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研究成果の概要（和文）： 近年、細胞集団中に生じた局所的な増殖因子や機械的刺激がコロニ

ー全体の細胞へ何らかの形で情報を伝搬・交換するように見える現象が多く報告されている。

そこで、本研究では局所的な刺激に対して細胞の集団的挙動の解析を行うことを目的に、E-カ
ドヘリンを直径１〜３μm のポリスチレン粒子に固定化した細胞認識マイクロ粒子を固定化

し、それら粒子の作用が細胞集団にどのように認識されるのか検討した。その結果、E-カドヘ

リンを固定化した粒子は細胞コロニーの周辺部位にのみに作用し、コロニー全体の集団運動を

抑制する作用があることが確認された。さらに、周辺部位からコロニー内部の細胞へ MAP 
kinase ERK1/2 の脱リン酸化が伝搬していく様子が確認された。他方で、細胞集団の一部の細

胞に機械的な刺激を与えると ERK1/2のリン酸化は刺激を受けていない細胞へと伝搬すること

も確認された。このことから、コロニーを形成する細胞は E-カドヘリンを介して力のバランス

が保たれており、そのバランスの変化が E-カドヘリンを介して細胞間情報伝達を促しているこ

とが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Numerous studies have shown that there are signal propagation 
between cells in a colony involved in the intercellular signaling. To analyze mechanism of 
the signaling propagation in the cell colony, we designed local stimulation technique using 
E-cadherin-immobilized micro-spheres or hydrogel, which gives local mechanical 
stimulation in a cell-sheet. We found that the local stimulation of E-cad-spheres to the 
periphery of the MDCK cell inhibit collective motion of the cell colony and inactivate ERK 
signaling, which propagated into the cell colony. Also, we found that local mechanical 
stimulation to the cell sheet induced ERK signaling to cells in a non-stimulated section 
suggested mechanical balance involved in actin network is one the transducer of signal 
propagation involved in collective cellular motion. 
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１．研究開始当初の背景 

 現在まで数多くのサイトカイン・増殖

因子が同定されてきたが、近年増殖因子

刺激は時空間的に制御され、細胞はその

時空間情報を認識して応答しているこ

とが示されつつあり、増殖因子によるシ

グナル誘起は単なるレセプター・リガン

ドのような単純な分子相互作用だけで

は説明できない現象が多く報告されて

いる。例えば、上皮増殖因子レセプター

（EGF-R）の過剰発現の活性化量はレセ

プター自身の発現量の大小にかかわら

ず、直接的に関係のない E-カドヘリンの

発現の有無によって制御されているこ

とが知られている。また、上皮増殖因子

（EGF）シグナルは細胞間相互作用の強

度に依存して応答性が変化するなど、増

殖因子によるシグナル伝達機構は膜状

にて高度に制御されており、同一細胞の

コロニーに対する EGF刺激もコロニーの

位置によって細胞の応答性が異なるな

ど、強固な細胞間接着を形成する細胞に

おいては増殖因子刺激に対する応答性

の空間的不均一性が生じることが示さ

れている。生体内環境では、特定の組織

にある細胞が全て同等に増殖因子等の

液性因子による刺激を受ける場合は少

なく、空間的な不均一情報を積極的に伝

搬・交換するシステムが備わっているこ

とが示唆される。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞間情報伝達の担い手
として Cadherin に着目し、細胞認識素
子として、E-cadherin を固定化したマイ
クロ粒子を作製する。その粒子を細胞へ
局所的に作用させることによって、その
後に続く細胞運動性、細胞間接着の動的
挙動を解析し、(1)１細胞レベルにおい
て局所的に受けた刺激に対してどのよ
うな挙動を示すのか、 (2)コロニー形成
しているような細胞集団中の特定の細
胞に作用させ、その刺激に続く細胞集団
の動的挙動を解析することによって、細
胞の局所刺激の認識性と細胞間におけ
る情報伝達のメカニズムに迫ることを

目的とした。 
 
３．研究の方法 
 細胞間接着分子である E-cadherin を
固定化した直径 0.1〜6μmの細胞認識性
マイクロ粒子を作成し、局所的に粒子を
作用させたときの細胞集団的運動挙動
の解析方法を確立する。 
 また、細胞間接着が形成されている細
胞コロニーにおいて力のバランスがど
のように保たれており、そのバランスの
崩壊がどのように細胞間相互作用を調
整しているのか、という問題に対して温
度応答性高分子ゲルを利用した、細胞シ
ートに局所的に伸展刺激を加える方法
を開発する。 
 
４．研究成果 
①細胞認識性マイクロ粒子作成 
 本 研 究 で は ま ず 、 固 相 化 可 能 な
E-cadherin として Halo-Tag を C 末端に
付加したキメラタンパク質を作成し、基
質へ共有結合させることが可能な分子
の作成を行った。Halo-tag 基質を表面に
有するマイクロ粒子に E-cadherin の極
性を有した状態で固相化することが可
能であった。また、その E-cad 粒子は細
胞に認識され、E-cadehrind 同士の生理
的な接着機構と同様に、粒子を作用させ
た部位に細胞の内在性の E-cadherin、そ
の裏打ちタンパク質であるα-catenin
等が局在することが分かった。 
 
②E-cad 粒子の作用 
 E-cad 粒子を細胞集団に添加すると、
粒子はコロニーの周辺のみに作用する
ことが分かった。また同様に、培養細胞
系において擬似的に傷が生じた状況を
作り出す wound healing assay において
も、粒子は集団先頭、すなわち傷口の最
前列の細胞とのみ相互作用することが
分かった。 特に、wound healing assay
時に粒子を作用させると、集団的に運動
していた細胞群は、粒子が作用した先頭
の細胞から順に、移動が抑制され、その
運動抑制が後方の細胞へと伝搬するよ
うに観察された。このことから、細胞の
走化性に関与するシグナル伝達の抑制
機構が伝搬しているのではないかと考
え、E-cad 粒子を作用させてから時系列
毎に、phospho ERK1/2 の免疫染色を行っ
た。その結果、細胞シートに傷をつけた
直後には著しく ERKがリン酸化し走化性
が E-cad 粒子を反応させてから、時亜 k
んとともに最前列の細胞から後方への
細胞へと ERK1/2 のリン酸化が低下し、



 

 

走化性の不活性化が後方の細胞へと伝
搬しているように観察された。 
 
③溶液状態の E-cadherin 添加実験 
 次に、作成した E-cad-Halo-tag を粒
子に固定せず溶液状態にて細胞に添加
する実験を行った。その結果、wound 
healing assay においては細胞シートに
傷をつけた直後に ERK1/2 のリン酸化が
上昇していたが、添加直後にコロニー全
体において ERK1/2 のリン酸化が低下し
た。低下していく様子は、E-cad 粒子を
添加した時と同様に、傷口前方の細胞か
ら後方への細胞へと伝搬したが、その伝
搬速度は速く、ほど同時に全ての細胞の
形態が扁平化し、走化性も同時に低下す
るように観察された。これは、溶液状態
の E-cadherin は粒子状態では侵入しに
くい細胞間接着内にも侵入し、細胞—細
胞間接着の E-cadherin の正常な接着機
構を阻害したためであると考えられた。
こ れ ら の 結 果 に 見 ら れ た よ う に 、
E-cadherin の正常な接着機構の阻害は
細胞の集団的な運動を低下させること
から、E-cadherin 接着機構は細胞の集団
運動に必須であり、局所的な正常接着機
構の阻害は細胞の後方に伝搬するもの
であることが示唆された。 
 
④局所的な力学的刺激方法の開発 
 このような E-cad粒子添加や溶液状態
の E-cadherin を添加した後の細胞集団
運動時に見られる ERK1/2 の活性化・不
活性化の伝搬は、細胞間接着を介した機
械的なバランスによって生じているの
ではないかと考えた。そこで、研究開始
時には予定していなかった方法として
局所的に細胞に力学的な伸展刺激を印
可する方法を開発した。それは、温度変
化 に よ っ て 膨 潤 ・ 収 縮 す る
poly-N-isopropylacrylamide(PNIPAAm)
ゲ ル と 温 度 感 受 性 の 無 い
poly-acrylamide(PAAm)ゲルを結合させ
た一枚の板とした培養基板ゲルである。
本培養基板に対して両ゲルをまたぐよ
うに細胞シートを培養し、シート片側の
細胞にのみ伸展刺激を印可する実験を
行った。その結果、伸展刺激を受けた細
胞は ERK のリン酸化の上昇が見られ、さ
らに伸展刺激を受けていない細胞側に
も ERKシグナルが徐々に伝搬していく様
子が確認された（図）。この現象は
E-cadherin を発現していない繊維芽細
胞では生じない現象であったため、ERK
シグナルの伝搬は E-cadherin とそこへ
リンクするアクチンネットワークの力
学的バランスの変化によって生じてい

るものであることが示された。 
 
④今後の展望 
外部 E-cadherin の作用がどのように
ERK シグナルの抑制の伝搬につながった
のか、その詳細については明らかになら
なかった。しかし、局所的な力学作用は
E-cadherin を介した細胞間の情報伝搬
機構の担い手になっていることが示さ
れた。今後は、外部 E-cadherin を作用
させたときの細胞間力学バランスのイ
メージングを行い、局所的な刺激と
E-cadherin のダイナミクス変化がどの
ように細胞伝搬機構の担い手になり得
るか具体的なモデルについて検討を行
う。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 細胞シートに対する局所的な伸展
刺激に対して無刺激の細胞群も時間経
過とともに ERK のリン酸化が上昇する。
矢印は温度感受性ゲル(左；PNIPAAm)温
度によって膨潤が変化しないゲル（右；
PAAm）の境界を示す。伸展刺激５分後（上
図）では刺激が加えられた左側の細胞の
み ERK のリン酸化が上昇するが、１５分
後は刺激側がさらに上昇し、無刺激側の
細胞もリン酸化が上昇した。 
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