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研究成果の概要（和文）：申請者は、正常上皮細胞が隣接する癌原性変異細胞の存在を認識して積極的に排除すること
を発見し、EDAC (Epithelial Defense Against Cancer)と名付けた(Kajita et al., 2014 Nat. Commun.)。本申請では
EDAC現象を分子レベルで解明するため、EDACに中心的な役割を果たすfilaminに着目して、その制御因子を網羅的に探
索した。その結果、正常細胞と変異細胞の混合培養時にfilaminへの結合量が増加するタンパク質を複数同定すること
に成功した。さらに、新たに報告されたEDAC関連因子とfilamin との相互作用も明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Normal epithelial cells recognize and extrude neighboring transformed cells from 
an epithelial monolayer. We named this process as EDAC (Epithelial Defense Against Cancer). In this 
project, I focused on filamin, which plays a central role for EDAC, to understand molecular mechanisms 
for EDAC. Several molecules were successfully identified as increased binding to filamin under the mix 
culture of normal and transformed cells. Furthermore, the interaction between newly identified 
EDAC-inducing molecules and filamin was also elucidated.

研究分野： 分子腫瘍学、免疫学

キーワード： filamin　EDAC　SILAC　Caveolin　EPLIN　S1P
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１．研究開始当初の背景 
	 申請者は、がん発生の超初期段階には「正

常上皮細胞による抗腫瘍作用（EDAC: 
Epithelial Defense Against Cancer）」とい
う新しいタイプの生体防御機構が働いてい

ることを世界で初めて報告した (Kajita et 
al., 2014 Nat. Commun.)。filamin は正常細
胞内で機能し、EDAC現象に中心的な役割を
果たすが、その制御機構は明らかではなかっ

た。 

 
２．研究の目的 
	 EDAC に中心的な役割を果たす filamin
を制御する分子の探索により、EDAC現象
を分子レベルで解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法  
（１）SILAC 法による filamin	 結合タンパク

質の同定	 

	 正常上皮細胞による抗腫瘍作用を制御す

る因子を同定するため、まずは変異細胞に隣

接する正常上皮細胞内で特異的に filamin と

結合するタンパク質を網羅的に同定するこ

とを試みた。スクリーニングについては

SILAC（Stable	 Isotope	 Labeling	 by	 Amino	 

acid	 in	 Cell	 culture）法を用いた網羅的か

つ定量的な解析を行った。正常上皮細胞とし

ては非形質転換型上皮細胞である MDCK

（Madin-Darby	 canine	 kidney）細胞、変異

細胞株として温度感受性に v-Src 活性を誘導

できる ts-Src-MDCK 細胞を用いた（Kajita	 et	 

al.,	 2010,J.	 Cell	 Sci.）。実際の実験は、

下記の Step	 1-Step	 4	 のように進めた。	 

Step	 1：まず、MDCK 細胞と ts−Src 細胞を異

なる安定同位体アミノ酸を含んだ培地で１

０〜１４日間培養してタンパク質をラベル

した。	 

Step	 2：軽いアミノ酸でラベルした MDCK 細

胞とラベル無し ts−Src 細胞を１：１の割合

で混合した。同時に、重いアミノ酸でラベル

した MDCK 細胞を単独培養した。	 

Step	 3：それぞれのタンパク質を抗 filamin

抗体にて免疫沈降した。	 

Step	 4：免疫沈降されたペプチド全量を質量

分析(LC-MS/MS)によって解析することによ

り、混合培養条件下の正常細胞内でのみ特異

的に filamin と結合するタンパク質を探索し

た（図１参照）。	 

	 

	 

(２）EDAC に関与する因子と filamin	 の相互

作用の解析	 

	 申請者が所属する研究室で新たに EDAC 現

象に関わっていることが明らかとなった因

子 EPLIN-Cavelin や S1P	 (sphingoshine-1	 

-phosphate)-S1PR2 について、filamin との

相互作用を細胞染色などにより確認した。	 

	 
４．研究成果	 

（１）SILAC 法による filamin	 結合タンパク

質の探索	 

①	 SILAC 法の条件検討	 

	 まず、「３.	 研究の方法」で述べた通りに

変異細胞、正常上皮細胞を安定同位体でラベ
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図１	 SILAC 法の概念図	 



ルし、変異細胞と正常細胞を混合してラベル

なしの培地で培養した。その結果、混合培養

している間に、軽いアミノ酸でラベルした正

常細胞のタンパク質が、ラベルなしのアミノ

酸に著しく置換されてしまうことがわかっ

た。EDAC 現象を効果的に誘導するため、混合

してからの培養時間を短縮することは避け

るべきであったため、新たな実験系を検討し

た。新たな実験系では、混合培養するための

細胞を全て重いアミノ酸でラベルし、比較用

に正常細胞と変異細胞のそれぞれを軽いア

ミノ酸でラベルした（図２参照）。こうする

ことで、得られたペプチドのピークが混合培

養由来か単培養由来かが識別できる。この方

法では、混合培養、単培養共に９０％以上の

アミノ酸が再現性良くラベルされており、ラ

ベルの違いに基づいた解析が可能となった。
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②	 SILAC 法による混合培養時特異的に

Filamin に結合するタンパク質の同定	 

	 改変した SILAC 法に従って実験を進めた結

果、正常細胞と変異細胞の混合培養時に、単

培養と比べて２倍以上 filamin	 への結合量

が増加していたタンパク質を複数同定した。

その中でも、細胞極性タンパク質 DLG	 や GPI	 

アンカータンパク質である Semaphorin	 7A な

どは、それぞれ単培養時と比べて、混合培養

時に	 5.11 倍または 2.99 倍と大幅な filamin

との結合性の増強が見られた。この結果によ

り、正常細胞と変異細胞の混合条件下では、

filamin は単培養とは異なる結合性を示すこ

とが明らかとなった。	 

	 今後はこれらのタンパク質について正常

細胞と変異細胞の境界における局在や、モデ

ルマウスを用いた in	 vivo	 での解析を行って

いきたい。	 

	 

（２）EDAC に関与する因子と filamin	 の相

互作用の解析	 

	 申請者が所属する研究室では、filamin 以

外にも EDAC に関与する分子を同定している。

例えば脂質ラフトの Caveolae を構成する

Caveolin は、正常細胞に囲まれた変異細胞内

において著しく集積しており、さらにその上

流ではアクチン結合タンパク質 EPLIN が

Caveolin の集積を促進して、EDAC 現象を正

に制御している（Ohoka	 et	 al.,	 J.	 Cell	 Sci.,	 

2015)。周りの正常細胞から filamin	 をノッ

クダウンすると、この EPLIN-Caveolin	 の集

積が抑制されていた。また、変異細胞から

EPLINもしくはCaveolinをノックダウンする

と、周りの正常細胞における Filamin	 の集積

が抑えられた。これらの結果から、正常細胞

における filamin	 と、変異細胞内 EPLIN や

Caveolin が相互の集積を制御し合っている

ことが示された（図３参照）。	 

	 また、申請者は Rho-Rho	 kinase 経路が

filamin の上流で作用して EDAC	 を制御して

いることを報告したが、どのように Rho-Rho	 

kinase 経路が制御されているのかは不明で

あった。今回、脂質メディエーターである S1P	 

(sphingoshine-1-phosphate)	 が、正常細胞	 

側の S1P 受容体である S1PR2に作用し、その

下流で Rho-Rho	 kinase を活性化することに

よって filamin	 を制御していることが明ら	 

図２	 改変した SILAC 法の実験の流れ	 



	 

かとなった（図４；Yamamoto	 et	 al.,	 2016	 Mol.	 

Biol.	 Cell)	 。正常上皮細胞内または変異細

胞内における S1P の産生を阻害しても EDAC

現象は抑えられないことから、exogenous な

S1P が作用していることもわかった。この結

果により、生体内では、S1P の局所的な濃度

の違いによって EDAC の誘導頻度が影響を受

けることが示唆された。	 

	 

図４	 S1P-S1PR2 経路による Filamin 集積の	 	 	 

制御（Yamamoto	 et	 al.,	 2016	 Mol.	 Biol.	 

Cell	 より転載）	 
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blasticidin (Invivogen, California) and 400 mg ml21 zeocin (Invivogen).
MDCK-pTR GFP–RasV12 cells stably expressing caveolin-1 shRNA or
EPLIN shRNA were established as follows. Caveolin-1 shRNA
sequences (caveolin-1 shRNA1, 59-GATCCCCGCAGTTGTGC-
CGTGCATTATTCAAGAGATAATGCACGGCACAACTGCTTTTTC-
39 and 59-TCGAGAAAAAGCAGTTGTGCCGTGCATTATCTCTTG-
AATAATGCACGGCACAACTGCGGG-39; caveolin-1 shRNA2, 59-
GATCCCCGCACACCAAGGAAATCGACTTCAAGAGAGTCGATT-
TCCTTGGTGTGCTTTTTC-39 and 59-TCGAGAAAAAGCACACC-
AAGGAAATCGACTCTCTTGAAGTCGATTTCCTTGGTGTGCGGG-
39) or EPLIN shRNA sequences (EPLIN shRNA1, 59-GATCC-
CCGGAAACGTGTGTAGGAGAATTCAAGAGATTCTCCTACACAC-

GTTTCCTTTTTC-39 and 59-TCGAGAAAAAGGAAACGTGTGTA-
GGAGAATCTCTTGAATTCTCCTACACACGTTTCCGGG-39; EPLIN
shRNA2, 59-GATCCCCGCACCTGCAAGAGAGACTTTTCAAGAG-
AAAGTCTCTCTTGCAGGTGCTTTTTC-39 and 59-TCGAGAAAAA-
GCACCTGCAAGAGAGACTTTCTCTTGAAAAGTCTCTCTTGCAG-
GTGCGGG-39) were cloned into the BglII and XhoI site of
pSUPER.neo+gfp (Oligoengine, Seattle, WA). MDCK-pTR GFP–
RasV12 cells were transfected with pSUPER.neo+gfp caveolin-1
shRNA or EPLIN shRNA using Lipofectamine 2000, followed by
selection in medium containing 5 mg ml21 blasticidin, 800 mg ml21

G418 (Life Technologies) and 400 mg ml21 zeocin. MDCK cells
stably expressing filamin A shRNA in a tetracycline-inducible manner
or MDCK-pTR GFP–RasV12 cells stably expressing mCherry–MLC-
AA were established as described previously (Kajita et al., 2014).
For tetracycline-inducible MDCK-pTR GFP–RasV12 or MDCK-pTR
GFP–cSrcY527F cell lines, 2 mg ml21 tetracycline (Sigma-Aldrich)
was used to induce the expression of GFP–RasV12 or GFP–
cSrcY527F. For Fig. 8A,B, to induce sufficient knockdown of
filamin A protein, MDCK-pTR filamin A shRNA cells were incubated
with 2 mg ml21 tetracycline for 40 hours prior to co-incubation with
MDCK-pTR GFP–RasV12 cells. For immunofluorescence, cells were
plated onto collagen-gel-coated coverslips. Type-I collagen (Cellmatrix
Type I-A) was obtained from Nitta Gelatin (Osaka, Japan) and was
neutralized on ice to a final concentration of 2 mg ml21 according to the
manufacturer’s instructions.

Immunoprecipitation and western blotting
For immunoprecipitation, MDCK and MDCK-pTR GFP–RasV12 cells
were trypsinized and plated at a density of 1.66107 cells in 14.5-cm
dishes (Greiner-Bio-One, Longwood, FL) and cultured at 37 C̊ for 9–
12 hours until a monolayer was formed. Tetracycline was added to
induce RasV12 expression for 16 hours. Cells were washed with ice-
cold PBS containing 1 mM Na3VO4 and lysed for 30 min in Triton X-
100 lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Triton
X-100, 1 mM Na3VO4 and 10 mM NaF) or RIPA lysis buffer (50 mM
Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 0.1%
SDS, 1 mM Na3VO4 and 10 mM NaF) containing 5 mg ml21

leupeptin, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride and 7.2 trypsin
inhibitor units of aprotinin. The former and the latter buffers were
used for immunoprecipitation with anti-Cav-1 and anti-EPLIN
antibodies, respectively. After centrifugation at 21,500 g for
10 minutes, the supernatants were subjected to immunoprecipitation
for 1 hour with DynabeadsH Protein G (Life Technologies) conjugated
to anti-caveolin-1 antibody (5 mg) or anti-EPLIN antibody (5 mg).
Immunoprecipitated proteins were subjected to sodium dodecyl sulfate-
PAGE (SDS-PAGE), followed by SYPROH Ruby protein gel staining
(Life Technologies) or western blotting with the indicated antibodies.
SYPRO Ruby protein staining was performed according to the
manufacturer’s instructions. Western blotting was performed as
described previously (Hogan et al., 2009). Primary antibodies were
used at 1:1000. Stained gels and western blotting data were analyzed
using ImageQuantTM LAS4010 (GE healthcare, Chalfont St Giles,
UK). Protein bands were identified by mass spectrometry as described
previously (Kajita et al., 2014).

Immunofluorescence
For immunofluorescence, MDCK-pTR GFP–RasV12 or MDCK-pTR
GFP–cSrcY527F cells were mixed with MDCK cells at a ratio of 1:50
and cultured on the collagen matrix as described previously (Hogan et al.,
2009). The mixture of cells was incubated for 8–12 hours, followed by
tetracycline treatment for 16 hours, except for analyses of apical
extrusions that were examined after 24 hours of tetracycline treatment.
Cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS, except for filamin
accumulation where cells were fixed in methanol for 2.5 min at 220 C̊
and permeabilized as described previously (Hogan et al., 2009).
Immunofluorescence images were analyzed by using an Olympus
FV1000 system and Olympus FV10-ASW software. Images were
quantified by using MetaMorph software (Molecular Devices).

Fig. 8. Mutual regulatory mechanisms between EPLIN–Cav-1 in
RasV12-transformed cells and filamin in the surrounding normal cells.
(A,B) Effect of knockdown of filamin A (fln) in the surrounding normal cells on
the enrichment of EPLIN (A) or Cav-1 (B) in RasV12-transformed cells.
(C,D) Quantification of the effect of knockdown of EPLIN (C) or Cav-1 (D) in
RasV12-transformed cells on the filamin accumulation in the neighboring
normal cells. Data are the mean6s.d. from three independent experiments.
*P,0.05, **P,0.005, ***P,0.001; n5143 and 147 cells (A); 141 and 139
cells (B); 131 and 133 cells (C); 125 and 126 cells (D). (E) A schematic model
of the molecular regulations at the interface between transformed and the
surrounding normal cells. When transformed cells are surrounded by normal
cells, EPLIN is upregulated in the transformed cells, leading to Cav-1
accumulation and activation of myosin-II and PKA. EPLIN and Cav-1 in
transformed cells positively regulate the accumulation of filamin in the
neighboring normal cells, which in turn affects the accumulation of EPLIN
and Cav-1.

RESEARCH ARTICLE Journal of Cell Science (2015) 128, 781–789 doi:10.1242/jcs.163113
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図３	 変異細胞内の EPLIN-Caveolin	 と正

常細胞内 filamin	 との相互作用（Ohoka	 et	 

al.,	 2015	 J.	 Cell	 Sci.	 より転載）	 
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Measurement of S1P levels by mass 
spectrometry
S1P levels in culture media were quantified 
by ultraperformance liquid chromatography 
(UPLC) coupled with electrospray ionization 
(ESI) tandem triple quadrupole mass spec-
trometry (Xevo TQ-S; Waters, Milford, CT). 
MDCK cells, MDCK pTR GFP-RasV12 cells, 
or 1:1 mix culture of MDCK and MDCK pTR 
GFP-RasV12 cells were placed on 60-mm 
dishes at 3.2 × 106 cells and incubated in 
DMEM without FCS but containing 2 µg/ml 
tetracycline at 37°C for 16 h. The culture 
media (4 ml) were transferred to glass tubes, 
and lipids were extracted from them by suc-
cessive addition and mixing of 15 ml of 
chloroform/methanol/12 M formic acid 
(100:200:1 [vol/vol]), 5 ml of chloroform, and 
5 ml of water. Lipids were also extracted 
from DMEM containing 10% FCS. After 
phase separation by centrifugation (2600 × 
g, room temperature, 3 min), the organic 
phase was recovered and dried. Lipids were 
suspended in 200 µl of methanol, separated 
by UPLC on a reverse-phase column 
(ACQUITY UPLC BEH C18 column, length 
150 mm; Waters) at 45°C, and analyzed by 
mass spectrometry. UPLC was conducted 
using the binary solvent gradient system of 
mobile phase A (methanol/water/formic 
acid, 74:25:1 [vol/vol], containing 5 mM 
ammonium formate) and mobile phase B 
(methanol/formic acid, 99:1 [vol/vol], con-
taining 5 mM ammonium formate) as fol-
lows: 0–2.4 min, 20% B; 2.4–9.6 min, gradi-
ent to 100% B; 9.6–12 min, 100% B; 
and 12–12.5 min, gradient to 20% B; 12.5–
15 min, 20%. Samples were injected at the 
volume of 5 µl and flowed at 0.2 ml/min. 
The ESI capillary voltage was set at 3.0 kV. 
The sampling cone was set at 30 V, and 
source offset was at 50 V in positive-ion 
mode. S1P was detected by multiple reac-
tion monitoring by selecting the m/z 380.3 
at Q1 and the m/z 264.4 at Q3 with the 

FIGURE 5: The S1P–S1PR2 pathway regulates filamin accumulation. (A) Confocal microscopic 
immunofluorescence images of filamin (red) in normal MDCK cells or S1PR2-knockdown MDCK 
cells at the interface with MDCK-pTR GFP-RasV12 cells. Arrowheads indicate filamin 
accumulation. Left, bottom, mixture of normal and RasV12 cells incubated with JTE013. Scale 
bars, 10 µm. (B) Quantification of the filamin accumulation by confocal microscopic analyses. 
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? Several confocal xy-section images were 
examined for the presence of filamin 
accumulation. Data are mean ± SD from three 
independent experiments. Values are 
expressed as a ratio relative to MDCK cells: 
pTR-RasV12 = 50:1 (JTE013 –). *p = 8.8 × 10−5, 
**p = 0.016, ***p = 0.0019. (C) Model for the 
functional role of S1P–S1PR2 in the 
interaction between normal and transformed 
epithelial cells. 1) S1P from the outer 
environment binds to S1PR2 in the 
surrounding normal cells, which 2) leads to 
activation of Rho; then 3) Rho–Rho kinase 
mediates filamin accumulation, resulting in 
the apical extrusion of the neighboring 
transformed cells.


