を積極的に排除することで、発がんを抑
制する可能性が示唆されている。加えて、Listeria monocytogenes などのバクテリア
に感染した上皮細胞も敗者細胞として排除される 14。このようにして、非免疫細胞
である上皮細胞は異常細胞を認識・攻撃できるという免疫応答に類似した機構を有
することが示唆されてきた。従来の免疫細胞が異種細胞の異常を認識して誘導する
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免疫応答と比較すると、上皮細胞による認識・攻撃は同種細胞の異常に対する機能
であり、新規の生体恒常性維持機構であると考えられる。 

 

1.2. 正常細胞と異常細胞の相互作用メカニズム 
 上皮細胞は、異常細胞と相互作用することで異常細胞に対する排除機構を惹起す
る。哺乳類において、正常細胞は異常細胞の物理的な特性変化と表面タンパク質な
どの化学的変化を認識するというコンセンサスであったが、その認識機構の実態は
明らかでなかった。はじめに正常−異常細胞間の細胞膜を介した物理的な相互作用
の実態が解明された。その後、分泌因子を介した間接的な相互作用も解明されつつ
あったが、形質膜タンパク質を介した直接的な相互作用については不明な点が多く
残されていた。 
 
1.2.1. 膜タンパク質を介した直接的な化学的相互作用 

神経分化における反発性ガイダンス因子として軸索ガイダンスにおいて機能す
る受容体型チロシンキナーゼ Erythropoietin producing hepatoma receptor-A2（EphA2）
15 が、がん変異細胞の細胞動態を制御することが報告されている 16,17。RasV12 タン
パク質の発現により Meiosis-specific Serine/threonine-protein Kinase （ MEK ） –
Extracellular Signal-regulated Kinase（ERK）経路を介して EphA2 が発現誘導される。



 5 

正常-RasV12 変異細胞が E-cadherin を介して接着すると、正常細胞側の ephrinA が
RasV12 変異細胞の EphA2 を刺激する。刺激された EphA2 は Src の活性化を介して
Myosin-II 集積を促進することで、RasV12 細胞の収縮と正常細胞との細胞反発が引
き起こされ、上皮層から逸脱する （図 1.2A）。 
 
1.2.2. 分泌因子を介した間接的な科学的相互作用 
 上皮細胞は、間接的な相互作用を介してもがん変異細胞を感知・排除することが
できる。例えば、Scribble 発現抑制細胞では Fibroblast Growth Factor 21（FGF21）、
がん変異細胞では Adenosine triphosphate（ATP）が分泌され、これらが正常細胞作用
することで排除能が促進される 18,19。Scribble 発現抑制（SCRB-KD）細胞では、SCRB
の発現抑制によって Apoptosis signal-regulating kinase 1（ASK1）–p38 経路が活性化
され、FGF21の分泌が促進される。この FGF21が正常細胞の FGF Receptor 1（FGFR1）
に作用する。その結果、正常細胞が SCRB-KD 細胞方向に誘引されることでコンパ
クションが生じ、細胞死が誘導される 18。Wagstaff らは、この正常細胞によるコン
パクションは SCRB-KD 細胞において Rho associated coiled-coil containing protein 
kinase（ROCK）–p38–p53 経路を介して細胞死を誘導することを明らかにしている 13 
（図 1.2B上段）。また、正常上皮細胞は RasV12 細胞や SCRB-KD 細胞などのがん
変異細胞が分泌する細胞外 ATP を受容することで、がん変異細胞の排除を誘導する
19。がん変異細胞から Maxi-anion Channels（MACs）を介して放出された ATP が細胞
外 ATP 受容体 Purinergic Receptor 1/2（P2Y1/2）によって正常細胞に受容されると、
正常細胞は NADPH Oxidase 2（NOX2）を介して Reactive Oxygen Species（ROS）を
産生する。その結果、RasV12 細胞では Pyruvate dehydrogenase kinase 4（PDK4）の発
現が上昇しミトコンドリア活性が落ちることで、RasV12 細胞の apical extrusion が誘
導される（図 1.2B中段）。このように、上皮細胞は異常細胞から分泌される因子を
認識することで、異常細胞に対する排除機構を惹起する。加えて、FGF21 や ATP の
他に、アポトーシス細胞の排除においてはアポトーシス細胞が分泌する Sphingosine-
1-phosphate（S1P）が正常細胞の S1P Receptor 2（S1PR2）に認識されることで、排
除が惹起される 20。同様に、S1P–S1PR2 の相互作用は Rho/ ROCK–Filamin 経路を介
して RasV12 細胞を排除する 21（図 1.2B下段）。この細胞外 S1P は正常細胞や RasV12
がん変異細胞から分泌されてはいないが、S1P-S1PR2 の相互作用は他のがん変異–
正常細胞の相互作用と協調することでがん変異細胞を排除する可能性が示唆され
ている。 
 
1.2.3. 物理的相互作用 
 正常細胞と異常細胞が隣接すると、その境界面で骨格形成因子の挙動が変化し、
正常−異常細胞間での物理的相互作用に変化が生じる。例えば、RasV12 細胞や
SrcF527 細胞において、正常上皮細胞との境界面方向に MyosinII の集積とこれに伴
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う細胞膜の張力変化が生じる。この細胞膜の張力変化を正常細胞は感知し、骨格形
成因子 Filamin の集積を介して押出効果が促進される 11,22（図 1.2C 左）。また、化
合物スクリーニングによって同定された PLX4720 はタンパク質キナーゼ Leucine-
zipper and Sterile-alpha Motif Kinase （ZAK）の活性を阻害することで、がん変異
細胞の排除効率を促進させることができる。ZAKは、がん変異細胞内で MyosinII
の集積を抑制する因子であり、PLX4720 の ZAKの活性化阻害は MyosinII の集積を
促進する。つまり、PLX4720 はがん変異細胞の膜の張力を促進させることで、周辺
の正常細胞による感知効率を促進すると考えられる 23。加えて、RasV12 変異細胞が
周辺細胞から側方圧力をかけられると、Myosin-II は Neuronal Wiskott-Aldrich 
Syndrome protein（N-WASP）–E-Cadherin とともに、アクチン骨格の再編成を引き起
こすことで、RasV12 細胞の排除を誘導する 11,24（図 1.2C 右）。このように、物理
的相互作用ががん変異細胞に対する上皮細胞の排除能を促進する。物理的相互作用
は非特異的な側面ももつが、化学的相互作用と協調することで異常細胞を正確に認
識していると考えられている。 
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1.3. 細胞競合とがんの関連 
  がん免疫療法と類似して、上皮細胞のがん変異細胞に対する排除機構を応用する
ことでがんを治療できるようになる可能性が期待される。実際に、マウスを用いた
in vivo 実験によって上皮細胞による排除機構ががんの進展を抑制することが明らか
になってきた。 

正常細胞の ephrinA と RasV12 細胞の EphA2 の相互作用に基づいた細胞防御機構
が premalignant region の出現を抑制することが示唆された 16,25。野生型マウスの膵管
上皮細胞に RasV12 細胞をモザイク状に発現させると、RasV12 細胞は淘汰される。
しかしながら、EphA2 欠損マウスの場合、RasV12 細胞は排除されずに、最終的に
Pancreatic intraepithelial neoplasia（panIN）が形成された。したがって、EphA2–eprinA
を介した細胞競合によって膵臓がんの進展が抑制されていることが示唆された 25

（図 1.3A）。 
また、上皮細胞によるがん変異細胞の排除能は、環境因子による影響をうける。

一つ目として、異常細胞に対する細胞防御機構は炎症様応答で抑制・低下する 26,27。
例えば、慢性炎症を引き起こす ω6 脂肪酸を与えた肥満マウスではがん変異細胞の
蓄積が促進している。メカニズムの詳細は解析されていないが、抗炎症薬の投与に
よって、膵臓上皮組織などで変異細胞の排除が促進された 26。また、上皮細胞が炎
症様応答を引き起こすことで、Cyclooxygenase-2（COX-2）を介して Prostaglandin E2
（PGE2）を放出し、がん変異細胞の E-Prostanoid Receptor（EP receptor）を刺激した
結果、がん変異細胞の逸脱が抑制されると報告されている 27。一方で、皮膚におい
ては、損傷治癒時に Epidermal Growth Factor Receptor（EGFR）リガンド–EGFR の相
互作用によって RasV12 変異細胞の排除を促進する報告がある 28。がんの悪性化に
おける炎症の寄与がコンテキスト・デペンデントであること 29 を鑑みると、上皮細
胞の攻撃能に対する炎症の寄与も、臓器や周辺環境によって左右されると考えられ
る。二つ目の環境因子は周辺環境の硬さであり、これは多くの細胞種で細胞の性質
に影響を与えることがわかっている。繊維化した組織を模倣した硬い細胞外基質上
では、正常な上皮層を模倣した柔らかい細胞外基質上よりも上皮細胞の攻撃能が低
下するため 30、周辺の物理的硬さ変化が発がんに寄与する可能性がある。このよう
に、上皮細胞の攻撃能が効率的に機能する環境を整えることで、がんを予防するこ
とが可能となる（図 1.3B）。 
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1.4. 本研究の目的 
このように、上皮細胞によるがん変異細胞の排除機構は発がんやがんの進展にお

いて重要な役割を果たすことが示唆されてきた。したがって、この上皮細胞の排除
機構の詳細な分子メカニズムを明らかにすることで、新たな治療法の分子基盤を構
築できると期待される。これまでに、哺乳類の正常上皮細胞とがん変異細胞の細胞
間相互作用において、物理的相互作用と分泌因子を介した間接的な化学的相互作用
は解明されつつあるが、リガンド・受容体タンパク質を介した直接的な相互作用は
不明点が多く残されていた。特に、がん変異細胞に対する正常細胞の排除能を惹起
するシグナル経路については全く不明であった。そこで本研究では、がん変異細胞
を認識する正常細胞側の受容体分子を同定することで、上皮細胞によるがん変異細
胞の認識機構の解明を目指した。 
 
1.5. LILRB3 

変異細胞と相互作用する正常細胞側の受容体を明らかにするために、正常上皮細
胞に発現する機能未知の形質膜タンパク質を網羅的に探索した。正常細胞は、隣接
する Ras 変異細胞の細胞膜の張力変化を感知すると、Rho/ROCK 経路を介して
Vimentin のリン酸化と Filamin の集積を引き起こし、変異細胞を排除するための物
理的な力を生み出す 22。正常細胞は変異細胞の硬さに応答することから、メカノス
トレス下で発現亢進する遺伝子に注目した。転写因子 Runx2 は周辺環境のメカノス
トレスによって誘導される 31。例えば、細胞膜上に発現するメカノセンサータンパ
ク質である Integrin が細胞外基質などの硬さ変化を認識すると、MEK–ERK 経路の
活性化を介して RUNX2 がリン酸化・核内移行し、転写能が促進される 32。Runx2 の
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結合モチーフは 5'-TGTGGT-3'とされており 33、このモチーフを転写領域に持つ形質
膜タンパク質群のうち機能未知のタンパク質 Suboptimal Alteration Recognizing 
Protein（AltR）に注目した。Canis AltR のホモログ遺伝子である、ヒト Leukocyte 
Immunoglobulin-Like Receptor B 3（LILRB3）、マウス Paired Ig-like Receptor B（PirB）
のプロモーター領域にも Runx2 の結合モチーフが存在する（図 1.4）。 

LILRB3 は脾臓と肺で高発現する一方でその他の組織でユビキタスに低発現する
ことが The Human Protein Atlas のデータベースで示されているが、LILRB3 の機能
はいまだ不明である。一方で、LILRB3 が属する LILRB ファミリー遺伝子のうち
LILRB1/2/5 についてはり、B 細胞や単球などの免疫系細胞で高発現し、MHC-I など
のリガンド分子と細胞間相互作用することで免疫応答を抑制することが報告され
ている 34。リガンド分子と結合して活性化された LILRBs は Immunoreceptor Tyrosine-
based Inhibition Motif （ITIM）ドメインがリン酸化され、そこに非受容体型チロシ
ン脱リン酸化酵素である Src Homology Region 2 Domain-Containing Phosphatase 1/2
（SHP1/2）がリクルートされる 35,36。リクルートされた SHP1/2 は Spleen Tyrosine 
Kinase（Syk）や Bruton’s Tyrosine Kinase（Btk）などを介したカルシウムシグナル 37

や ROCK238 を活性化する。これらのことから、AltR はがん変異細胞の MHC-I と相
互作用した結果、変異細胞の排除の力を生み出す Filamin の集積を誘導することで
変異細胞に対する排除機構を惹起すると予想される。 

 
1.6. MHC-I 

主要組織適合性遺伝子複合体（Major Histocompatibility Gene Complex, MHC）は自
己と非自己を区別する分子であり、抗原を免疫細胞に提示することで免疫応答を引
き起こす。MHC は提示する抗原の違いによって MHC-I と MHC-II の二種類に大別
される。MHC-I は、赤血球を除く全ての有核細胞に発現し、細胞内抗原を CD8+ T
細胞へと提示する。一方で MHC-II は、樹状細胞などの抗原提示細胞や B 細胞など
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に発現し、外来性の抗原を CD4+ T 細胞へと提示する。このようにして、MHC は T
細胞の活性化を介して獲得免疫系を活性化することで、生体防御機構を誘導する。 
 
1.6.1. MHC-Iの構造と分類 
  MHC-I は約 45 kDa の重鎖鎖と約 12 kDa の2microglobulin（2M）、抗原ペプチ
ドから構成されるヘテロ三量体である（図 1.5A）。鎖は1、2、3 の 3 つのドメ
インから構成される。3 ドメインは免疫グロブリンの定常領域と構造的に類似して
おり、非共有結合を介して2M と相互作用する。一方で、1/2 ドメインは 8 本の逆
並行シートと本のヘリックスでグローブ構造を形成し、その溝に抗原ペプチド
を提示する。この1/2 ドメインの溝構造のアミノ酸配列が多様性に富んだことによ
り、MHC-I には多くの多型が存在する。その多様性の結果、MHC-I に結合する抗原
ペプチドに多様性が生じる。このように、ペプチドを提示する古典的 MHC-Ia に対
し、ペプチド以外に脂質などを提示する非古典的 MHC-Ib が存在する 39。ヒトにお
いては、MHC-Ia は HLA-A、HLA-B、HLA-C があり、MHC-Ib は HLA-E、HLA-F、
HLA-G、MICA/B をはじめとして 10 種類以上が報告されている。また、イヌの場合
は、MHC-Ia（ヒト HLA-A/B/C）に相当する DLA88 と MHC-Ib（ヒト HLA-E/F/G, 
MICA/B など）に相当する DLA12、DLA64、DLA79 の 4 遺伝子のみが存在する 40

（図 1.5B）。MHC-Ib は免疫細胞の活性を制御することが報告されているが、いま
だに機能未知の MHC-Ib も多く残されている。 
 

 
1.6.2. MHC-Ia による抗原提示と免疫応答 
 細胞内タンパク質は、細胞質で分解されると MHC-I 上に抗原として細胞外に提
示する。初めに、抗原タンパク質はプロテアーゼによって ATP 依存的に分解され
る。抗原タンパク質が抗原ペプチドへと分解されると、小胞体膜上のトランスポー
ターTransporter Associated with Antigen Presentation（TAP）を介して小胞体内へと輸
送される。小胞体内の抗原ペプチドは、アミラーゼによるさらなる分解を受け、最
終的に 8-10 アミノ酸程度のアミノ酸長になる。そして、抗原ペプチドが小胞体膜に
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存在する MHC-I の 1/2 ドメインと結合すると、鎖と2microglobulin（2M）、抗
原ペプチドのヘテロ三量体が形成される。その結果、MHC-I 複合体はエキソサイト
ーシスを介して細胞膜へと輸送され、最終的に細胞外へ抗原ペプチドが提示される。
このようにして細胞外に提示された MHC-I と抗原ペプチドは、T 細胞や NK 細胞な
どの免疫細胞によって認識されることで、免疫応答を引き起こす。 
 
1.6.3. MHC-I認識を介した T 細胞の活性化 

T 細胞は T Cell Receptor（TCR）を介して MHC-I–ペプチド複合体を認識すること
で活性化する。ナイーブ CD8+ T 細胞は抗原提示細胞である樹状細胞の MHC-I を認
識し、エフェクターCD8+ T 細胞は多様な異常細胞の MHC-I を認識する。 

生体が病原体に晒された場合、まず自然免疫系において樹状細胞が病原体を取り
込み、細胞内で分解して MHC-I 上に抗原ペプチドとして提示する。従来の抗原提示
においては外来性の抗原ペプチドは MHC-II に提示されるが、このように外来性の
抗原提示が MHC-I 上に提示されることをクロスプレゼンテーションという。抗原
提示している樹状細胞は所属リンパ節へと移行し、ナイーブ CD8+ T 細胞と遭遇す
る。そして、樹状細胞上の MHC-I が TCR を介してナイーブ CD8+ T 細胞に認識さ
れると、補助シグナルである CD80/86–CD28 シグナルなどとともに、ナイーブ CD8+ 
T 細胞は活性化し、エフェクターCD8+ T 細胞となる。エフェクターCD8+ T 細胞は、
非自己抗原を MHC-I に提示する異常細胞に遭遇すると、その MHC-I 複合体を認識
し活性化される。そして、Perforin を介して異常細胞に対して細胞死を誘導する。一
方で、自己抗原を提示する MHC-I は TCR によって認識されないため、正常な細胞
に対して細胞障害性機構は誘導されない 41。 

がん細胞の場合、がん細胞由来の腫瘍特異抗原（Tumor-Specific Antigen: TSA）や
腫瘍関連抗原（Tumor-Associated Antigen: TAA）が MHC-I に提示される。TSA とは
発がん性ウイルスやがん遺伝子に由来する抗原であるネオ抗原などのがん細胞に
特異的な抗原である。また、TAA はがん細胞で発現が亢進している分子に由来する
自己抗原である。これらの抗原ペプチドが CD8+ T 細胞に認識されることで、がん
細胞に対する攻撃が惹起される。しかしながら、がん細胞は MHC-I 関連遺伝子にお
ける遺伝子変異や MHC-I の転写因子の抑制を介した MHC-I の発現低下または消失
によって、T 細胞による認識から逃れ、免疫応答を回避する機構を有する。一方で、
前がん状態においては詳細なメカニズムは不明であるものの RasV12 タンパク質が
MHC-I の発現を亢進させることが近年報告されている 42,43 が、前がん細胞における
MHC-I の発現変化が生体防御機構に及ぼす影響については未だ不明である。 
 
1.7. 本研究の概要 

本研究では、AltR と名付けた機能未知の形質膜タンパク質が、Ras 変異細胞で高
発現する MHC-I を認識することを示している。MHC-I を認識した AltR は、下流の
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シグナルを介して骨格形成因子 Filamin の集積を誘導することで、変異細胞の排除
を引き起こす。加えて、AltR と MHC-I の結合領域のリコンビナントタンパク質は、
正常上皮細胞の攻撃能を高めることができる。実際に、これらのリコンビナントタ
ンパク質はマウス in vivo で発がんを抑制できる可能性があることを例示した。本研
究は、非免疫系細胞である上皮細胞が、MHC-I を認識するという全く新たな機構を
示すのみならず、正常上皮細胞の抗腫瘍能の発動に重要なリガンド–受容体相互作
用の実態を示した最初の報告である。 
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2. 実験材料及び実験方法 
2.1. 実験動物 

本研究におけるすべての動物実験及び遺伝子組換え実験は、早稲田大学における
各委員会によって承認されたものである。マウスは餌、飲料水ともに自由摂取のも
と、昼 12 時間、夜 12 時間のサイクルの SPF 環境下において飼育した。7 週齢のメ
スの A/JJmsSlc マウス（三協ラボ）を実験に用いた。 
 
2.2. 細胞培養 
 イヌ腎臓上皮由来細胞 Madin-Darby canine kidney（MDCK）細胞とヒト皮膚上皮由
来細胞 HaCaT 細胞を使用した。培地は、Dulbecco Modified Eagle’s Medium（DMEM）
培地（Sigma）に 10%FBS（Biowest）、1% Glutamax（Gibco）、1% Penicillin-Streptomycin
（Gibco）を添加して使用した。MDCK 細胞と HaCaT 細胞は培地中で 37℃に保ち、
5% CO2 含有空気中で培養した。 

テトラサイクリン誘導性 GFP-RasV12 安定過剰発現株の MDCK-pTRE3G-GFP-
RasV12（MDCK RasV12）細胞と HaCaT-pTRE3G-GFP-RasV12（HaCaT RasV12）細胞
は、GFP-RasV12 の発現を誘導するために、ドキシサイクリン（100 ng mL-1）を培地
に添加し、24 時間（MDCK RasV12 細胞）または 16 時間（HaCaT RasV12 細胞）培
養した。 
 
2.3. in vitro 細胞競合モデルに使用する HaCaT 細胞の単離 

コラーゲンゲルに接着しやすい HaCaT 細胞を得るため、HaCaT 細胞を限界希釈
法に従って単一クローンに単離した。単離された細胞の一部をコラーゲンゲル上に
播種し、ゲルに対する接着性の高いクローンを in vitro 細胞競合モデルを含めた、今
後の全ての実験に使用した。 
 
2.4. 安定過剰発現株の樹立 
2.4.1. iOn システムによる MDCK 安定過剰発現株の樹立 

suboptimal Alteration Recognizing protein（AltR）-V5-mCherry の DNA フラグメン
トを pPB∞CAG-MCS control vector（https://doi.org/10.1101/834424、 Jean Livet 博士よ
り供与。）に組み込んだ。MDCK-AltR-knockout（-AltR-KO）細胞（5×105 cells）に
pPB∞CAG-AltR-V5-mCherry （ 4 g ） と Hyper-PiggyBac transposase （ 1 g ） を
Nucleofection（プログラム：CA-152、キット：SE Cell Line 4D-Nucleofector X kit）し、
2 日間培養した。遺伝子導入された細胞は限界希釈法により 1 細胞に単離され、
mCherry 蛍光の観察により AltR-V5-mCherry の局在を確認し、以降の実験で用いる
細胞を選んだ。 
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2.4.2. HaCaT 安定過剰発現株の樹立 
  pTRE3G-ss-Myc-AltR-ITIM ベクターを作製するために、AltR の全長 DNA フラグ
メントから ITIM ドメイン欠損変異体をサブクローニングした。Myc タグと mCherry
は、シグナルシーケンスの直後と膜貫通ドメインの直後にそれぞれ挿入した。
pTRE3G-HA-DLA88-mCherry ベクターを作製するために、全長の DLA88 を MDCK
細胞の cDNA ライブラリーからクローニングした。HA タグと mCherry は3 ドメイ
ンの直後と細胞内テイルの直後にそれぞれ挿入した。 ss-Myc-AltR-ITIM と HA-
DLA88-mCherry の各フラグメントを pTRE3G ベクターに挿入し、それぞれのベクタ
ー（1 g）を HaCaT 細胞（1×106 cells）に Nucleofection（プログラム：U-020、キッ
ト：Amaxa Cell Line Nucleofector kit V）した。2 日間培養した後に限界希釈法により
一細胞に単離し、blasticidin 含有培地（5 g mL-1）で 2 週間培養した。mCherry 蛍光
の観察により過剰発現させたタンパク質の局在を確認し、以降の実験で用いる細胞
を選んだ。 

 
表 2.1. クローニング用のプライマー配列 

遺伝子 プライマー名 DNA 配列 

Canis 
AltR 

AltR head-XhoI Fw  ATGCCTCGAGATGACCCCCATCCTCACGGC 

AltR tail-HindIII Rv AGTCAAGCTTCTAGTGAATGGCCAGAGCAG 

EcoRI-AltR D1/2 head Fw  AGTCGAATTCACCATCTGGGCTGAGCCAGG 

AltR D1/2 tail-HindIII-
HAsl-Xba Rv 

TGCATCTAGATCAGAGGCTAGCATAATCAGGAACATCATACG
GATAAAGCTTGGTCAAGAGGGAGGGCTTCC 

BamHI-AltR D3 head Fw  AGTCGGATCCCAGCAGGGCCCTGTTGTGAC 



 16 

AltR D4 tail-XbaI-Hasl-
XhoI Rv 

TGCACTCGAGTCAGAGGCTAGCATAATCAGGAACATCATACG
GATATCTAGATGAGACCAGGATCTCCACGG 

ITIM AltR primer Rv AGCTAAGCTTGGTTTCCTCCTGGGCGACAG 

Canis 
DLA88 

DLA88 head-XhoI Fw ATGCCTCGAGATGGAGGTGGTGATGCCGCG 

DLA88 tail-HindIII Rv AGTCAAGCTTCACTCTAGGAGCTGTCAGAG 

EcoRI-DLA88 3 head Fw AGTCGAATTCGCAGAACCCCCCAGCACACG 

DLA88 3 tail-HindIII-
Flag-Xba Rv 

TGCATCTAGATCACTTGTCATCATCGTCCTTGTAGTCAAGCTTC
CATCTCCGCGTGACAGGCT 

EcoRI-DLA88 1 head Fw AGTCGAATTCGGCTCCCACTCCCTGAGGTA 

DLA88 2 tail-HindIII-
Flag-Xho Rv 

TGCACTCGAGTCACTTGTCATCATCGTCCTTGTAGTCAAGCTT
TGCGCGCAGCAGCGTCTCC 

DLA88 3-EcoRI QC 
insertion Fw ATGGGAATTCGAGCCTTCCCCTCTGTCC 

DLA88 3-EcoRI QC 
insertion Rv GCTCGAATTCCCATCTCCGCGTGACAGG 

human 
SHP2 

XhoI-Myc-XbaI-SHP2 
head Fw 

ATGCCTCGAGATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCT
GTCTAGAATGACATCGCGGAGATGG 

SHP2 tail-BamHI Rv AGTCGGATCCTCATCTGAAACTTTTCTGC 

 
2.5. CRISPR/Cas9 システムを用いたノックアウト細胞の樹立 
2.5.1. MDCK 細胞 
 DLA88、 DLA64、DLA12、AltR を標的とした single-guide RNA（sgRNA）のガイ
ド配列は既報に従って設計し 44、sgRNA 配列を pCDH-QC-sgRNA ベクターに組み込
んだ 45。初めに、MDCK 細胞に pCW-Cas9 を組み込んだレンチウイルスを感染させ、
puromycin含有培地（500 ng mL-1）で 2週間培養した。テトラサイクリン誘導性 MDCK-
Cas9 細胞（5×105 cells）に作製した pCDH-QC-sgRNA ベクター（5 g）を Nucleofection
（プログラム：CA-152、キット：SE Cell Line 4D-Nucleofector X kit）し、hygromycin
含有培地（200 g mL-1）で 1 週間培養した。生き残った細胞を限界希釈法により一
細胞に単離し、予想されるエクソン上のインデルをダイレクト・シーケンシング法
により解析した。sgRNA の配列と pCDH-QC-sgRNA ベクター作製時に使用したプラ
イマーを表 2.2.と表 2.3.、ダイレクト・シーケンシング法で使用したプライマーを
表 2.4.に示す。 
 MDCK RasV12-KO 細胞を樹立するために、前述の方法で樹立した MDCK-KO 細
胞（5×105 cells）に pTRE3G-GFP-RasV12 ベクター（5 g）を Nucleofection（プログ
ラム：CA-152、キット：SE Cell Line 4D-Nucleofector X kit）し、blasticidin 含有培地
（5 g mL-1）で 2 週間培養した。生き残った細胞を、2.3.に記載されている限界希釈
法により単離した。 
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2.5.2. HaCaT 細胞 
 HLA-B、LILRB3、LILRB5 を標的とした sgRNA のガイド配列は既報に従って設計
し、sgRNA 配列を pCDH-QC-sgRNA ベクターに組み込んだ。初めに、HaCaT 細胞
（1×106 cells）に pCW-Cas9（1 g）を Nucleofection（プログラム：U-020、キット：
Amaxa Cell Line Nucleofector kit V）し、puromycin 含有培地 (500 ng mL-1) で 2 週間
培養した。テトラサイクリン誘導性 HaCaT-Cas9細胞（1×106 cells）に作製した pCDH-
QC-sgRNA ベクター（1 g）を Nucleofection（プログラム：U-020、キット：Amaxa 
Cell Line Nucleofector kit V）し、hygromycin 含有培地（200 g mL-1）で 1 週間培養
した。生き残った細胞を限界希釈法により一細胞に単離し、予想されるエクソン上
のインデルをダイレクト・シーケンシング法により解析した。sgRNA の配列と
pCDH-QC-sgRNA ベクター作製時に使用したプライマーを表 2.2.と表 2.3.、ダイレク
ト・シーケンシング法で使用したプライマーを表 2.4.に示す。 
 HaCaT RasV12-KO 細胞を樹立するために、HaCaT-KO 細胞（1×106 cells）に
pTRE3G-GFP-RasV12 ベクター（1 g）を Nucleofection プログラム：U-020、キット：
Amaxa Cell Line Nucleofector kit V）し、blasticidin 含有培地（5 g mL-1）で 2 週間培
養した。生き残った細胞を、2.3.に記載されている限界希釈法により単離した。 

 
表 2.2. ターゲット配列 

遺伝子 ターゲット 

Canis DLA12 GCCGTGACCCTGACCCGGGCGG 

Canis DLA64 GACGCGGCGAGTCCGAAGGTGG 

Canis DLA88 TCCACTCGGTACAGCTGTGCGG 

Canis AltR TACCGAGCTGGGAAGTACGAGG 
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human HLA-B CCAGCTGTCGAACCTCACGAAC 

human LILRB3 ACACAAGCCCTGGTCCATCAGG 

human LILRB5 CCCCGTCTTGGAGGGAGCTCAC 

 
表 2.3. pCDH-QC-sgRNA ベクター制作用プライマー 

遺伝子 DNA 配列 

Canis DLA12 

Fw:GGAAAGGACGAAACACCGAGGGCCCCCGACAGCAGCAGTTTTAGAGCTA
GAAATAGC 
Rv:GCTATTTCTAGCTCTAAAACTGCTGCTGTCGGGGGCCCTCGGTGTTTCGTCC
TTTCC 

Canis DLA64 

Fw:GGAAAGGACGAAACACCGGACGCGGCGAGTCCGAAGGGTTTTAGAGCTA
GAAATAGC 
Rv:GCTATTTCTAGCTCTAAAACCCTTCGGACTCGCCGCGTCCGGTGTTTCGTCC
TTTCC 

Canis DLA88 

Fw:GGAAAGGACGAAACACCGTCCACTCGGTACAGCTGTGGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC 
Rv:GCTATTTCTAGCTCTAAAACCACAGCTGTACCGAGTGGACGGTGTTTCGTCC
TTTCC 

Canis AltR 

Fw:GGAAAGGACGAAACACCGTACCGAGCTGGGAAGTACGGTTTTAGAGCTA
GAAATAGC 
Rv:GCTATTTCTAGCTCTAAAACCGTACTTCCCAGCTCGGTACGGTGTTTCGTCC
TTTCC 

human HLA-B 

Fw:GGAAAGGACGAAACACCGGCTGTCGAACCTCACGAACGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC 
Rv:GCTATTTCTAGCTCTAAAACGTTCGTGAGGTTCGACAGCCGGTGTTTCGTCC
TTTCC 

human LILRB3 

Fw:GGAAAGGACGAAACACCGACACAAGCCCTGGTCCATCGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC 
Rv:GCTATTTCTAGCTCTAAAACGATGGACCAGGGCTTGTGTCGGTGTTTCGTC
CTTTCC 

human LILRB5 

Fw:GGAAAGGACGAAACACCGGTGAGCTCCCTCCAAGACGGTTTTAGAGCTA
GAAATAGC 
Rv:GCTATTTCTAGCTCTAAAACCGTCTTGGAGGGAGCTCACCGGTGTTTCGTCC
TTTCC 

 
 

表 2.4. ダイレクト・シーケンシング法用プライマー 

遺伝子 DNA 配列 

Canis DLA12 Fw: CTGCCTCTCAGGCTCTCATG 
Rv: CTGTCGAACCGCACGAACTG 

Canis DLA64 Fw: CTCGGCTCCGCAGGCTC 
Rv: AAACTGTCCGCAAGTCCCTG 

Canis DLA88 Fw: GGTATTTCTACACCTCCGTGTCC 
Rv: CGCCAATCAGTCCAAAGAGAAAG 

Canis AltR Fw: TAGACATCCTGGTCACAGGTGAG 
Rv: ACTCACCTGAGACCAGGATC 

human HLA-B Fw: CTTCTTCCAGGATACTCGTGAC 
Rv: ATCTGTGTGTTCCGGTCC 

human LILRB3 Fw: CCCATGACAAGAAGGACCCAG 
Rv: CCCATCAGTCACCCAGAACTAC 

human LILRB5 Fw: GTCTTGTGACAGGGAGAACC 
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Rv: GTCAGCCCAGAACAGCTATC 

 
2.6. 抗体と実験試薬 
使用した一次抗体を表 2.5.に示す。免疫蛍光染色のため、上記の一次抗体を
1%BSA/PBS で 1:200 の希釈倍率で希釈した。ただし、抗 Filamin 抗体と抗 HLA-A 抗
体は 1:500 の希釈倍率で使用した。Hoechst 33342 (Life Technologies) は 1:5000 の希
釈倍率で使用した。全ての二次抗体は 1:200 の希釈倍率で使用した。Alexa-Fluor-568-
/-647-conjugated Phalloidin （Thermo Fisher Scientific）は 1.0 U mL-1 の濃度に希釈し
て使用した。Collagenase（034-22363）は Wako より入手した。また、使用した阻害
剤を表 2.6.に示す。 
 

表 2.5. 一次抗体 

抗原タンパク質 由来種 メーカー カタログ番号 

HLA-A ウサギ Abcam ab52922 
HLA-B ウサギ Abcam ab193415 
HLA-C ウサギ Abcam ab126722 
CK19 ウサギ Abcam ab52625 
E-Cadherin ラット Abcam ab11512 
Tubulin ラット Abcam ab6161 
phospho-tyrosine マウス BD Bioscience 610000 
V5 ウサギ MBL International. PM003 
Myc マウス Merck Millipore OP10L 
LILRB3 マウス R and D Systems MAB1806 
HA ラット Roche 11867423001 
SHP2 マウス Santa Cruz Biotechnology sc-7384 
Flag マウス Sigma-Aldrich F1804 
Filamin マウス Sigma-Aldrich F6682 

 
表 2.6. 阻害剤 

製品名 メーカー カタログ番号 使用濃度 

Y-27632 Bioscience A11001 10 M 
SHP099 MedChemExpress HY-100388 50 nM 
Fasudil Hydrochloride（Eril） LKT Laboratories F0275 400 nM 
DMSO Sigma-Aldrich D8418 – 

Na3VO4 Wako 198-09752 
MDCK 細胞：100 M, 
HaCaT 細胞:50 M 
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2.7. siRNA のトランスフェクション 

HaCaT 細胞に、Lipofectamine RNAiMAX を用いて RNAi（30 pmol）を製造社のプ
ロトコルに従ってトランスフェクションした。ネガティブコントロールとして、
Stealth RNAi siRNA Negative Control Med GC（Invitrogen）を使用した。トランスフェ
クション後、細胞を 48 時間培養し、続いて定量的 PCR 解析と in vitro 細胞競合モデ
ルにより変異細胞の排除効率を評価した。使用した RNAi の配列を以下に示す。: 
siRunx2 #1：5’-CCUCGAAUGGCAGCACGCUAUUAAA-3’  
siRunx2 #2：5’-CCAGAAGGCACAGACAGAAGCUUGA-3’ 
 
2.8. in vitro 細胞競合モデルと免疫蛍光染色 
2.8.1. コラーゲンゲルの作製 
 氷上にて 3.0 mg mL-1 Collagen Type I-A（新田ゼラチン）（全量の 70%量）に 5× 
DMEM 溶液（全量の 20%量）、Reconstitution buffer（全量の 10%量）の順に加える。
12 ウェルプレート 1 ウェルあたり 0.5 mL のコラーゲンゲルを入れ、37℃で 30 分間
インキュベーションする。 
 
表 2.7. 5×DMEM 溶液の組成 

成分 容量 

DMEM powder（Gibco #2100-046） 2 packs（2L 分） 
MilliQ 水 Up to 400 mL 

 
表 2.8. Reconstitution buffer の組成 

成分 容量 

12.5N NaOH 2 mL 
1M HEPES 100 mL 
NaHCO3 11 g 
MilliQ 水 Up to 500 mL 

 
2.8.2. 細胞播種とサンプル作製 

哺乳類細胞競合現象を解析するために、ヒト正常上皮細胞 HaCaT 細胞を用いてド
キシサイクリン誘導性 RasV12 安定発現株 HaCaT RasV12 細胞を樹立することで、
in vitro 細胞競合モデルを新たに確立した。正常 HaCaT 細胞と HaCaT RasV12 細胞、
あるいは、正常 MDCK 細胞と MDCK RasV12 細胞を 50:1 の割合で混合し、2 mg/mL
コラーゲンゲル上に播種した。細胞が単層を形成した後にドキシサイクリン刺激に
より GFP-RasV12 の発現を誘導した。細胞が単層を形成するまで 8-12 時間培養し、
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ドキシサイクリンを 16 時間（HaCaT 細胞）あるいは 24 時間（MDCK 細胞）処理し
た。 

細胞を 4%PFA/PBS で固定し、0.5% TritonX-100/PBS により膜透過処理をおこなっ
た。続いて、3% BSA/PBS でブロッキングした。一次抗体と二次抗体を室温で 1 時
間反応させた。ただし、抗 LILRB3 抗体は 2 時間反応させた。次に、Alexa-Fluor-568-
/-647-conjugated Phalloidin を室温で 1 時間反応させたあとに Hoechst33342 を室温で
15 分反応させた。最後に、封入剤を用いて細胞をスライドガラス上に封入した。 

染色された細胞の蛍光染色画像は Olympus FV1000 system と Olympus FV10-ASW
ソフトウェアを用いて得た。また、HLA-A、HLA-B、LILRB3 と Filamin の蛍光強度
は ImageJ を用いて定量化した。 

 
2.9. RNA-sequencing 法を用いた遺伝子発現プロファイリング解析 
 MDCK 細胞に発現する形質膜タンパク質を探索するために、RNA-sequencing 法を
用いた。MDCK 細胞をシリコンプレート CytoSoft 6 well plate（Advanced BioMatrix)
（elastic modulus: 0.5 kPa）上に播種し、単層形成した後に 8 時間培養した。ISOSIPN 
Cell & Tissue RNA（NIPPON GENE）を用いて、回収した細胞から総 RNA を回収し
た。cDNA 合成、ライブラリー調整、RNA ディープ・シーケンシングは GENEWIZ
にておこなわれた。RNA の質と量は FastQC によって分析され、アダプター配列は
Cutadapt によって排除された。トランスクリプトの推定は Kallisto によって実行さ
れ、Kallisto 形式のトランスクリプトームデータは R バージョン 3.4.1 の Tximport、
ClusterPlofiler、および org.Cf.eg.db パッケージによって再形成された。 
 RNA-sequencing 解析によって MDCK 細胞で検出された遺伝子、すなわち、MDCK
細胞に発現する遺伝子の中から、Uniprot により膜貫通ドメインを持つ機能未知な遺
伝子を絞り込んだところ、241 遺伝子が該当した。この 241 遺伝子のうち、ゲノム
配列においてコーディング領域の上流 5000 bp の領域に RUNX2 の結合モチーフ
（5’-XGXGGX-3’）33 を有する遺伝子として 41 遺伝子が絞り込まれた。イヌ MDCK
細胞とヒト HaCaT 細胞のどちらの細胞でも細胞競合現象が観察されることから、イ
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ヌとヒトで分子メカニズムが保存されていると考えられる。そこで、41 遺伝子の中
から、イヌだけでなくヒトのホモログ遺伝子においても機能未知なタンパク質は
LOC484306 （ Suboptimal Alteration Recognizing Protein: AltR と命名した。）と
LOC606788 の 2 遺伝子であった。 
 
2.10. 逆転写反応と定量的 PCR 解析 
 正常 HaCaT 細胞と HaCaT RasV12 細胞をそれぞれコラーゲンゲル上で単独培養し
た。また、正常 HaCaT 細胞と HaCaT RasV12 細胞を 1:1 の割合で混合しコラーゲン
ゲル上に播種した。単層形成後、ドキシサイクリンを 8 時間処理した。細胞をコラ
ーゲンゲルから剥がすために、collagenase を 37℃で 10 分間処理し、剥がれた細胞
を回収した。ISOSIPN Cell & Tissue RNA (NIPPON GENE) を用いて回収した細胞か
ら総 RNA を抽出し、FastGene cDNA Synthesis 5x ReadyMix OdT (NIPPON Genetics) 
を用いて cDNA に逆転写した。定量的 PCR 解析は KAPA SYBR Fast qPCR Kit 
(NIPPON Genetics) を用いておこなった。使用したプライマーセットの配列を表 2.9.
に示す。 
 

表 2.9. 定量的 PCR 解析用プライマー 

遺伝子 DNA 配列 

Canis AltR Fw: AGCAAACCCAGCCTCTCAGTTC 
Rv: GGCTGGCCTTCTACTTCCCTCATC 

Canis F1PXV0 Fw: AGTTCAGCAATGGCCAGGAA 
Rv: CCTATGGCAGGGGACTTGTG 

Canis GAPDH Fw: ATTCTACCCACGGCAAATTC  
Rv: GGACTCCACAACATACTCAG 

human AltR Fw: CCCCTGGAACTCATGGTCT 
Rv: CCTCCAGGTATCTTCCCAGA 

human Runx2 Fw: GCGGTGCAAACTTTCTCCAG 
Rv: TGCTTGCAGCCTTAAATGACTC 

human HLA-A Fw: AAAAGGAGGGAGTTACACTCAGG 
Rv: GCTGTGAGGGACACATCAGAG 

human HLA-B Fw: TGCTGGTCTGGTCTCCACAA 
Rv: TCTACCCTGCGGAGATCACACT 

human HLA-C Fw: CACACCTCTCCTTTGTGACTTCAA Rv: 
CCACCTCCTCACATTATGCTAACA 

human GAPDH Fw: GAGTCAACGGATTTGGTCGT 
Rv: GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 

 
2.11. ウェスタンブロッティング 
プロテアーゼ阻害剤カクテル cOmplete（Roche）を含んだ RIPA buffer（50 mM Tris-
HCl [pH 7.6], 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.5% Sodium Deoxycholate, 0.1% SDS）により
細胞を溶解し、細胞ライセートと等量の 2× sample buffer（65.8 mM Tris-HCl [pH 6.8], 
2.1% SDS, 26.3% Glycerol, 0.01% Bromophenol Blue）を混合した。サンプルを 10% 
SDS-PAGE ゲル（Bio-Rad）により展開し、SDS-PAGE ゲルを PVDF 膜に転写した。
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PVDF 膜を一次抗体と二次抗体とインキュベートした後に、 Immobilon Western
（Millipore）を用いてタンパク質を検出した。 
 
2.12. Capillary Western blot（Wes）解析 
 ウェスタンブロッティングでは検出が難しいタンパク質に関しては、プロテイン
シンプル社の Wes システムを用いて Capillary Western blot（Wes）解析をおこなっ
た。サンプルを 0.1 × Sample Buffer を用いて希釈し、5 × Fluorescent Master Mix と
1:4 の割合で混合した。Fluorescent Master Mix には 3 種類の分子量マーカーとして
機能する蛍光タンパク質が含まれている。サンプルとブロッキング溶液、一次抗体
（1:50 の希釈倍率で antibody dilution buffer を用いて希釈した）、HRP-conjugated 二
次抗体、化学発光基質をアッセイ用プレートに分注した。 
 
2.13. 免疫沈降法 
 RasV12 細胞を正常細胞と 1:1 の割合で混合し、単層を形成するまで培養した。単
層形成後に、ドキシサイクリンを指定の時間処理した。細胞を回収し、cOmplete
（Roche）とフォスファターゼ阻害剤カクテル PhosSTOP（Roche）を含んだ Triton X-
100 lysis buffer（50 mM Tris-HCl [pH 7.4], 150 mM NaCl, 1% Triton X-100）を用いて、
4℃で 2 時間溶解した。細胞ライセートを遠心して上清を回収し、Protein G ビーズ
を用いて 4℃で 2 時間前洗浄した。その後、IgG-conjugated Protein G ビーズと 4℃で
2 時間インキュベートし、最後に 1 mg の抗体と結合させた antibodies-conjugated 
Protein G ビーズと 4℃で 2 時間インキュベートした。免疫沈降したタンパク質を
SDS-PAGE により展開し、ウェスタンブロッティングをおこなった。 
 
2.14. リコンビナントタンパク質の精製 
  DLA88 と AltR の DNA フラグメントを pGEX-6P-1 ベクターに挿入した。各ベク
ターを BL21 に形質転換し、得られたコロニーを LB 培地で培養した。ampicillin 含
有 LB 培地（20 ng mL-1）で前培養した大腸菌を 37℃で 2 時間培養した。タンパク質
合成を誘導するために 0.1 mM isopropyl β-D-thiogalactopyranoside を加えて、さらに
25℃で 2 時間培養した。回収した大腸菌を TritonX-100 Lysis buffer（10 mM EDTA/PBS, 
1% TritonX-100）とソニケータを用いて溶解した。溶解した大腸菌溶液から GST ビ
ーズを用いて GST 融合リコンビナントタンパク質を回収し、10 mM glutathione buffer
（50 mM Tris-HCl [pH 8.0]）を用いて溶出した。マウス化学発がんアッセイに使用す
るリコンビナントタンパク質は ToxOut Rapid Capacity Endotoxin Removal Kit
（BioVision）を用いてエンドトキシンを除去した。 
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2.15. In vitro 結合アッセイ 
GST-DLA88-3-Flag ペプチド（2.5 g）と GST-AltR-D1/2-HA ペプチド（3.5 g）を
500 mL の 0.1% TrironX-100/PBS buffer 中で混合し、37℃で 2 時間インキュベートし
た。混合物に対して、抗 HA 抗体を用いて免疫沈降した。ビーズを 0.1% NP-40/PBS 
buffer で 3 回洗浄し、1 × Sample Buffer を用いて変性させた。免疫沈降したタンパク
質を SDS-PAGE により展開し、ウェスタンブロッティングをおこなった。 
 
2.16. ウレタン処理による化学発がんアッセイ 
 全ての動物実験は早稲田大学の動物実験委員会のガイドラインの下で実施され
た。動物実験のプロトコルは動物実験委員会により承認された（承認番号 2019-
A125）。7 週齢のメスの A/JJmsSlc マウス（三協ラボ）を使用した。GST（6 g, 10 
M）、 rec.MHC-I 3（8 g, 10 M）、rec.AltR-D1/2（6 g, 6M）を PBS に希釈し
て鼻腔より投与した。2 日後に、urethane/0.9% NaCl を 1 mg g-1 body weight の濃度で
腹腔より単回投与した。ウレタン投与後 6 週間の間、上記濃度のリコンビナントタ
ンパク質を週に 1 回経鼻投与した。ウレタンを投与してから 7 週間後にマウスを解
剖し、肺を回収した。 
 
2.17. マウス凍結切片作製、HE染色、免疫蛍光染色 
 免疫組織学的解析のため、1% PFA/PBS で前固定した肺を低圧状態で脱気し、さ
らに 1% PFA/PBS で 24 時間固定した。固定された肺を O.C.T. Compound（Tissue-
Tek）に包埋し、クライオスタットを用いて 10 mm の厚さの連続凍結切片を作製し
た。切片を Block-Ace（DS Pharma Biomedical）を用いてブロッキングし、一次抗体
を 2 時間、二次抗体を 1 時間室温で反応させた。H&E 染色では、切片を流水洗浄し
たのちに、ヘマトキシリンで 5 分間、エオジンで 1 分間それぞれ染色した。 
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2.18. Ras 変異の検出 
 GST か rec.MHC-I 3 を処理したマウスの肺と凍結切片から microdissection によ
り回収した nodule をランダムにサンプルとして選んだ。回収した nodule から
QuickExtract DNA Extraction Solution（ARB LS）を用いてゲノム DNA を抽出した。
ダイレクト・シーケンシング法により KRas のエクソン 2 とエクソン 3 領域の変異
を検出した。使用したプライマーセットの配列を以下に示す。 
KRas エクソン 2:  
Forward primer 5’-GAGTCTTACACACAAAGGTG-3’  
Reverse primer 5’-GCAGCGTTACCTCTATCGTA-3’  
KRas エクソン 3:  
Forward primer 5’-CCAGACTGTGTTTCTCCCTT-3’ 
Reverse primer 5’-CCCACCTATAATGGTGAATA-3’ 
 
2.19. 定量と統計的処理 
Prism 7.0.を用いて、P値を決定するために Studentの t-testの両側検定をおこなった。 
独立した 3 回以上の実験から得られたデータは、平均 ± 標準偏差（mean ± SD）に
より示されている。変異細胞の排除効率を統計処理するために、各条件につき 100 
以上の変異細胞を解析に使用した。免疫蛍光染色の蛍光強度を定量するため、150 以
上の変異細胞か 50 以上の隣接正常細胞をサンプルとして、ImageJ と CellProfiler を
用いて解析した。 
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3. 結果 
3.1. 正常細胞の RUNX2 は変異細胞の排除に必要である 
初めに、がん変異細胞を認識する正常上皮細胞側の受容体分子の探索を試みた。

哺乳類細胞競合現象において、変異細胞は正常細胞との共培養時に、正常細胞との
境界面に骨格形成因子Myosin-IIを集積させることで膜の張力を亢進させることが
報告されている 11。正常細胞は第一に、この変異細胞の膜の張力の亢進を認識する
と考えられるため、正常細胞側で張力変化に応答する転写因子が受容体分子を発
現誘導し、変異細胞に対する排除機構を惹起するのではないかと考えた。そこで、
周辺環境の硬さ変化に応答するメカノセンサーの一つである Runt-related 
transcription factor 2（RUNX2）に着目した。骨芽細胞において、周辺環境の硬さが
亢進すると RUNX2 の発現が促進されるとともに、転写活性能が亢進する 31,32。
RUNX2が正常細胞と変異細胞の共培養時に変異細胞の膜の張力亢進に応答するか
を解析するために、定量的リアルタイム PCR を用いて共培養時の遺伝子発現変化
を評価した。RUNX２は基底側の硬さの影響する可能性があったために、コラーゲ
ンゲル上に播種することで基底側の硬さの影響を排除した。その結果、正常細胞、
あるいは、RasV12 細胞の単独培養時と比較して、共培養依存的に Runx2 の mRNA
の発現が亢進した（図 3.1A）。さらに、正常細胞側の RUNX2 が細胞競合現象を
制御するかを調べるために、ノックダウン法と in vitro 細胞競合モデルを用いて変
異細胞の排除効率を調べた。Runx2 をノックダウンした正常細胞と RasV12 細胞を
共培養すると、コントロールと比較して変異細胞の排除効率が統計的有意に低下
した（図 3.1B-D）。したがって、正常細胞の RUNX2が細胞競合現象を正に制御
することが示唆された。 
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3.2. 正常細胞の RUNX2 は共培養特異的に AltR/LILRB3 の発現を誘導する 
（本節の RNA-sequencing 解析において、論文著者（鮎川）は解析サンプルの準

備を担当し、中山博士が解析をおこなった。） 
正常細胞で発現誘導された転写因子 RUNX2 が RasV12 細胞の排除を正に制御し

たことから、RUNX2 の下流で変異細胞を認識する受容体の発現が誘導されるので
はないかと予測した。そこで、正常細胞側の受容体を明らかにするために、正常上
皮細胞 MDCK 細胞に発現するタンパク質を RNA-sequencing 法を用いて網羅的に探
索した。Ras 変異細胞の排除を促進する分子として機能既知の EphA2-ephrinA が報
告されていたことから 16、新規分子を同定するために、MDCK 細胞に発現する遺伝
子の中から機能未知な遺伝子に着目したところ、Uniprot（https://www.uniprot.org/）
により膜貫通ドメインを持つ遺伝子は 241 遺伝子だった。この 241 遺伝子のうち、
ゲノム配列においてコーディング領域の上流 5000 bp の領域に RUNX2 の結合モチ
ーフ（5’-XGXGGX-3’）33 を有する遺伝子として 41 遺伝子が絞り込まれた。イヌ
MDCK 細胞とヒト HaCaT 細胞のどちらの細胞でも細胞競合現象が観察されること
から、イヌとヒトで分子メカニズムが保存されていると考えられる。そこで、41遺
伝子の中から、ensembl（https://asia.ensembl.org/index.html）におけるヒトのホモログ
遺伝子においても機能未知なタンパク質は LOC484306（Suboptimal Alteration 
Recognizing Protein: AltR と命名した。）と LOC606788 の 2 遺伝子であった（図
3.2A,B）。そこで、これら 2 遺伝子が共培養依存的に応答するかを調べるために、
mRNA の発現量変化を定量的リアルタイム PCR により解析した。LOC606788 は正
常細胞と RasV12 細胞の共培養条件においても発現量の変化は見られなかった。一
方で AltR は、正常細胞、あるいは、RasV12 細胞の単独培養時と比較すると、共培
養時に mRNA の発現量が統計的有意に増加した（図 3.2C）。したがって、正常細
胞側の受容体分子として Canis AltR とヒトのホモログ遺伝子である LILRB3 に着目
した。 
ヒトのホモログ遺伝子である LILRB3も共培養特異的に発現誘導されるのかを調

べるために、ヒト HaCaT 細胞を用いて定量的リアルタイム PCRにより mRNA の発
現変化を解析した。その結果、Canis AltRと同様に、LILRB3 は共培養特異的に mRNA
の発現量が増加した（図 3.2D）。さらに、実際に RUNX2が LILRB3 の発現を制御
するかを定量的リアルタイム PCRにより解析した。AltRと同様に、LILRB3 はプロ
モータ領域に RUNX2 の結合モチーフの配列を有していたため、正常細胞側で
RUNX2をノックダウンし、共培養依存的な mRNA の発現変化を調べた。その結果、
共培養特異的に誘導される LILRB3 の発現は、RUNX2 のノックダウンによって単独
培養時と同程度まで抑制された（図 3.2E）。加えて、免疫蛍光染色により細胞膜に
おける LILRB3 の局在を観察すると、単独培養時にはほとんど発現が見られなかっ
たが、共培養時に RasV12 細胞に隣接する正常細胞の境界面に puncta を形成する様
子が観察された（図 3.2F-H）。また、HaCaT-LILRB3 KO 細胞を用いた場合には正
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常–RasV12 細胞境界面における puncta が検出されなかったことから、この境界面に
おける puncta は LILRB3 由来である（図 3.2H）。このことから、AltR は変異細胞
との相互作用依存的に正常細胞側で RUNX2 を介して発現誘導されることが示唆さ
れた。 
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3.3. 正常細胞の AltR/LILRB3 は変異細胞の排除に必要である 
最後に、正常細胞の AltRが細胞競合現象を制御するかを in vitro 細胞競合モデル

を用いて解析した。正常 MDCK 細胞において AltRを遺伝子欠損すると、野生型細
胞と比較して RasV12 細胞の排除効率が統計的有意に低下した（図 3.3A-C）。
CRISPR/Cas9 システムによって遺伝子編集された MDCK-AltR KO 細胞の AltRのゲ
ノム配列を図 3.3Cに示す。さらに、レスキュー実験のために MDCK-AltR KO 細胞
に対して AltR-V5-mCherry（図 3.3D）を恒常的に過剰発現させたところ、ウェスタ
ンブロットと蛍光免疫染色によって AltR のタンパク質レベルでの発現が確認され
た（図 3.3E,F）。この MDCK-AltR KO-AltR OE 細胞を用いたレスキュー実験では、
排除効率が野生型と同程度まで回復した（図 3.3A,B）。一方、正常 HaCaT 細胞で
LILRB3 を遺伝子欠損すると変異細胞の排除効率が低下したが、ファミリータンパ
ク質の中で最も相同性の高い LILRB5 を遺伝子欠損した場合には排除効率に有意な
差は見られなかった（図 3.3G-L）。AltRと LILRB3/5 の相同性を図 3.3I、CRISPR/Cas9
システムによって遺伝子編集された MDCK-LILRB3/5 KO 細胞のゲノム配列を図
3.3J,K に示す。また、ウェスタンブロットによって HaCaT-LILRB3 KO 細胞におけ
る LILRB3 のタンパク質レベルでの欠損が確認された（図 3.3L）。加えて、HaCaT-
RasV12-LILRB3 KO細胞の排除効率は HaCaT-RasV12-WT細胞と同程度であった（図
3.3M,N）。したがって、正常細胞の AltR/LILRB3 が変異細胞の排除に必要であるこ
とが分かった。以上の結果から、正常細胞側で RUNX2 を介して発現誘導される
AltR/LILRB3 が変異細胞の排除を促進することが示唆された。 
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3.4. 変異細胞の MHC-Iは apical extrusionに必要である 
続いて、細胞競合を引き起こす AltR/LILRB3 の変異細胞側のリガンド分子を探索

した。ヒトの LILRB1/2 とマウスホモログ遺伝子の PirB は MHC-I と相互作用する
ことが報告されている 34ことから、AltR/LILRB3 のリガンド分子として MHC-Iに着
目した。がん細胞では T細胞からの免疫応答に対する防御機構である免疫回避機構
として MHC-Iの発現は抑制されている 41一方で、前がん状態においては RasV12 が
MHC-I の発現を亢進させることが近年報告されている 42,43。実際に、正常細胞に
RasV12 を過剰発現させた RasV12 細胞でのヒト MHC-I である HLA-A、HLA-B、
HLA-Cの発現量を調べたところ、HLA-Aと HLA-Cは mRNA 量の有意な変化は見ら
れなかったが、HLA-Bは RasV12 の発現依存的に mRNA の発現量が統計的有意に増
加した（図 3.4A）。加えて、細胞膜透過処理をおこなわないことで免疫蛍光染色に
より細胞膜上のタンパク質の発現量を解析したところ、mRNA の発現変化と同様に、
HLA-Bのみ RasV12 の発現依存的に細胞膜上での発現が亢進した（図 3.4B,C）。  
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そこで、変異細胞の HLA-B が変異細胞の排除を制御するかを CRISPR/Cas9 によ

る遺伝子欠損技術と in vitro 細胞競合モデルを組み合わせて解析した。HLA-A、HLA-
Bと HLA-Cは相同性が 95%以上であることから、3遺伝子の遺伝子欠損細胞 HaCaT 
RasV12-HLA triple knockout (HLA tKO)細胞を樹立した。野生型 RasV12 （RasV12-
wildtype（-WT）） 細胞の変異細胞の排除効率は 40%であったのに対し、RasV12-
HLA tKO 細胞の排除効率は 5%程度まで強く抑制された（図 3.5A-D）。イヌには 4
つの MHC-I が存在し、HLA-A/B/C に相当する古典的 MHC-I である DLA88 と非古
典的 MHC-Iである DLA12、DLA64、DLA79に分類される。MDCK 細胞に発現する
MHC-Iを逆転写 PCR法により確認すると、DLA79 以外の 3種類の DLA が発現して
いた（図 3.5E）。腎臓上皮細胞である MDCK 細胞を用いた in vitro 細胞競合モデル
を用いて同様に解析した結果、HLA-A/-B/-Cに相当する MHC-Ia（DLA88）を変異細
胞側で遺伝子欠損すると変異細胞の排除が強く抑制されたのに対し、MHC-Ib
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（DLA12、DLA64）を遺伝子欠損しても変異細胞の排除効率は抑制されなかった（図
3.5F-J）。加えて、HaCaT-RasV12-HLA tKO 細胞や MDCK RasV12-DLA88 KO 細胞
は、細胞層から抜け出さないだけでなく、細胞層の下に潜り込む protrusion を示し
た（図 3.5A,F）。これは、変異細胞の排除を正に制御する因子を欠損した際の特徴
的な細胞表現型である。この protrusion のフェノタイプは HaCaT RasV12-HLA tKO
細胞や MDCK RasV12-DLA88 KO 細胞を単独培養した際には観察されなかったこと
から、共培養特異的な細胞表現型、すなわち、RasV12-MHC-Ia KO 細胞が正常細胞
と相互作用したことにより生じた細胞表現型であると考えられる。以上の結果から、
変異細胞で RasV12 の発現依存的に発現上昇する MHC-Ia が変異細胞の排除に必要
であることが示唆された。 
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3.5. 正常細胞の AltR は変異細胞の MHC-Iと直接相互作用する 
発現誘導された正常細胞の LILRB3 は変異細胞との境界面の細胞膜に発現するこ

とから、変異細胞の HLA-Bと細胞間相互作用する可能性が考えらえたため、共培養
時の正常細胞の LILRB3 と変異細胞の HLA-Bの局在を免疫蛍光染色により調べた。
LILRBファミリータンパク質は同一細胞内の MHC-Iと cis結合することが報告され
ている 46ことから、LILRB3 と HLA-Bの同一細胞内での結合の可能性を排除するた
めに、HaCaT RasV12-LILRB3 KO 細胞と正常 HaCaT-HLA tKO 細胞を共培養した（図
3.6A）。それぞれの細胞を culture-insertのウェル内に播種し、単層を形成させたの
ちに culture-insert を外した。正常細胞と RasV12 細胞が接して境界を形成した後に
ドキシサイクリンで 12時間刺激し、細胞を固定化し染色した。正常細胞と RasV12
細胞の境界面において、HLA-Bと LILRB3 の蛍光が観察され、その一部は共局在を
示した（図 3.6B-E）。続いて、細胞境界面で共局在を示した LILRB3 と HLA-B が
実際に結合しているか明らかにするために、同様の細胞の組み合わせを用いて共免
疫沈降法を用いて解析した。上述と同様の組み合わせの二種類の細胞を共培養し、
単層形成後にドキシサイクリンで 12 時間刺激した細胞を回収した。細胞ライセー
トを抗 HLA-B 抗体を用いて免疫沈降した結果、共沈降した LILRB3 が検出された
（図 3.6F）。加えて、過剰発現系を用いて、イヌの DLA88 と AltRの結合を確認し
た。pTRE3G-HA-DLA88 と pTRE3G-ss-Myc-AltR をそれぞれ過剰発現させた HaCaT
細胞を共培養し、ドキシサイクリン刺激により各タンパク質の発現を誘導してから
12時間後に細胞を回収した。細胞ライセートに対して抗 HA 抗体を用いて免疫沈降
し、共沈降した Myc 融合タンパク質を抗 Myc 抗体により検出した。その結果、HA-
DLA88 と結合した Myc-AltRが検出された（図 3.6G）。以上の結果から、正常細胞
の AltR/LILRB3 と RasV12 細胞の MHC-I（DLA88/HLA-B）が細胞間で直接結合する
ことが示された。 
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さらに、詳細な結合領域を明らかにするために、類似タンパク質の結晶構造解析
に着目して結合ドメインの同定を試みた。LILRB3 と MHC-I の結合様式を VapRoS
（https://pford.info/vapros/）の相互作用予測ツールを用いて解析した結果、LILRB3 は
HLA-Gと結合することが予測された。さらに詳細な予測解析により、LILRB3 の細
胞外ドメインの D1 ドメインの RLHKEGSP 配列と HLA-G の細胞外の3 ドメイン
の PLSDHEAT 配列が結合領域であることが示唆された。実際に、LILRB3 の
RLHKEGSP配列と 75.0%の相同性を有する配列が AltRの D1ドメイン（VLYKDGYP）
に存在した。また、MHC-Iについては、HLA-Gの PLSDHEAT 配列と相同性の高い
配列が HLA-A（PISDHEAT）、HLA-B（PISDHEA）、HLA-C（PLSDHEAT）、DLA88
（PISDHEVT）でそれぞれ見つかった（図 3.6H）。そこでそれぞれのリコンビナン
トタンパク質を精製し、pull-downアッセイをおこなった。DLA88 3-Flagリコンビ
ナントタンパク質（rec. MHC-I 3）と AltR D1/2-HA リコンビナントタンパク質
（rec.AltR D1/2）の混合物に対して抗 HA 抗体を用いて免疫沈降し、抗 Flag抗体を
用いて共沈降した Flag 融合タンパク質を検出した。その結果、rec. MHC-I 3 と
rec.AltR D1/2 が直接結合することが示された。一方で、rec. MHC-I 3において AltR
との相互作用領域である 8アミノ酸配列（PISDHEVT）を欠損させる（rec.MHC-I 3-
8mer）と、rec.AltR D1/2 との結合が抑制された（図 3.6I）。以上の結果から、AltR
と MHC-Iはそれぞれ、D1ドメインと3ドメインを介して細胞間相互作用すること
が明らかになった。  
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3.6. 変異細胞の MHC-Iは正常細胞の AltRに認識されて apical extrusionを誘導す
る 
 これまでの結果から、正常細胞の AltR/LILRB3 と変異細胞の MHC-I が変異細胞
の排除に必要であることが示唆されたため、次に、どちらがリガンドとして機能し
て変異細胞の排除を制御するのか、そのシグナル伝達経路の解明を目指した。 
 まず、AltR と MHC-I のシグナルの上下関係を明らかにするために、結合領域の
細胞外ドメインのリコンビナントタンパク質を共培養条件下の培地に添加し、変細
胞排除への影響を調べた。in vitro 細胞競合モデルにおいて、細胞を播種し単層が形
成された後に、ドキシサイクリン刺激と同時にリコンビナントタンパク質を培地に
添加し、24時間（MDCK 細胞）または 16時間（HaCaT 細胞）後の変異細胞の排除
効率を評価した。使用したリコンビナントタンパク質は、DLA88の細胞外ドメイン
である1/2ドメイン（rec.MHC-I 1/2）と3ドメイン（rec.MHC-I 3）、AltRの細
胞外ドメインである D1/2 ドメイン（rec.AltR D1/2）と D3/4 ドメイン（rec.AltR D3/4）
である（図 3.7A）。MDCK 細胞に対する rec.MHC-I 1/2処理は MDCK RasV12 細
胞の排除に影響しなかったが、rec.MHC-I 3は濃度依存的に排除効率を亢進させた
（図 3.7B）。同様に、HaCaT 細胞に対する rec.MHC-I 3処理は HaCaT RasV12 細
胞の排除を促進させたが、AltR との結合領域を欠損させた rec.MHC-I 3-8mer は
排除に影響しなかった（図 3.7C）。一方で、MDCK 細胞に対する rec.AltR D1/2 処
理は濃度依存的に MDCK RasV12 細胞の排除を抑制したが、rec.AltR D3/4 処理は排
除効率に有意な変化が見られなかった（図 3.7D）。また、DLA88の結合領域（3-
8mer）と AltR/LILRB3 の結合領域（AltR/LILRB3-8mer）の合成ペプチドを作製し、
変異細胞の排除に対する各結合領域の十分性を評価した。その結果、3-8mer 処理
は HaCaT RasV12 細胞の排除を促進した一方で、AltR-8mer 処理と LILRB3-8mer 処
理は排除を抑制した（図 3.7E）。以上の結果から、rec.MHC-I 3がリガンドとして
機能することで変異細胞の排除を促進した一方で、rec.AltR D1/2 は正常細胞上の
AltR/LILRB3 に対するデコイとして機能することで変異細胞の排除を抑制したと考
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えられる。したがって、MHC-I 3がリガンドとして機能し、AltR D1/2 が受容体と
して MHC-I 3を認識することで変異細胞が排除されるが示唆された。 

 
3.7. MHC-I によって刺激された AltR は SHP2-ROCK2 経路を介して Filamin を集
積させる 
 続いて、変異細胞の排除を惹起する AltR/LILRB3 の下流シグナルについて解析し
た。LILRB3 のファミリータンパク質である LILRB1/2 はリガンドと結合すると、細
胞内ドメインである ITIM ドメインのチロシン残基がリン酸化を受け、そのリン酸
化 ITIM ドメインに SHP1/2 をリクルートすることでさらに下流にシグナルを伝達
する 47,48。AltR/LILRB3 も細胞内に 4 つの ITIM ドメインを有していることから、
MHC-I a3と結合した AltR/LILRB3は ITIMドメインのリン酸化を介して下流シグナ
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ルを惹起すると予想された。そこで、MHC-Iが AltR/LILRB3 のリン酸化を誘導する
かを調べるために、免疫沈降法とウェスタンブロッティングを用いて解析した。は
じめに、共培養条件下において正常細胞の AltR がリン酸化されるか、MDCK-AltR 
KO-V5OE 細胞を用いて評価した。MDCK-AltR KO-V5OE 細胞を単独培養、あるい
は、MDCK RasV12 細胞と 1:1 の割合で共培養し、ドキシサイクリン刺激から 4 時
間後の細胞を回収した。回収した細胞ライセートに対して抗リン酸化チロシン抗体
を用いて免疫沈降し、抗 V5抗体を用いてリン酸化 V5融合タンパク質を検出した。
共培養条件下において、ドキシサイクリン刺激前はわずかに正常細胞の V5-AltRは
リン酸化されており、ドキシサイクリン刺激により RasV12の発現を誘導すると V5-
AltRのリン酸化レベルが亢進した（図 3.8A）。さらに内在性の LILRB3 のリン酸化
を評価するために、HaCaT 細胞と HaCaT RasV12細胞を共培養すると、それぞれの
細胞の単独培養と比較して LILRB3 のリン酸化レベルが亢進した（図 3.8B）。この
ことから、正常細胞の AltR は共培養特異的にリン酸化が亢進することが示唆され
た。さらに、AltR のリン酸化に対する変異細胞の MHC-I の影響を調べるために、
MDCK RasV12-DLA88 KO 細胞を MDCK-AltR KO-V5OE 細胞と共培養することで、
AltR のリン酸化レベルの変化を評価した。MDCK RasV12-WT 細胞と共培養すると
RasV12 の発現依存的に V5-AltR のリン酸化レベルが亢進した一方で、MDCK 
RasV12-DLA88 KO細胞と共培養すると RasV12の発現依存的なリン酸化レベルの亢
進は抑制された（図 3.8C）。したがって、変異細胞の DLA88 依存的に正常細胞の
AltRがリン酸化されることが示された。 
次に、活性化した AltR/LILRB がどのようにして正常細胞の排除能を惹起するの

か、そのシグナル伝達経路の解明を目指した。リン酸化された ITIM ドメインは、
SHP1/2 をリクルートし、活性化させる 48。活性化した SHP2 は ROCK2 の脱リン酸
化を介して完全な活性化フォームに構造変化させることで、Vimentin のリン酸化を
亢進することが報告されている 38。加えて、哺乳類細胞競合現象では、正常細胞に
おいて Rho/ROCK 経路が Vimentin のリン酸化と Filamin の集積を促進することで、
変異細胞排除の物理的なモーメントを生み出す 22。これらの報告から、リン酸化さ
れた AltR/LILRB3 は SHP2 との結合を介して ROCK2 を活性化し、変異細胞との境
界面に Filamin を集積させることで、最終的に変異細胞を押し出しているのではな
いかと予想した。 
はじめに、MHC-Iにより刺激された LILRB3 に SHP2が結合するかを共免疫沈降

法により解析した。正常細胞における LILRB3 と SHP2 の結合を検出するために、
HaCaT RasV12-LILRB3 KO 細胞を用いることで、RasV12 細胞における LILRB3 と
SHP2 の結合の可能性を排除した。HaCaT-WT細胞と HaCaT RasV12-LILRB3 KO 細
胞を共培養し、単層形成後にドキシサイクリン刺激と同時に、培地に GST あるいは
rec.MHC-I 3 を処理した。刺激後 12 時間の細胞を回収し、細胞ライセートに対し
て抗 SHP2 抗体を用いて免疫沈降した。抗 LILRB3 抗体を用いて SHP2 と結合した
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LILRB3 を検出したところ、コントロールである GST 処理ではわずかな結合が検出
された。さらに、rec.MHC-I 3を添加すると SHP2 に結合する LILRB3 の量が増加
した（図 3.8D）。したがって、rec.MHC-I 3依存的に正常細胞での LILRB3 と SHP2
の結合が亢進することが示唆された。 
続いて、SHP2 が ROCK2を介して Filamin の集積を制御するかを検証した。正常

細胞あるいは HaCaT-SHP2 OE細胞を RasV12細胞と共培養し、単層形成後にドキシ
サイクリン刺激と同時に ROCK2特異的阻害剤（Eril）49を処理し、10時間後の細胞
を染色した。共培養条件下では、RasV12 細胞と隣接した正常細胞の一部の細胞にお
いて境界面に Filamin が集積したが、Eril処理により Filamin の集積が統計的有意に
抑制された。一方、正常細胞で SHP2 を過剰発現させると、RasV12細胞に隣接した
多くの細胞において境界面における Filamin の集積が確認されたが、Eril 処理によ
り WT細胞に対する処理と同程度まで集積が抑制された（図 3.8E,F）。以上の結果
から、共培養条件において正常細胞の SHP2は ROCK2を介して Filamin の集積を促
進することが示唆された。 
 最後に、この SHP2-ROCK2-Filamin 経路が変異細胞の排除を促進するかを検証し
た。はじめに、in vitro 細胞競合モデルにおいてドキシサイクリン刺激と同時にチロ
シン脱リン酸化酵素阻害剤 Na3VO4、SHP2特異的阻害剤である SHP09950、あるいは
ROCK 阻害剤である Y-27632を処理し、変異細胞の排除効率を評価した。コントロ
ールである DMSO 処理と比較すると、いずれの阻害剤の処理も変異細胞の排除効率
を 30%程度まで統計的有意に減少させた（図 3.8G）。さらに、正常細胞内の SHP2-
ROCK2 経路が変異細胞の排除に影響するかを検証するために、HaCaT SHP2 OE 細
胞を用いて解析した。野生型細胞の共培養条件下に Erilを処理すると、ROCK 阻害
剤と同程度に RasV12 細胞の排除が統計的有意に抑制された。一方で、正常細胞で
SHP2 を過剰発現させると変異細胞の排除効率が増加したが、Eril処理により野生型
細胞への処理時と同程度まで排除が抑制された（図 3.8H）。したがって、正常細胞
の SHP2 は ROCK2 を介して変異細胞の排除を促進することが示唆された。以上の
結果から、MHC-I により刺激された正常細胞の AltR/LILRB3 は SHP2-ROCK2 経路
を介して Filamin の集積を誘導することで変異細胞を排除することが示唆された。 
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3.8. MHC-Iと AltR を介した変異細胞の排除機構は nodule 形成を抑制する 
（当該 in vivo 実験において、論文著者（鮎川）は主として rec.MHC-I 3の作製を担
当し、丸山准教授および鴨下助手が in vivo Urethane-carcinogenesis assay をおこなっ
た。） 
細胞競合現象は、がん変異細胞を排除することで発がんを抑制している可能性が

示唆されている 25,51。そこで、この MHC-I と AltR の相互作用を介した変異細胞の
排除機構が発がんを抑制できるのかを明らかにするために、肺において Ras変異を
誘導することで発がんを誘発するウレタン発がんモデル 52,53を用いてMHC-IとAltR
の発がんへの影響を検証した。初めに、イヌとマウスで MHC-I と AltR による排除
機構が保存されているかを調べた。Canis AltRがマウスの MHC-Iと相互作用できる
かを明らかにするために、マウスマクロファージ Raw264 細胞のライセートと
rec.AltR D1/2 を混合し、混合物に対してグルタチオンビーズを用いてプルダウンし
た。抗マウス MHC-Ia 抗体を用いて GST 融合タンパク質に結合したマウス MHC-Ia
を検出した結果、rec.AltR D1/2 がマウス MHC-Ia と相互作用することが示唆された
（図 3.9A）。加えて、NMuMG細胞を NMuMG RasV12 細胞と共培養すると、NMuMG 
RasV12 細胞との境界面に AltR のマウスホモログ遺伝子である PirB の集積が確認
された（図 3.9B）。以上の結果から、イヌの DLA88–AltRの排除機構がマウスにお
いても MHC-Ia–PirBとして保存されている可能性が示唆された。そこで、rec.MHC-
I 3、rec.AltR D1/2 が発がんに与える影響について評価するために、ウレタン処理
マウスに対して rec.MHC-I 3 や rec.AltR D1/2 を投与し、nodule 形成能を解析した
（図 3.9C）。ウレタン処理から 7週間後に肺を回収・観察し、凍結切片を作製した。
肺の外観および HE 染色を基に、それぞれの条件群における細胞が密集した前がん
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病変である nodule の数をカウントした。GST 処理群では平均して 7個程度の nodule
が観察されたのに対して、rec.MHC-I 3処理群の肺では平均して 3個程度の nodule
が観察された。一方で、rec.AltR D1/2 処理群の肺では、nodule の数は平均 18個と著
しく増加していることが観察された（図 3.9D,E）。すなわち、ウレタン処理による
nodule 形成は、rec.MHC-I 3処理により抑制されたのに対し、rec.AltR D1/2 処理に
より促進された。また、ウレタン処理により、マウスの肺では Ras の G12V (codon 
12) あるいは Q61L/R (codon 61) 変異が最初に生じると報告されている 52。これら
nodule の KRasの変異をダイレクト・シーケンシング法により解析したところ、90%
以上の nodule で codon 12 か codon 61 に変異が検出された（図 3.9F）。これまで
RasQ61L 変異が細胞競合により排除されるか検討されていなかったので、RasQ61L
変異細胞が上皮層から排除されるかを in vitro 細胞競合モデルを用いて解析した。
その結果、RasG12V 変異細胞と同様に、40%程度の RasQ61L 変異細胞が上皮層から
排除されることが確認された （図 3.9G,H）。以上の結果から、MHC-Iと AltRを介
した変異細胞の排除により nodule 形成が抑制されている可能性が示唆された。  
続いて、rec.MHC-I 3が AltRを介して nodule 形成を抑制しているのかを明らか

にするために、AAV によって AltRのマウスホモログ遺伝子である PirBをノックダ
ウンしたマウスを用いて nodule 形成能を評価した。GST 投与群では平均して約 7個
の nodule が観察されたが、PirB のノックダウンによって nodule 形成が促進した。
さらに、排除を促進する rec.MHC-I 3 を処理しても nodule 形成は促進されたまま
であった（図 3.9I,J）。以上の結果から、PirBを介して MHC-Iによって刺激された
正常細胞が変異細胞を排除することで、発がんを抑制することが示唆された。 
  



 45 

 

 
 



 46 

 
  



 47 

4. 考察 
4.1. 本研究のまとめ 
これまで哺乳類細胞競合における、正常上皮細胞と変異細胞の細胞間相互作用の

分子メカニズムの実態は明らかになっていなかったが、本研究により正常細胞の
AltR が RasV12 細胞で発現上昇した MHC-I を認識することで変異細胞排除機構が
惹起されることが明らかになった。正常細胞層中にがん変異細胞が生じると、初め
に膜の張力変化を介した物理的相互作用により変異細胞を認識した正常細胞は、変
異細胞の排除能を惹起できる priming 状態になる。priming 状態になった正常細胞は
変異細胞との細胞間シグナルという化学的相互用を介して変異細胞の排除能を惹
起し、最終的に頂端側、すなわち管腔側へと変異細胞を排除する。哺乳類細胞競合
において、変異細胞が膜の張力を亢進させるという物理的相互作用については解明
が進められてきたが、細胞間相互作用を担う分子メカニズムについては明らかにな
っていなかった。本研究は、 
1. 変異細胞の膜の張力変化に応答して、正常細胞で RUNX2が AltR/LILRB3 の発現
を誘導すること 
2. 正常細胞の AltR/LILRB3 が変異細胞の MHC-Iと相互作用すること 
3. MHC-Iに刺激された AltR/LILRB3 が変異細胞排除機構を惹起すること 
4. MHC-I と AltR の相互作用に基づいたリコンビナントタンパク質の処理により、
化学発がんモデルにおいて nodule 形成が制御できること 
を示した（図 4.1）。これまでショウジョウバエの眼成虫原基やヒトがん細胞にお
いて、膜タンパク質を介した細胞間相互作用が排除される細胞に対して働きかけ、
シグナルを伝達することが報告されているが、本研究は細胞間相互作用の結果正常
細胞の排除能が惹起されることを示しており、既報とは全くことなる新規の機構で
ある。 
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4.2. 上皮細胞と免疫細胞による MHC-I認識 
MHC-Iは、従来の免疫応答だけでなく上皮細胞の細胞防御機構を惹起する。上皮

細胞による異常細胞の攻撃は、AltR による MHC-I の認識を起点として誘導される
ため、免疫応答に類似した機構であると考えられるが、その認識機構の詳細は獲得
免疫系の T細胞による認識と自然免疫系の Natural killer（NK）細胞による認識のど
ちらとも異なる現象である。獲得免疫系において、T細胞の TCRは異常細胞の MHC-
I とそこに提示された抗原ペプチドを認識する。がん細胞の場合、腫瘍特異的抗原
（TSA）や腫瘍関連抗原（TAA）が MHC-Iに提示される 54。一方で、上皮細胞の AltR
はMHC-Iの細胞外ドメインのうち、抗原提示部位ではない3ドメインを認識する。
つまり、上皮細胞はがん変異細胞の MHC-I に提示された抗原ではなく、MHC-I の
発現量を認識する。したがって、上皮細胞による排除機構は、MHC-Iと抗原の認識
によって誘導される獲得免疫系よりも、MHC-Iの発現変化の認識によって誘導され
る自然免疫系に類似した機構であると考えられる。 
がん細胞には古典的 MHC-Ia の発現を抑制することで、T 細胞からの攻撃を回避

する「免疫回避機構」が備わっている 41。例えば、MHC-I関連遺伝子への遺伝子変
異や MHC-Iの転写因子の抑制などによって、がん細胞の細胞表面では MHC-Ia の発
現が低下している。その結果、T 細胞による攻撃（獲得免疫）から免れている。し
かしながら、MHC-Ia の発現量は NK 細胞によって監視されており、MHC-Ia の発現
が低いがん細胞は異常細胞として認識される 55。 NK 細胞の Killer Cell 
Immunoglobulin-like Receptor（KIR）を始めとした免疫抑制性の MHC-I受容体は、細
胞障害性の応答を抑制するシグナルを誘導する。MHC-Ia の発現が低い場合、免疫
抑制性の MHC-I受容体が活性化されず、NK 細胞による攻撃が誘導される 56。すな
わち、免疫回避のために MHC-Ia の発現が低下したがん細胞は、NK 細胞によって
攻撃される。一方で、がん変異細胞ではがん遺伝子 RasV12 の発現依存的に MHC-I
の発現が上昇しており、上皮細胞はこの MHC-I の発現上昇を認識する。したがっ
て、上皮細胞の細胞防御機構は MHC-I の発現低下を認識する自然免疫系とも異な
る機構である。以上をまとめると、上皮細胞の排除機構は MHC-Iを起点とする点に
おいてがん免疫応答と類似しているが、MHC-Iの認識パターンの観点からは自然免
疫とも獲得免疫とも異なる機構である（図 4.2）。 
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4.3. AltR の上流シグナル 
 上皮細胞層中に生じた変異細胞は、骨格形成因子を集積させることで膜の張力を
亢進させる。隣接する正常細胞はこの膜の張力変化を認識し、RUNX2 を介して AltR
の発現を誘導すると考えられる。本研究では、正常細胞の RUNX2 が共培養特異的
に AltRの発現を誘導することを示したが、実際に RUNX2 が変異細胞の膜の張力変
化に応答しているか、また、その張力変化を認識する分子は何であるかは不明であ
る。骨芽細胞などにおいて、RUNX2 は周辺環境の硬さ依存的に活性化し、その下流
遺伝子の発現を誘導する。実際に硬さ変化を認識する分子としてインテグリンや
TGFRが基底膜の硬さ変化や shear stress に応答して、MEK–ERK 経路を活性化させ
ることで、RUNX2 のリン酸化と核内移行が促進され、RUNX2 の転写活性能が亢進
する 57,58。我々は、AltR は共培養条件下だけでなく、基底側の硬さを亢進させると
発現が亢進されることを見出している。したがって、報告されているメカノセンサ
ーと類似した機構で隣接する変異細胞の膜の張力変化を認識した正常細胞は
RUNX2 を介して AltRの発現を誘導すると考えられる。隣接細胞の硬さ変化を認識
する側方メカノセンサーに関しては、今後さらなる解析が必要である。 
 
4.4. AltR の下流シグナル 
本研究で示した変異細胞と正常細胞の相互作用の中心分子である rec.MHC-I a3は

in vitro 細胞競合において変異細胞の排除を促進した。これは、rec.MHC-I a3を処理
することにより MHC-I–AltR のシグナルを増強させることで排除能がより促進され
たと考えられる。しかしながら興味深いことに、rec.MHC-I 3処理は野生型変異細
胞だけでなく、MHC-I-KO 変異細胞の排除も促進した。すなわち、MHC-Iと AltRの
相互作用が存在していないにも関わらず rec.MHC-I 3 は変異細胞の排除を促進し
たことから、正常細胞は押し出しの方向性を決定する認識機構として、MHC-Iを介
さない相互作用機構を持っていることが示唆される。この押し出しの方向性を決定
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させる相互作用の一つとして、変異細胞における MyosinIIの集積による膜の張力変
化を介した物理的相互作用が関与していると考えられる。したがって、AltRは排除
機構を惹起した後に、張力変化を認識した方向に基づいて押し出しの方向を決定す
し、最終的に変異細胞との境界面に変異細胞排除の物理的モーメントを生み出す
Filamin を集積させると予想される。 

Filamin は変異細胞に隣接する一部の正常細胞においてのみ境界面に集積した。一
方、正常細胞で SHP2 を過剰発現させると隣接する正常細胞のほとんどの細胞にお
いて Filamin の集積が確認された。これらの結果から、Filamin を集積させるために
は MHC-I–AltR シグナル強度にある一定の閾値が存在すると予想される。野生型細
胞の場合は一部の細胞のみにおいて、閾値以上のシグナルが流れたのに対し、SHP2
過剰発現によりシグナル強度を増強することでより多くの細胞で閾値以上のシグ
ナルが流れ、Filamin が集積したのだろう。HLA-B は細胞自律的に、細胞膜全体で
発現を亢進させるため、Filamin 集積の閾値は正常細胞側で決まると考えられる。今
後は、Filamin 集積の方向性を決めるメカニズムと Filamin 集積を調整するメカニズ
ムについて検討していきたい。 
 
4.5. 他の細胞競合に対する MHC-I-AltR の相互作用機構 
本研究では RasV12 細胞を用いて、RasV12 依存的に発現が亢進する MHC-I と膜

の張力変化により発現誘導される AltRの細胞間相互作用を示したが、RasV12 以外
の変異細胞に対する細胞競合現象でも同様に、MHC-I-AltR の相互作用に基づいた
メカニズムが保存されているかは不明である。しかしながら、MHC-Iは多様な細胞
に発現しているタンパク質であることから、RasV12 以外の遺伝子変異が引き起こ
す細胞競合に関与する可能性が考えられる。実際に、哺乳類細胞競合を引き起こす
p53 や Myc、Src などの遺伝子変異も MHC-I の発現を制御することが報告されてい
る。例えば、ヒト T細胞において Src が MHC-Iをリン酸化し細胞膜上で安定化させ
ることで、細胞表面における MHC-Iの発現量を一定に保つ 59。また、ヒト肺上皮腺
がん細胞において p53 が MHC-I の細胞膜への輸送を制御する TAP1 の発現誘導を
介して MHC-I の細胞表面の発現を亢進する 60,61。したがって、Src 変異細胞や p53
変異細胞においても、がん変異依存的に MHC-I が発現亢進している可能性が考え
られ、Ras 変異細胞と同様に AltR-MHC-I の相互作用が変異細胞の排除を誘導する
かもしれない。今後、Src 変異細胞などの in vitro細胞競合モデルを用いて、変異細
胞の MHC-I と正常細胞の AltR の相互作用を介した変異細胞の排除機構が他のがん
遺伝子の細胞競合にも保存されているか検討する予定である。 
 
4.6. in vivo への効果 
 rec.MHC-I 3は、in vitro だけでなく、マウス肺においてもがん変異細胞の排除を
促進することで発がんを抑制することが示唆された。rec.MHC-I 3の効果の利点と
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しては、共培養条件下において rec.MHC-I 3は RasV12細胞のみの排除を促進する
ことから、正常細胞に対する細胞毒性は極めて低いと考えられる点である。実際に
は、上述してきたように MHC-Iは免疫系と強く結びついている分子であるため、固
体全体でみたときの副作用は今後検証する必要がある。また、rec.MHC-I 3処理に
より、発がんの過程において実際に変異細胞の排除が促進されたかは明らかになっ
ていない。今後は、化学発がんモデルにおいてより早期段階での Ras変異の蓄積と
nodule 形成の相関を比較するとともに、変異型 Rasをモザイク状に過剰発現させる
ことで発がんの初期段階を模した in vivo 細胞競合モデルを用いて肺において変異
細胞が rec.MHC-I 3 処理により排除されるのかを検討していきたい。しかしなが
ら、上皮細胞に備わっている生体防御機能を利用することでがんを予防するこの治
療法は、免疫細胞の抗腫瘍能を利用するがん免疫治療法の概念と類似した革新的な
治療法の確立に繋がると期待される。 
 
4.7. ヒト臨床データにおける MHC-I–AltR によるがん抑制の可能性 
臨床データから、皮膚、膵臓または腎臓がんの患者において MHC-Ia の一つである
HLA-B が高発現すると、それらの患者の予後が改善することが示されている（図
4.3A）。さらに、皮膚メラノーマの発がん初期段階において HLA-B が高発現した
群では、多段階発がん機構において初期に変異が生じるとされている NRas、BRaf
や CDKN2A において一検体あたりのがん変異の蓄積数が少ない、すなわち、変異が
生じにくい傾向にあった（図 4.3B,C）。これらの臨床データから、高発現した HLA-
B が発がんの初期段階において遺伝子変異の蓄積を抑制した結果、がん患者の予後
が改善した可能性が考えられる。すなわち、発がんの初期段階である超早期がん状
態においてがん変異細胞が排除されることで、遺伝子変異の蓄積が少なくなるでは
ないかと予想される。しかしながら、腫瘍組織中には正常細胞とがん細胞が混在し
ており、HLA-Bがどちら側の細胞に発現しているかは不明である。今後は、ヒト臨
床検体に対して免疫染色や in situ hybridization などを用いて HLA-Bと LILRB3 の局
在を解析し、正常細胞において LILRB3、がん細胞において HLA-Bが高発現するの
か確認する必要がある。さらに、ヒトオルガノイドを用いて組織中においても
rec.MHC-I 3ががん変異細胞の排除を促進するのかを検証するために、ヒトオルガ
ノイドなどを用いたさらなる解析が求められる。 
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4.8. まとめ 
以上の結果より、上皮細胞は AltR による MHC-I の認識を介して変異細胞を排除

するという新規の生体防御機構を有することがわかってきた。加えて、AltRと相互
作用する MHC-I の細胞外ドメインのリコンビナントタンパク質は、in vitro 細胞競
合モデルにおいて変異細胞の排除を促進させるだけでなく、マウス化学発がんモデ
ルにおいて nodule の形成を抑制した。したがって、MHC-Iのリコンビナントタンパ
ク質を用いてこの MHC-I-AltR の相互作用を増強させることで発がんを抑制できる
可能性が示唆された。  
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