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研究成果の概要（和文）：嚢胞にHGFを添加すると糸状の突起構造が進展した。嚢胞でのFilGAPの発現をsiRNAで
抑制すると糸状突起の形成が促進し、FilGAPを過剰発現させると阻害された。FilGAPの疑似リン酸化型変異体
FilGAP(ST/D)を嚢胞で過剰発現させるとROCK阻害剤Y27632存在下でも糸状突起の形成が阻害された。嚢胞にHGF
を添加して形成された管腔にY27632を添加すると細胞が遊離し管腔構造が破壊された。ところがFilGAP(ST/D)は
Y27632存在下でも管腔構造を安定的に維持した。以上からFilGAPはリン酸化によって管腔構造の安定化に関与し
ていることが本研究から明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The cyst generates extension followed by cell chains and tubules in response
 to hepatocyte growth factor (HGF). The Rho GTPases play essential roles for tubulogenesis. FilGAP 
is highly expressed in kidney. Knock-down of FilGAP by siRNA increased the number of extensions in 
response to HGF, whereas over-expression of FilGAP decreased the number of the extensions. FilGAP is
 phosphorylated and activated in cells. Over-expression of phospho-mimic FilGAP (ST/D) mutant 
blocked formation of the membrane extensions induced by HGF in the presence of Y-27632. On the other
 hand, treatment of the tubules with Y27632 induced scattering of the cells, but FilGAP (ST/D) 
blocked cell scattering and promoted lumen formation. Moreover, FilGAP seems to stabilize cell-cell 
interaction through targeting E-cadherin at cell-cell junctions. Taken together, our study suggests 
that FilGAP may suppress formation of extensions whereas stabilize tubule formation.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
上皮管腔形成は、腎臓、肺、消化管など多くの器官の基本構造であり、その形成機構の解明はきわめて重要であ
る。本研究から、管腔形成におけるFilGAPの役割の一端が明らかになった。FilGAPは動物組織の中で腎臓に高濃
度に発現している。MDCK細胞も腎臓由来の細胞であり、本研究成果を腎臓の組織構築や様々な腎疾患のメカニズ
ムの解明に役立てることが期待できる。Rho GTPaseは、上皮管腔形成だけでなく、血管などの内皮管腔構造の形
成にも重要な働きをしている。本研究から得られた知見は、上皮、内皮を含めた管腔形成の理解に役立てること
ができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）上皮管腔組織は、腎臓、肺、消化管など様々な器官の構築に欠かせない組織である。上皮
管腔は、細胞外液性因子や、細胞外マトリックスとの接着による刺激を受けると、複雑な細胞内
情報伝達経路を介して形成されるが、その制御機構は不明な点が多い(1-3)。 
（２）これまでの研究で、管腔形成において Rhoファミリーsmall GTPaseが深く関わっている
ことが明らかになっている。特に、MDCK 細胞の管腔形成においては、RhoA とその下流因子
ミオシンのリン酸化と活性化が重要であることが分かっている。しかし、RhoAの下流でミオシ
ン以外の因子が管腔形成に関っているのか、Rac の活性が管腔形成にどのように関与している
かも不明であった(4-7)。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は small GTPase Racを特異的に不活化する因子 FilGAPが、動物細胞の上皮管腔形成を
いかに制御しているかを明らかにすることを目的とする。MDCK上皮細胞は、細胞外マトリッ
クス中で培養すると嚢胞を形成する。この嚢胞に肝細胞増殖因子 HGFを添加すると、内腔をも
った管腔が形成される。管腔形成には複数の small GTPase を介した複雑な細胞内情報伝達系
による細胞間接着、細胞運動、細胞極性の制御が必要であるが、分子機構の多くが不明である。
本研究では、FilGAPがいかに上皮管腔形成の制御に関与しているか分子レベルで明らかにする
ことを目的にしている。 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）細胞は、イヌ腎臓由来の上皮細胞 MDCK を用いた。MDCK 細胞をマトリゲル中で３次元培養
を行い嚢胞(cyst)を形成させた。できた嚢胞をコラーゲンゲル中に移し、HGF を添加させること
で、管腔形成を誘導させた。 
（２）FilGAP の機能を調べるために、siRNA で発現抑制をおこなった。また、FilGAP のリン酸
化の意義は、疑似リン酸化型変異体 FilGAP(ST/D)を発現させ ROCK キナーゼの特異的阻害剤
Y27632 を点火させ検討した。 
（３）細胞内での分子の局在は間接蛍光抗体法を用いた。細胞運動は、タイムラプス顕微鏡で観
察した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）FilGAP は HGF 添加による糸状突起の形成を抑制する。 
最初に、嚢胞形成における FilGAP の発現量の変動を調べた。マトリゲル中で MDCK 細胞を培養し
嚢胞を形成させると培養開始６日目には FilGAP の発現量が培養初日に比べておよそ１０倍まで
増加した。しかし、siRNA で FilGAP の発現を抑制しても正常な嚢胞が形成されたことから、嚢
胞の形成自体には FilGAP は必須ではないことが示唆された。 
 次に、管腔形成における FilGAP の役割を解析した。コラーゲン中で嚢胞に HGF を添加すると
24 時間でアクチン繊維に富んだ糸状の突起構造の進展が観察される。FilGAP の発現を siRNA で
抑制すると糸状突起の数と長さが時羽化した。このことから FilGAP は糸状突起の形成に抑制的
に機能していることが示唆された。 
 FilGAP は、細胞内でリン酸化されることで活性化される。また、Rho-ROCK の下流でリン酸化
されることがわかっている。そこで FilGAP のリン酸化が HGF 添加による糸状突起の形成に与え
る影響を調べた。野生型 FilGAP を過剰発現させると糸状突起の形成が抑制された。さらに疑似
リン酸化型変異体 FilGAP(ST/D)の方がより顕著に糸状突起の形成を阻害した。これから FilGAP
はリン酸化を介して糸状突起の形成を抑制していることが示唆された。 
 
（２）FilGAP は HGF 添加による細胞鎖の形成に必要である。 
 嚢胞に HGF 添加後 2 日ほどすると嚢胞から細胞鎖が形成される。FilGAP の発現を siRNA で抑
制すると細胞が嚢胞から遊離し細胞鎖の形成が阻害されることがわかった。同様に、嚢胞を
Y27632 で処理すると細胞鎖の形成が阻害された。これに対して疑似リン酸化型変異体
FilGAP(ST/D)を過剰発現させると Y27632 存在化でも細胞鎖を形成させることがわかった。以上
から、FilGAP は細胞鎖の形成に必須な因子であることが明らかになった。 
 
（３）HGF 添加による管腔形成における FilGAP の役割 
 嚢胞に HGF 添加後 3 日で管腔が形成される。疑似リン酸化型変異体 FilGAP(ST/D)を過剰発現
させるとコントロールに比べてより成熟した管腔が形成された。タイムラプス顕微鏡による観
察から FilGAP(ST/D)を発現した細胞は、コントロールより速い速度でより長く移動することが
明らかになった。 
 嚢胞に HGF 添加 2日後に Y27632 を加えると形成途中の管腔から細胞が遊離し管腔構造が崩壊



する。ところが FilGAP(ST/D)を過剰発現させると y 27632 を作用させても安定した管腔が維持
されることがわかった。以上から FilGAP は管腔構造の案的化に関与していることが示唆された。 
 
（４）FilGAP は Eカドヘリンを介して細胞間接着の安定化に関与している。 
 E カドヘリンは上皮細胞間の接着に重要な働きをしている。そこで、管腔形成における Eカド
ヘリンの局在が FilGAP によって制御されているかどうか検討した。E カドヘリンの細胞間接着
部での局在は、FilGAP(ST/D)の過剰発現で変化しなかった。しかし、ROCK 阻害剤 Y27632 を添加
するとコントロールでは E カドヘリンの細胞間接着部位での局在が減少したのに対して、
FilGAP(ST/D)過剰発現細胞では管腔先端部での細胞間接着部位での E カドヘリンの局在化が
Y27632 の影響を受けなかった。以上から FilGAP は E カドヘリンの細胞間接着部位での局在を介
して管腔構造の安定化に関与していることが示唆された。 
 
 本研究から、FilGAP は管腔形成の後期において細胞間接着の安定化の維持に働き、細胞運動
を制御していることが明らかになった。管腔形成ではミオシンモータータンパク質が重要な働
きをしていることがわかっているが、本研究から RacGAP 因子 FilGAP も重要な働きをしている
ことが明らかになった。 
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