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研究成果の概要（和文）：FilGAPは低分子量GTP結合蛋白質であるRacを特異的に不活化する因子である。本研究ではFi
lGAPの癌の浸潤、転移における機能解析を行った。(１) FilGAPは上皮由来癌細胞の間葉系遊走-アメーバ様遊走転換に
関与する。(２) FilGAPはRacを不活化することでアメーバ様遊走を誘導する。(３) RhoA/ROCK依存的なFilGAPのリン酸
化がアメーバ様遊走を誘導する。(４) FilGAPは癌細胞の浸潤、転移に対して亢進的に働く。以上、ROCKによるFilGAP
のリン酸化が癌細胞のアメーバ様遊走を誘導し、結果としてFilGAPは癌の浸潤、転移を促進していることが明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：FilGAP is a small GTPase Rac-specific GTPase-activating protein. I have studied th
e role of FilGAP in tumor invasion and metastasis. (1) FilGAP is required for mesenchymal-to-amoeboid tran
sition in carcinoma cells. (2) Inactivation of Rac by FilGAP induces amoeboid migration. (3) Phosphorylati
on of FilGAP by ROCK mediates RhoA/ROCK-induced amoeboid migration. (4) FilGAP appears to mediate carcinom
a cell invasion and metastasis. Thus, phosphorylation of FilGAP by ROCK promotes amoeboid migration of car
cinoma cells, and FilGAP contributes to tumor invasion and metastasis.  
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様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）癌の大半を占める上皮細胞由来の悪性
腫瘍は、運動能の亢進による浸潤と転移をそ
の性質として示す。癌細胞が運動能を獲得し
て浸潤するとき、外部環境に応じて間葉系遊
走とアメーバ様遊走の二つの運動様式を可
逆的に変化させ、効率的に浸潤、転移する手
段を獲得していると考えられている。しかし
この運動様式の転換に関わる分子機構は不
明な点が多かった。 
 
（２）低分子量 GTP 結合蛋白質である Rac と
RhoA は細胞運動において中心的な役割を果
たしている。FilGAP は現所属研究室で同定さ
れた Rac を特異的に不活化する因子である
（ohta et al., Nat. Cell Biol. vol.8, 
p803-814, 2006）。FilGAP は Rac 活性を抑制
することで葉状仮足の形成や細胞の伸展に
関与し、RhoA の標的分子である ROCK により
リン酸化されると細胞内で活性が上昇する
ことが明らかになっている。しかし FilGAP
の細胞運動への関与は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
（１）間葉系遊走ではその進行方向側先端部
における Rac の活性化が重要である。一方、
アメーバ様遊走には RhoA/ROCK シグナルが重
要な役割を果たす。一般に Rac と RhoA は互
いに拮抗的（抑制的）に作用することから、
間葉系遊走とアメーバ様遊走の運動様式の
転換は、細胞内の Rac と RhoA の活性のバラ
ンスによって制御されていると考えられて
いる（図１）。上記のとおり FilGAP は、ROCK
によるリン酸化でその活性が上昇する。した
がって、FilGAP は RhoA/ROCK による Rac の拮
抗作用を仲介する分子として機能する。そこ
で本研究では、Rac の不活化因子である
FilGAP の癌細胞の運動様式およびその転換
への関与を調べる。 
 

（２）上記（１）の結果を踏まえ、FilGAP が
実際に癌の浸潤と転移に対してどのような
役割を果たしているのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）上皮由来の癌細胞株として、浸潤、転
移能が高いヒト乳癌由来上皮細胞株である
MDA-MB-231（以下 MDA）を用いた。癌細胞の

運動は生体内において、コラーゲンなどの細
胞外基質に囲まれた３次元環境を移動（浸
潤）することと同義である。したがって、生
体内環境に近い状態で運動様式を解析する
ため、Hooper et al., 2006（Methods Enzymol. 
vol.406, p625-643）の方法に従って、簡便
なコラーゲンゲル３次元培養法を選択した
（図２）。これは細胞が半分ゲルの中に埋ま
った状態で、その多くがゲル表面の同一焦点
深度に存在するので顕微鏡観察が容易なの
が利点である。本培養法を用いて以下の①~
③の実験を行った。 

 
① FilGAP に特異的な siRNA を用いてその遺
伝子発現抑制を行ったとき、MDA 細胞の運動
様式の転換に与える影響を調べた。さらに
MDA 細胞以外のヒト上皮由来癌細胞株である
A549（肺癌）、PC3（前立腺癌）、および SW620
（直腸癌）において、同様に遺伝子発現抑制
による運動様式への影響を調べた。 
 
② FilGAP を MDA 細胞で過剰発現させたとき、
その運動様式の転換に与える影響を調べた。
さらに、Rac を不活化できない FilGAP の変異
体（R175A およびΔGAP）を作製し、Rac 活性
と運動様式の転換との関連についても調べ
た。 
 
③ ROCK による FilGAP のリン酸化が運動様式
の転換に関与するのかを調べるため、ROCK に
よるリン酸化部位をアラニンに置換した非
リン酸化型 FilGAP(ST/A)およびアスパラギ
ン酸に置換した疑似リン酸化型 FilGAP
（ST/D）変異体を作製した。また ROCK の阻
害剤である Y27632 も実験に用いた。さらに
FilGAP のリン酸化状態と運動様式との関連
を調べるため、放射性同位体 P32 を用いて
FilGAP のリン酸化アッセイを行った。 
 
（２）FilGAP が癌の浸潤、転移に対してどの
ような役割を果たしているのかを調べるた
め、MDA 細胞を用いて生体外コラーゲンゲル
浸潤アッセイ（浸潤解析）および生体内肺血
管外遊走アッセイ（転移解析）を行った。 
 
① コラーゲンゲル浸潤アッセイ：方法は
Sanz-Moreno et al., 2008（Cell vol.135, 
p510-523）に従い、肝細胞増殖因子（HGF）
刺激したときコラーゲンゲル内に浸潤する
MDA 細胞の数を計測した。まず、FilGAP の遺
伝子発現抑制による浸潤への影響を調べた。
次に GFP 融合 FilGAP を恒常的に過剰発現す
る安定発現 MDA 細胞株を作製し、その過剰発
現による浸潤への影響を調べた。コントロー



ルとして GFP 安定発現 MDA 細胞も作製した。 
 
② 肺 血 管 外 遊 走 ア ッ セ イ ： 方 法 は
Sanz-Moreno et al., 2008（Cell vol.135, 
p510-523）に従った。これは MDA 細胞が肺に
転移しやすい性質を利用している。まず GFP
を恒常的に発現する GFP 安定発現 MDA 細胞を
作製した。この細胞を用いて FilGAP の遺伝
子発現抑制を行った後、細胞をヌードマウス
の尾静脈から投与して３０分および６時間
後にそれぞれ肺を回収し、凍結切片を作製し
た。血管から肺組織側に浸潤した投与細胞
（GFP 発現細胞）を観察、解析した。 
 
４．研究成果 
 
（１）FilGAP の遺伝子発現抑制による運動様
式の転換への影響 
 
① MDA細胞をコラーゲンゲル上で培養すると
間葉系遊走する細胞とアメーバ様遊走する
細胞が約半分ずつ混在した。これらの細胞形
態とその割合は、コラーゲンゲル内に MDA 細
胞を埋め込んで３次元培養したときと同等
であった（Wolf et al., J. Cell Biol. 
vol.160, p267-277, 2003）。したがって今回
実験に用いた培養法は、実際の３次元培養環
境を再現できていると判断した。まず、MDA
細胞において FilGAP の遺伝子発現抑制を行
ったところ、間葉系遊走細胞の顕著な増加が
観察された（図３）。一般にアメーバ様遊走
細胞に比べて間葉系遊走細胞は伸張し、細胞
面積が広い。実際 FilGAP の遺伝子発現抑制
は有意な細胞伸張と面積の増加を引き起こ
した。さらに MDA 細胞以外の上皮由来の癌細
胞株である A549、PC3 および SW620 細胞で
FilGAP の遺伝子発現抑制を行ったところ、
MDA 同様、間葉系遊走細胞が有意に増加した。 

 
② 次に MDA 細胞において可逆的に起こる間
葉系遊走とアメーバ様遊走の運動様式の転
換をタイムラプス顕微鏡を用いて動画撮影
し、運動解析を行った。その結果、FilGAP の
遺伝子発現抑制により、間葉系遊走からアメ
ーバ様遊走への変化（MAT）が顕著に減少し
た。以上の結果から、FilGAP は上皮由来癌細

胞において MAT に関与することが示された。 
 
（２）FilGAP の過剰発現による運動様式の転
換への影響 
 
① MDA 細胞において FilGAP を過剰発現させ
ると、アメーバ様遊走細胞が有意に増加した
（図４）。さらにタイムラプス顕微鏡を用い
た動画解析から、FilGAP の過剰発現により
MAT を引き起こす細胞が増加することが示さ
れた。 

 
② 次に FilGAP の過剰発現によるアメーバ様
遊走細胞の増加が Racの不活化によるものか
どうかを調べた。その結果、Rac を不活化で
きない FilGAP R175A およびΔGAP 変異体を
MDA 細胞で過剰発現させたとき、アメーバ様
遊走細胞の増加はみられなかった（図４）。
同様の結果は恒常活性化型 Rac G12V 変異体
を発現させたときに観察された。逆に Rac の
遺伝子発現抑制はアメーバ様遊走細胞の増
加を引き起こした。以上の結果より、FilGAP
は Rac を不活化することで癌細胞のアメーバ
様遊走を誘導することが明らかになった。 
 
（３）ROCK による FilGAP のリン酸化と運動
様式の転換との関連 
 
① MDA 細胞において、FilGAP の過剰発現に
よるアメーバ様遊走細胞の増加は、ROCK の阻
害剤である Y27632 処理で顕著に低下した。
逆に ROCK の過剰発現によって増加したアメ
ーバ様遊走細胞は、FilGAP の遺伝子発現抑制
により減少した。これらの結果は、癌細胞の
運動様式の転換における ROCK による FilGAP
の活性制御機構の存在を示唆した。 
 
② ROCK による FilGAP のリン酸化が運動様式
の転換に重要かどうかを調べるため、非リン
酸化型 FilGAP ST/A 変異体と疑似リン酸化型
FilGAP ST/D 変異体をそれぞれ MDA 細胞で過
剰発現させた。その結果、FilGAP ST/A 変異
体では、野生型 FilGAP の過剰発現に比べて
アメーバ様遊走細胞の増加を誘導できなか
った。また MDA 細胞を Y27632 で処理しても、
FilGAP ST/D 変異体の過剰発現はアメーバ様
遊走細胞を増加させる効果があった。これら



の結果は、癌細胞の運動様式の転換における
ROCK による FilGAP のリン酸化の重要性を示
唆した。 
 
③ これまでの結果から、FilGAP のリン酸化
が癌細胞のアメーバ様遊走を誘導すること
が示唆された。そこで実際 FilGAP のリン酸
化状態と運動様式の転換に関連があるのか
を調べた。実験は、MDA 細胞を無血清飢餓状
態にした後、LPA 処理により RhoA を活性化し
た。このとき MDA 細胞では短期的なアメーバ
様遊走細胞の増加が観察された。この系を利
用して、FilGAP のリン酸化状態とアメーバ様
遊走細胞の増加との関連を調べた。その結果、
アメーバ様遊走細胞が最も多くなる LPA刺激
後３０分で、FilGAP のリン酸化状態も最も高
くなり、運動様式とリン酸化状態の相関が確
認できた（図５）。したがって、FilGAP はア
メーバ様遊走細胞で高いリン酸化状態を維
持していることが示唆された。以上の結果よ
り、RhoA/ROCK 依存的な FilGAP のリン酸化が
癌細胞のアメーバ様遊走を誘導することが
示された。 

 
（４）FilGAP の癌の浸潤、転移における役割 
 
① FilGAP の癌細胞の浸潤への関与を調べる
ため、MDA 細胞を用いてコラーゲンゲル浸潤
アッセイを行った。まず、FilGAP の遺伝子発
現抑制による浸潤への影響を調べたところ、
その抑制により浸潤能が有意に低下した。ま
たゲル内に浸潤した細胞ではアメーバ様遊
走細胞の減少がみられた（図６）。次に FilGAP
の過剰発現による浸潤への影響を調べるた
め、GFP 融合 FilGAP を恒常的に過剰発現する
安定発現 MDA 細胞株を作製した。その結果、
FilGAP の過剰発現により浸潤能が有意に亢
進された。またゲル内に浸潤した細胞ではア
メーバ様遊走細胞の増加がみられた（図７）。
これらの結果から、FilGAP が癌細胞の浸潤を
促進していることが示された。さらに MDA 細
胞がコラーゲンゲル内を浸潤するとき、間葉
系遊走細胞よりアメーバ様遊走細胞の方が
効率的に運動している可能性が示唆された。 
 
 

 
② 最後に FilGAP の癌細胞の転移への関与を
調べるため、MDA 細胞を用いて肺血管外遊走
アッセイを行った。FilGAP の遺伝子発現抑制
を行った GFP 発現 MDA 細胞をヌードマウスの
尾静脈から投与し、３０分および６時間後に
肺に転移した細胞を解析した。投与後３０分
では、MDA 細胞が肺組織に輸送されて血管壁
に接着している様子が観察された。このとき
FilGAP の遺伝子発現抑制による影響はみら
れなかった（図８）。しかし、投与後６時間
で肺に定着して残った細胞を調べたところ、
FilGAP の遺伝子発現抑制により有意なその
細胞の減少が観察された（図８）。本アッセ
イは短期的な転移能を調べるものではある
が、これらの結果は FilGAP が生体内におい
て癌細胞の転移に関与していることを示唆
した。以上の結果より、FilGAP は癌細胞の浸
潤、転移に対して亢進的に働く分子であるこ
とが示唆された。 

 
以上、本研究により、上皮由来の癌細胞にお
いて、FilGAP がその運動様式の転換を制御し



ていることが明らかになった。特に間葉系遊
走からアメーバ様遊走への転換（MAT）を促
進する働きがあることが分かった。この分子
機構として、RhoA/ROCK による Rac の拮抗作
用が関与し、ROCK による FilGAP のリン酸化
が Rac 活性の抑制に働くことで MAT を促進す
るというモデルが提唱された（図９）。さら
に FilGAP によるアメーバ様遊走の誘導が結
果として癌の浸潤、転移の促進に働いている
ことが示唆された。このように、FilGAP は癌
細胞の運動にとって重要な分子であること
が明らかになった。 
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