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研究成果の概要（和文）：上皮細胞が集団遊走する際、どのようにして個々の細胞が連携をとり、集団として統率され
た運動をするのかについて詳細な解析を行った。集団遊走のモデル実験系を確立し、高倍の共焦点顕微鏡下で遊走のラ
イブイメージングを行うことで遊走先端の細胞が運動性を増して集団全体を牽引する過程を記録することができた。ま
た、この過程で必須となるタンパク質複合体（IRSp53/Eps8複合体）も同定するに至り、本研究は集団遊走の分子レベ
ルでの理解の一歩となったと考える。

研究成果の概要（英文）：In a collectively migrating cohort of epithelial cells, how each cell in the 
collective communicates with its neighbor and what mechanism drives these cells to move in one direction 
were unsolved questions. To understand epithelial collective migration precisely, I established a model 
cell-culture system that can be observed under time-lapse confocal microscopy at high resolution. Using 
this system, I succeeded to capture dynamic motion of each cell within a moving cluster of epithelial 
cells: a subset of cells, namely the leading cells, initiate to move by extending pseudopodia into the 
surrounding extracellular matrix and the rest of cells follows them without forming obvious pseudopodia. 
I also identified a key protein complex called IRSp53/Eps8 complex is essential for formation of 
pseudopodia in the leading cells. The results of this study would benefit to understand the epithelial 
collective migration at the molecular level.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞の遊走現象は主として単一細胞で
研究されてきた経緯があり、近年その分子
機構について多くのことが分かってきた。
しかし我々の体を構成する上皮細胞や血
管内皮細胞は多くの細胞が塊となって集
団的に遊走する。この集団遊走は遊走先端
を構成する一部の細胞（リーダー細胞）が
性質を変え、高い遊走能を獲得することで
全体を牽引すると考えられているものの、
詳しいメカニズムは分かっていない。特に
なぜ先端細胞だけが選択的に高遊走能を
獲得できるのかについて全く未解明の状
態であった。集団遊走は三次元的に多数の
細胞が協同して起こる現象であり高倍率
の顕微鏡下でその動態を捉えることが難
しい。このことが集団遊走の研究を困難に
する一つの要因であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、培養細胞株を用いて上皮細
胞の集団遊走のモデルとなる実験系を確
立し、それを高倍率の共焦点顕微鏡で生細
胞のまま観察することを最初の目標とし
た。そしてリーダー細胞が集団から選別さ
れ高遊走能を獲得していく過程の形態上
の特徴を詳細に記述すること、および、
種々のマーカータンパク質を用いた免疫
染色からリーダー細胞とそれに続く細胞
群（フォロー細胞）の分子レベルでの違い
を明らかにしていく。さらに、得られた知
見からリーダー細胞が高遊走能を獲得す
るメカニズムについて仮説を立て、それを
検証することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）共焦点顕微鏡によるライブイメージ
ング：集団遊走は主に生体内の観察から見
出されてきた現象である。例えば多細胞生
物の胚発生や形態形成、およびがん細胞の
浸潤過程での報告が特に多い。そのため高
倍率の顕微鏡で生きたまま観察された例
は少なく、詳細な解析がなされていなかっ
た。本研究では腎上皮のモデル細胞株であ
る MDCKⅡ細胞と LLC-Pk1 細胞を用い、「コ
ラーゲンフィルム培養法」（図１）によっ 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図１ コラーゲンフィルム培養法 

て集団遊走を共焦点顕微鏡下でライブイ
メージングすることを試みた。この培養法
では三次元環境を維持しながらも下面の
ガラス面に平行にリーダー細胞が遊走す
ることが期待されるため、Z スタックの取
得枚数を大きく削減することができるよ
う工夫がなされている。 
 
（２）リーダー細胞とフォロー細胞の違
い：上皮細胞は、上述の培養法のように三
次元的な培養環境下に置くと立体的な管
腔構造を形成し、個々の細胞は内腔側に頂
端膜を配した上皮極性を示す。ここに
Hepatocyte Growth Factor (HGF)などの成
長因子を添加して集団遊走を誘導する。こ
の時、上皮極性のマーカーや遊走に関わる
タンパク質の細胞内分布を経時的に観察
することで、リーダー細胞とフォロー細胞
の微細構造の違いや、そこで働く分子の違
いが見出せると期待された。 
 
（３）集団遊走のメカニズムの仮説と検
証：上述の観察結果からリーダー細胞に特
異的な変化を見せるタンパク質を同定す
る。またそのタンパク質の結合タンパク質
や制御タンパク質などの働きを調べ、集団
遊走の分子メカニズムを解明する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）リーダー細胞の形態的特徴：MDCKⅡ
細胞や LLC-Pk1細胞はコラーゲンフィルム
培養法で非刺激時には管腔構造を形成し、
どちらも HGF刺激によって再現よくフィル
ム上に沿ってリーダー細胞が出現し、集団
遊走することが分かった。詳細な解析を行
うためこの２つの細胞株でそれぞれ細胞
膜移行性 GFP、および Lifeact-mCherry（線
維状アクチンを認識する蛍光タンパク質）
を安定発現する細胞株を樹立した。これら
の観察から①リーダー細胞のみが線維状
アクチンに富んだ浸潤仮足を伸展しフォ
ロー細胞を牽引すること、②リーダー細胞
は E-Cadherin による上皮性の細胞間接着
構造は保つものの頂端膜構造を持たない
ことが示唆された。特に②の観察は興味深
く、リーダー細胞は上皮細胞としての性質
を「中途半端に」失ったような特性を持つ
ことを意味している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ MDCKⅡリーダー細胞の頂端膜欠損 
 



（２）リーダー細胞とフォロー細胞の分子
レベルでの違い：上の結果を受けて集団遊
走を誘導した細胞を種々の抗体で免疫染
色し、各分子の時間変化を追跡した。その
中で頂端膜マーカーである atypical 
protein kinase C (aPKC)はフォロー細胞
では頂端膜構造に濃縮し、リーダー細胞で
は細胞質に分散していた。すなわち、分子
レベルでもリーダー細胞は頂端膜を欠失
していることが確認された（図２）。また、
アクチン依存性の仮足形成に関わる WAVE2
や IRSp53 はリーダー細胞では予想通り仮
足先端に濃縮していたが、フォロー細胞で
は意外なことに IRSp53 が頂端膜に強く濃
縮していた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図３： IRSp53 の頂端膜への濃縮 
 
（３）頂端膜の存在とリーダー細胞の関
係：上述の観察結果から、次のような仮説
を立てた。頂端膜の存在自体がリーダー細
胞となることを抑制しているのではない
か？すなわち、頂端膜には細胞遊走に関わ
るシグナル分子が「トラップ」されていて、
フォロー細胞では頂端膜が存在するため
遊走性が抑えられているのではないか？ 
 この仮説におけるシグナル分子の第一
候補は IRSp53 であり、まずは IRSp53 がリ
ーダー細胞の遊走能に必要かどうか確か
めた。IRSp53 のノックダウンを行うとリー
ダー細胞は仮足を形成できなくなり、集団
遊走を強く抑制した。次に人為的に頂端膜
構造を乱すことでリーダー細胞が増加す
るかどうか検討した。頂端膜の構成タンパ
ク質である NHERF1 や myosin-1A のノック
ダウンを行ったところ HGF刺激存在下での
リーダー細胞の遊走能が亢進し、リーダー
細胞の数も有意に増加した。この時 IRSp53
は頂端膜から離れ、細胞質や浸潤仮足へと
移行していた。ただし HGF を加えない場合
は、集団遊走は起こらずリーダー細胞も出
現することはなかった。このことはリーダ
ー細胞が生じるには複数の要因が必要で

あることを示唆している。上記の結果から、
刺激非存在下の上皮管腔では IRSp53 など
のシグナル分子が頂端膜にトラップされ、
それが細胞質へと移行することがリーダ
ー細胞出現の一つの必要条件になってい
ることが判明した。 
 
（４）結果の考察、および今後の展望：今
回、上皮細胞の集団遊走を共焦点顕微鏡下
でライブイメージングすることに成功し、
リーダー細胞の特徴をサブミクロンレベ
ルで観察できた。世界的に見て、集団遊走
のライブイメージングは報告例が少なく
本研究が貴重な一例となることが期待さ
れる。特に静止状態から集団遊走を開始す
る過程を記録したものはほとんどなく、こ
の実験系を通して更に研究が進むものと
考えている。今回はリーダー細胞がほぼ１
００％の頻度で頂端膜構造を失うことが
観察されたが、これは世界的に見ても新た
な発見であり、低倍の顕微鏡では分かり得
なかった事実である。 
 本研究では頂端膜に遊走を促進するシ
グナル分子がトラップされることで上皮
細胞の遊走を抑制するとの仮説を検証し
た。確かに IRSp53 は頂端膜が喪失したリ
ーダー細胞で機能し、遊走を促進する働き
を持っていた。また、IRSp53 の結合タンパ
ク質である Eps8 も同様に頂端膜にトラッ
プされる遊走因子であった。このようなシ
グナル分子は他にもいくつかあると考え
られ、「頂端膜の形成」と「細胞の遊走性」
は上皮細胞では二極的な細胞形質である
ようだ。この仮説は更なる検証が必要では
あるが、本研究を通してはじめて提唱され
た概念である。 
 しかし、HGF の下流で何が引き金となっ
て頂端膜構造が失われるのか、あるいはな
ぜ一部の細胞のみがリーダー細胞になり
他の細胞はフォロー細胞として上皮性を
保ち続けるのか、といった疑問は依然解決
されなかった。また今回用いた細胞は腎上
皮細胞株であるが、他の臓器由来の細胞で
は全く異なる遊走パターンを示すことも
考えられる。生体内で見られる集団遊走は
様々であり、リーダー細胞の数や細胞形態
がケースによって大きく異なることが知
られている。今回の腎細胞で分かったこと
が他のケースにも当てはまるのか違うの
か、検証する必要がある。 
 多くのがんは上皮細胞に由来し、浸潤様
式として集団遊走を示すものが多い。した
がって、集団遊走の理解は新たながん治療
を開発する上で礎となるものであり、本研
究はその一助となったと考える。今回頂端
膜の構造を乱す目的でノックダウンの標
的とした NHERF1 や myosin-1A はがん抑制
遺伝子として知られている。これらの遺伝
子がなぜがん化と関係するのか解明され
ておらず、本研究で提唱した「頂端膜によ



る細胞遊走能の抑制」というメカニズムが
背景にある可能性も考えられ、今後の研究
が待たれる。 
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