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研究成果の概要（和文）：細胞集団運動は細胞間接着を保ったまま細胞が移動する現象で、その理解は組織発
生、創傷治癒、癌細胞浸潤などを理解するうえで極めて重要である。申請者らは細胞集団運動時に上皮細胞増殖
因子受容体（EGFR）を介したERKマップキナーゼの活性化が先導する細胞から後方の細胞へと連鎖反応的に誘導
される現象を発見している。研究開始時に、解明したい課題を5つ挙げ、目標１、３、５の研究テーマはすでに
論文として発表した。目標２については、実験系の構築が期待した通りには進まなかったため中止した。残る目
標4についても終了し、現在、論文改訂中である。

研究成果の概要（英文）：Collective cell migration is a phenomenon in which cells migrate while 
maintaining cell-cell adhesion, and its understanding is extremely important for understanding 
tissue development, wound healing, and cancer cell invasion. The applicants discovered that during 
the collective cell migration of epithelial cells, epidermal growth factor receptor (EGFR)-mediated 
activation of ERK-MAP kinase is propagated from the leader cells to the follower cells. At the 
beginning of this project, we addressed five questions, and we have already published papers on Aims
 1, 3, and 5. Aim 2 was abandoned because the construction of the experimental system did not 
proceed as expected. The remaining Aim 4 has also been completed and the paper is currently being 
revised.

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
細胞の集団運動に伴ってERKマップキナーゼの活性化が伝搬する現象は我々の発見を嚆矢とし、昆虫から哺乳動
物に至るまで発見されるに至っている。申請者らは機械的刺激がこの伝搬に寄与することも明らかにしており、
メカノケミカルカップリングが細胞が集団で動くときに細胞間で情報を共有するメカニズムであることを明らか
にしており、多くの研究者がこの分野に参加する契機となった。また、発生異常や創傷治癒不全などの治療への
手がかりを与えるものと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
上皮細胞増殖因子（Epidermal Growth Factor, EGF）は、Stanley Cohenらによって発見さ
れた最初の細胞増殖因子である。EGFは EGF受容体（EGF receptor, EGFR）を介して細胞増
殖、細胞運動、器官形成など様々な生命現象を制御しており、EGFR-Ras-ERKマップキナーゼ
と続く情報伝達機構の解析は細胞内情報伝達研究の中心にあり続けている。巨視的視点からは、
EGFR情報伝達系の恒常的活性化が細胞癌化の主要な要因であることは夙に知られているほか、
EGF は再生医学研究において様々な幹細胞を維持する因子として研究に頻用されている。ヒト
やマウスの EGFは 7種類ある EGFRリガンド（あるいは EGFファミリー分子）と呼ばれる分
子群（EGF、TGF-α、Amphiregulin、HB-EGF、betacellulin、epiregulin、epigen）のひとつ
である。EGFRリガンドが活性化する細胞内情報伝達系や、癌における EGFR情報伝達系の変
異解析についてはすでに膨大な知見が集積されている。生理機能については、線虫からヒトに至
る様々な動物における遺伝学的解析が中心である。興味深いことに、EGFR のノックアウトマ
ウスは多くの臓器に発達不全が認められ周産期に大部分が死亡するのに対し、EGFR リガンド
のノックアウトマウスは軽微な表現型にとどまるものが多く、EGFR リガンドの冗長性あるい
は EGFR リガンド非依存性の EGFR 活性化がその理由とされているが不明の点が多い。実際
「EGFR リガンドの生理的環境下で機能はなにか」という素朴な疑問については技術的困難性
から不明の点が多く残されていた。 
細胞集団運動（collective cell migration）は細胞間接着を保ったまま細胞が移動する現象で、
その理解は組織発生、創傷治癒、癌細胞浸潤などを理解するうえで極めて重要である。研究手法
としてシート状に培養した上皮細胞を針で引搔いた後の細胞運動を観察する創傷治癒アッセー
（wound healing assay）が汎用されてきた。細胞集団運動においては先導細胞（Leader cells）
と追随細胞（Follower cells）は異なった運動様式をとることが知られている。先導細胞は自由
縁ができたことによる接触阻害の解除および傷害細胞が分泌する走化性因子により運動するが、
追随細胞は先導細胞からのシグナルを受けて進むとされる。先行研究の多くは先導細胞に関す
るものであり、追随細胞の研究は遅れていた。近年、追随細胞が波状に運動することから、メカ
ノバイオロジーの分野において
ホットな研究対象となってきた
が、その波が伝わる分子メカニ
ズムはほとんどわかっていなか
った。申請者らのグループは
2017 年に、追随細胞において
ERKマップキナーゼの活性化が
波状に伝搬すること、これには、
ADAM17 を介した EGFR リガ
ンドの切断と EGFR活性化が必
須であることを明らかにした
（右図）。しかし、その詳細は依
然として不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下の 5つの疑問に答えることを目標として掲げた。 
① ERK活性波と力学波はどうやって発生し、伝播されるのか？ 
② 細胞の伸展収縮に伴う細胞膜の変化分はどこから来るのか？ 
③ 細胞集団運動を制御する EGFRリガンドは何か？ 
④ EGFRリガンドはどこまで拡散するか（隣接する細胞間のみか）？ 
⑤ 表皮基底細胞で ERK活性伝播を人為的に再現できるか？ 

 
３．研究の方法 
① 波はどうやって伝わるのか？ ERK 活性を FRET バイオセンサーで検出し、同時に細胞
の変形を粒子画像流速測定法（Particle image velocimetry, PIV、図右）にて、細胞
が発生する牽引力を牽引力顕微鏡法（Traction force microscopy、図右下）にて測定
し、分子活性波と細胞変形および牽引力の変化の位相差を解析した。これらのデータ
をもとに数理モデルを構築し、分子活性、形態変化、牽引力の関係を明らかにした。 

② 細胞膜はどこから来るか？ 蛍光顕微鏡にて ERK 活性を観察しながら、走査型イオン
コンダクタンス顕微鏡（Scanning ion-conductance microscope, SICM）にて細胞表面
を 100 nm の解像度でライブ撮影し、分子活性波が細胞膜に及ぼす影響をリアルタイム
に観察した。 

③ 細胞集団運動を制御する EGFR リガンドは何か？ MDCK 細胞をモデルとした。まず、
MDCK 細胞では 4 種類の EGFR リガンドが発現していることを RNA-Seq にて確認した。



CRISPR/Cas9 のシステムを用いてこれらの分子を単一、あるいは複合的にノックアウ
トし、どの EGFR リガンドが細胞集団運動時の ERK 活性波に主たる役割を果たしている
のかを検討した。 

④ EGFR リガンドはどこまで拡散できるか？ EGFR リガンドの細胞外と細胞内に蛍光タ
ンパク質を融合させたものを MDCK 細胞に発現させ、オプトジェネティクスあるいはケ
ミカルバイオロジーの技術で、急速に EGFR リガンドの切断を誘導し、どこまで遠くの
細胞に EGFR リガンドが広がるかを確認した。また、細胞に対する影響をみるために、
ターゲット細胞に ERK の FRET バイオセンサーを発現させて、EGFR リガンドの有効な
拡散距離を決定した。 

⑤ ERK 活性伝搬が生理的な現象であるかを確認するために、光誘導性 ERK 活性化システ
ムを発現するトランスジェニックマウスを作成し、ERK の FRET バイオセンサーを発現
するマウスと交配させることで、ERK 活性波の役割をマウス表皮基底細胞で検討した。 
 

４．研究成果 
① PIV と FRET イメージングとを同時に行うこ
とで、まず、細胞に張力がかかりその後、ERK
活性化が誘導されることがわかった。そして、
この ERK活性化が Rho-ROCK系を活性化し、
細胞後方でのアクトミオシンの収縮を誘導す
ることが細胞の駆動力の実体であることが明
らかになった。数理モデルにより、ERK活性伝
搬により、細胞の極性ができて前後軸が決定さ
れることが、異方的な張力の発生と効率的な運
動に必要であることも示された。 

② 細胞膜がどこから来るかについて SICM と
FRET イメージングとを組み合わせて明らか
にしようと試みたが、SICMにより観察できる
視野が波の伝搬を確認するほど広くとること
ができず、時間的な制約もあったため、この研
究テーマは途中で断念した。 

③ RNA-Seqの結果から、7種類ある EGFRリガ
ンドのうち、EGF、 TGFα、HB-EGF、
Epiregulin (ERG)の 4 つが MDCK 細胞に発現していることがわかった。そこで、
CRIPR/Cas9法を用いて、この 4つの遺伝子を欠損する細胞株を作った。しかし、依
然として ERK 活性の伝搬が観察されため、2 つ、3 つ、と欠損する細胞株を作成し、
結局、4つ全て欠損する細胞株を作成して初めて、ERK活性波が顕著に減少すること
がわかった。この 4 つとも EGFR リガンドが欠損する細胞を MDCK-4KO 細胞と命
名し、ここに一つずつ EGFRリガンドを戻すことで、どれが ERK活性波に寄与する
かを検討した。その結果、HB-EGFを除く 3つで不完全ながら ERK活性波が再現す
ることがわかった。この結果は、EGFRリガンドの昨日に大きな重畳性があることを
示すものである。また、この実験を補足する意味で、4 つある ErbB ファミリー分子
を同様に欠損する細胞株を作成した。その結果、4 つとも欠損させると細胞増殖が遅
延すること、ERK 活性波の伝搬には EREG が最も重要であることなどが明らかにな
った。 

④ 上記４KO 細胞に蛍光色素で標識した 7 種類の EGFR リガンドを発現させ、ERK 活
性化を誘導して EGFRリガンドの遊離を誘導した。その結果、EGFRに対する親和性
の低い EREG と AREG が最も早くかつ遠くまで ERK 活性化を誘導することがわか
った。一方、高親和性の TGFαや HB-EGFはゆっくり拡散し、その範囲も低親和性
の EGFRリガンドよりも小さかった。低親和性リガンドの方が効率よくシグナルを伝
えることができるメカニズムとして、EGFRリガンドは細胞の側底面に分泌されるた
め、密着結合ができている上皮においては極めて狭い空間を移動することが明らかに
った。 

⑤ ERK 活性伝搬をマウス個体で誘導するために、新たな光遺伝学ツール 2paCry2 を作
成した。この遺伝子を発現するマウスと ERKの FRETバイオセンサーを発現するマ
ウスとを交配させ、そのマウスの耳で ERK 活性化を誘導した。その結果、確かに、
ERK 活性波が伝搬することを示すことができた。また、低親和性 EGFR リガンドが
ERK活性波の伝搬に必要であることを示すために、EREG欠損マウスを作成し、創傷
治癒過程における ERK 活性波の伝搬を観察した。その結果、EREG を欠損するマウ
スでは確かに ERK 活性波の伝搬効率が低下していることがわかった。これらの結果
は、培養細胞で示してきた ERK 活性波がマウス個体においても細胞集団運動を司っ
ていることが明らかになった。 
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