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研究成果の概要（和文）：がん細胞集団の leading cell (LC)において following cell(FC)と比較して

integrin β1 の発現が上昇していることを見出し、それが転写調節因子である RFP と MRTF-B の

協調的な機能によって制御されていることを見出した。LC の先導端において細胞間接着が消

失することで Rho の活性化を介して RFP/MRTF-B 複合体形成が促進され、この複合体が integrin 
β1 の mRNA を標的とする miRNA-124 の発現を抑制することで LC 特異的に integrin β1 が発現

上昇することを明らかにした。これらの結果から、がん細胞集団内において Heterogeneity がい

かに確立されるのか、その分子機構のモデルを提唱する。 
 
研究成果の概要（英文）：We revealed that expression of integrin β1 is up-regulated in leading 
cells compared to trailing cells. Increase of integrin β1 expression is crucial for effective 
migration in cells moving as a group. Two transcriptional regulators, RET Finger Protein 
(RFP) and Myocardin Related Transcription Factor-B (MRTF-B), form complex responding 
to the partial loss of cell-cell adhesion in leading cells, which activate Rho GTPase, and 
up-regulates the integrin β1 expression through the repression of integrin β1-targetting 
microRNA-124 in LC. Our findings revealed the molecular mechanism that defines 
heterogenous properties of LC and FC. 
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞の浸潤に関する研究では、上皮―間
葉 転 換 （ Epithelial-Methenchymal 
Transition: EMT）を経た単一細胞へと変化
することが浸潤性を獲得するうえで重要で
あると着目されてきた。しかし、多くのがん
の浸潤過程において細胞が集団を形成して
移動する現象（集団的移動）が観察されてお
り、がんの浸潤・転移において非常に大きな
役割を担うと考えられている。これらの細胞
集団では先端部の leading cell（LC）とそれ

に続く following cell（FC）の間に細胞特性
の違いがみられ、そのことが集団的移動に必
要とされているが、その違いを生み出す分子
機序については不明である。 
 
２．研究の目的 
予備的な実験結果から、当研究室で機能解析
を続けてきた転写調節因子 RET Finger 
Protein (RFP)が細胞集団中の LC において
細胞―基質接着因子である integrin β1 の発
現を正に調節することを示す結果を得た。ま
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た RFP の発現を抑制することでがん細胞の
集団的な遊走能が低下することを見出した。
これらの結果からRFPが leading cellにおけ
る integrin β1 の発現を制御することでがん
細胞集団中の leading cell と trailing cell の
間に特性の違いを生み出し、細胞の集団的移
動を制御していることが示唆された。しかし、
なぜ RFP が leading cell においてのみ
integrin β1 の発現を制御できるのか、また
RFP はどのような機構を介して integrin β1
の発現を制御するのかは不明である。 
 
以上の背景から移動する細胞集団における
RFP の機能解析を通じて、「集団的移動にお
ける leading cell と trailing cell の特性の違
いを生み出す分子機構の解明」を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)開始当初までの予備的な実験によって細
胞間接着の有無によって RFP による
integrin β1 の発現制御が影響を受けること
が明らかになっていた。そこで、細胞間接着
が存在しない状況で RFP と結合して
integrin β1 の発現を制御するタンパク質を、
shRNA を用いたスクリーニングと免疫沈降
法(IP)にて同定した。(2)上述したように、
RFP が LC 特異的に integrin β1 の発現を上
昇させることが明らかになっている。そこで、
培養細胞にて LC における変化を観察する目
的で以下の 2つの手法で培養細胞中における
LC の割合を変化させた。①細胞の密度を
100％から 30％に変えた。②100％コンフル
エントの細胞をピペットの先で多数回スク
ラッチし、経時的な変化を観察した（図 1）。
これらの手法とウェスタンブロッティング、
RT-PCR、IP、クロマチン免疫沈降法(ChIP)
などを組み合わせて LC における変化を検討
した。 
 

４．研究成果 
細胞間接着依存的に RFP との相互作用が変
化し、integrin β1 の発現を制御する分子とし
て、Rho GTPase によって活性化されて核内
に移行し転写に関与する Myocardin Related 
Transcription Factor-B (MRTF-B)を同定し

た（図 2A, B）。また、RFP と MRTF-B が、
細胞間接着が部分的に失われた LC において
のみ核内で共局在すること、LC における
RFP-MRTF-B 相互作用が Rho の阻害剤
(C3T)によって阻害されることなどが明らか
になった（図 2C, D）。また、他のグループの
研究で細胞間接着部位において Rho の活性
が抑制されていることが報告されている。こ
れらのことから、細胞間接着によって囲まれ
た FC では Rho が活性化せず、RFP と
MRTF-B は相互作用しないが、部分的に細胞
間接着を欠失したLCではRhoが活性化され、
それによって MRTF-B と RFP が核内で相互
作用して、integrin β1 の発現を上昇させてい
ると考えられた。 
次に RFP と MRTF-B の相互作用が integrin 

β1 の発現上昇に実際に寄与しているか否か
を検討した。まず、MRTF-B の欠失変異体を
作製して細胞に発現させ、免疫沈降法にて
RFP との相互作用領域を検索した。その結果、
MRTF-B の Q ドメインを含む約 60 アミノ酸

の領域を介して RFP と結合していることが



明らかになった（図 3A）。この領域を A431
細胞に過剰発現させ、内在性の RFP と
MRTF-B の相互作用が阻害されることを確
認した（図 3B）。この条件下で integrin β1
の発現を検討したところ、RFP と MRTF-B
の相互作用を阻害することで LC における
integrin β1 の発現上昇が見られなくなると
いう結果が得られた。このことから、
RFP-MRTF-B相互作用が integrin β1の発現
上昇に重要であることが示唆された。 
 
さらに、RFP と MRTF-B が如何にして
integrin β1 の発現上昇を制御しているかを
検討した。RFP と MRTF-B が共に転写調節
タンパクであることから、転写レベルでの制
御について検討する目的で、抗アセチル化ヒ
ストン H3 抗体を用いたクロマチン免疫沈降
法を施行し integrin β1 のプロモーター活性
を評価した。予想に反して、RFP、MRTF-B
のノックダウンによる integrin β1 プロモー
ター活性の変化が見られず（図 4A）、転写後
のレベルでの制御が示唆された。そこで、転
写後調節である mRNA の翻訳レベルの評価
を行ったところ、LC にて integrin β1 mRNA
の翻訳レベルが高く、それが RFP もしくは
MRTF-B のノックダウンによって相殺され
るという結果を得た（図 4B）。これらのこと
から、 RFP、 MRTF-B が翻訳レベルで
integrin β1 の発現制御を担っていると結論
づけた。 
 

 
integrin β1 の翻訳を制御する機構の候補と
して miRNA について検討したところ、以前
に integrin β1 を標的とすることが報告され
ていたmiR-124の発現がLCで減少しており、
それが RFP および MRTF-B に依存的である
ことが明らかになった（図 5A）。さらに、RFP、
MRTF-B が LC において miR-124 のプロモ
ーターに結合すること、MRTF-B が RFP を
プロモーターにリクルートすることで RFP
による miR-124 の転写抑制が起こることが
判明した（図 5B-D）。これらのことから、RFP
と MRTF-B が LC において miR-124 の発現
を抑制することで integrin β1 の翻訳レベル
が上昇していると結論した。 
 
 

以上の結果から、LC において細胞間接着が
失われることで Rho の活性化を介した
RFP-MRTF-B 複合体形成が促進され、核内
にて miR-124 の発現を抑制して integrin β1
の発現が上昇するというモデルを提唱する。
このモデルはがん組織内においていかに
heterogeneity が確立されるのかを説明する
ものと捉えている。 
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