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研究成果の概要（和文）：上皮細胞層に一個ないし数個のがん原性変異細胞が生じると、正常細胞に囲まれた変
異細胞は上皮細胞層のアピカル側へ排除される。しかし、正常細胞と変異細胞の境界における相互作用に関する
分子・形態的メカニズムはほとんど明らかにされていない。本研究では、正常細胞と変異細胞の相互作用を制御
する細胞膜関連タンパク質を探索した。その結果、変異細胞の形態を制御するBARファミリータンパク質が同定
され、変異細胞の正常細胞層からの排除に重要であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：At the initial stage of carcinogenesis, transformed cells are surrounded by 
normal cells. Normal cells extrude neighboring transformed cells from an epithelial monolayer; 
however, the molecular and ultrastructural mechanisms underlying this phenomenon remain largely 
unknown. In this project, I focused on cell membrane related proteins to understand the cell-cell 
interaction between normal and transformed cells. Several molecules regulating epithelial defense 
against cancer were successfully identified.  

研究分野：細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
最近の次世代シーケンサーを用いた一細胞遺伝子解析によって、成人の多くの組織において、1つあるいは2つの
変異のみを有する超初期がん細胞が島のように病変を形成し、正常細胞層に囲まれて存在していることが明らか
になってきた。しかし、これまでに、変異細胞と直接それを取り囲む正常上間で何が起こるかについて、まだほ
とんど分かっておらず、また、これらの病変を検出する方法もないことから、病理診断および臨床治療の対象外
となっている。本研究において、正常細胞と変異細胞の相互作用を制御する分子・形態メカニズムが明らかにな
ることは、超早期がん病変の診断法およびがんの予防的治療薬の開発に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	
	 正常上皮細胞層にがん原性変異が生じた時、正常細胞と変異細胞が上皮細胞層に共存するこ
とになる。このようながんの超初期段階において、正常細胞と変異細胞の境界で起こる現象につ
いてはこれまで注目されてこなかった。私達のグループは、RasV12 もしくは v-Src 変異細胞が
正常細胞に囲まれると、変異細胞は上皮細胞層の管腔側	(アピカル側)	へ排除されることを世
界で初めて報告し、EDAC	(Epithelial	Defense	Against	Cancer)	と名付けた	(文献 1,	2)。EDAC
は、変異細胞に隣接する正常細胞が積極的に変異細胞を排除する生体防御の仕組みであると考
えられている。	
これまで、EDAC には直接的な細胞間接着が必要であることが知られていた。そのため、正常細
胞と変異細胞の境界で互いを認識することにより EDAC が誘起されると考えられるが、その分
子・形態的メカニズムは明らかにされていなかった。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、EDAC における正常細胞と変異細胞の相互認識が、正常細胞と変異細胞境界の細
胞膜タンパク質を介して行われることにより誘起されるという仮説を立て、下記の 2 点を目的
とした。	
(1)	正常細胞と変異細胞の境界で EDACを制御する細胞膜タンパク質を網羅的に探索する。	
(2)	本研究で同定される細胞膜タンパク質の EDAC における分子メカニズム、およびその機能
を反映した EDAC の形態的的仕組みを明らかにする。	
	
３．研究の方法	
(1)	EDAC を制御する細胞膜タンパク質の同定	
正常細胞と Ras変異細胞が隣接した時にのみ発現が増加もしくは減少する細胞膜タンパク質を
網羅的に探索するため、SILAC	(Stable	Isotope	Labeling	by	Amino	acid	in	Cell	culture)	法
を用いる。安定同位体アミノ酸を含んだ培地で培養した MDCK 細胞から細胞膜タンパク質を抽出
し、定量的質量分析を行う。	
	
(2)	正常細胞と変異細胞の境界に注目した EDAC の形態的仕組みの解析	
免疫染色や過剰発現系を用いて、EDAC における候補タンパク質の局在を解析する。ノックダウ
ン細胞株を用いて、候補タンパク質の EDAC における機能を調べる。有力な候補については電子
顕微鏡レベルでの解析も行う。	
	
４．研究成果	

	 SILAC 法によりラベルした細胞膜タンパク質の定量的質量分析による網羅的探索により、9

種類の候補タンパク質	(Sprouty-related	EVH1	domain	containing	protein2,	Integrin	alpha1,	

MHC	class	II	antigen など)	が得られた。	

	 一方、正常細胞と変異細胞の単独培養もしくは混合培養を用いた電顕観察	(文献 3)	から、

細胞境界を構成する細胞膜の波打ち度合いや細胞膜の噛み合いが異なる可能性に気が付いた。

その結果、単独培養において、Ras変異細胞の細胞間接着部位が、正常細胞と比較して細胞突起

に富んでいることを明らかにした。細胞膜の形態を制御する因子として BARファミリータンパ

ク質が挙げられる。そこでまず、Ras変異細胞の細胞自律的な形態制御に関与するBARファミリ

ータンパク質を探索するため、細胞膜の突出および陥入構造の形成に関与する 5 種類の BARタ

ンパク質	(FBP17,SRGAP2,IRSP53,MIM,BAIAP2L1)	について、免疫染色もしくは過剰発現細胞株

を用いた解析を行った。その結果、細胞膜の陥入形成に関与する FBP17および突起形成に関与

する	SRGAP2 を同定した。FBP17 と SRGAP2 は共に Ras 変異細胞において、RasV12の発現依存的

に細胞間接着部位に集積し、同様の挙動を示すことが明らかになった。さらに、Ras 変異細胞

において FBP17 もしくは	SRGAP2をノッ

クダウンした細胞株を樹立した。これ

らのノックダウン細胞の細胞膜の微細

構造を観察した結果、ノックダウンし

ていないRas変異細胞と比較して、細胞

突起および細胞間隙が劇的に減少して

いた	(図 1)。また、Ras変異細胞側での

FBP17 もしくは	SRGAP2 のノックダウン

により、変異細胞の正常細胞層からの

逸脱が有意に抑制された。これまでに、

正常細胞と変異細胞の相互作用	(細胞

競 合 )	が起きる際には、変異細胞に隣

接する正常細胞の境界に、アクチン細

胞骨格のフィラミンが集積することが

図1		Ras変異細胞の形態を制御するBARタンパク質の

FBP17.	単独培養において Ras 変異細胞は細胞膜が波

状の形態だが	(左,	矢印),	FBP17 をノックダウンした

Ras 変異細胞では細胞膜が滑らかになる	(右,	矢印).	

Ras 変異細胞	 	 		Ras	shFBP17 細胞	

	



報告されており	(文献 2)、細胞競合マーカーとして用いられている。本研究においては、FBP17

もしくは	SRGAP2 をノックダウンした Ras 変異細胞を囲む正常細胞で、フィラミンの集積が見

られなくなった。以上の結果から、FBP17および SRGAP2 による Ras変異細胞の細胞自律的な形

態変化が、正常細胞と変異細胞の相互認識に重要であることが明らかになった。	

	 次に、正常細胞と変異細胞の境界を構成する細胞膜を介して起こる現象をさらに明らかにす

るため、正常	細胞および変異細胞の単独培養もしくは混合培養を用い、それらの電子顕微鏡像

を基にして、細胞膜の波打ち度合いおよび細胞突起の頻度を定量した。その結果、単独培養と

比較して混合培養においては、正常細胞と変異細胞の境界を構成する正常細胞側の細胞膜で、

細胞膜の波打ち度合いおよび細胞突起の頻度が上昇することが明らかになった（図 2）。現在、

その分子メカニズムに迫るため、BARタンパク質を始めとする候補について探索を進めている。	

	 さらに、変異細胞の自律的変化を隣接する正常細胞が受容する際、細胞間接着部位を構成す

る細胞膜が示す動態を明らかにするため、細胞膜を蛍光ラベルした変異細胞もしくは正常細胞

を用いて、変異細胞と正常細胞の境界について超解像ライブイメージングを試みた。予備的解

析から、細胞間接着部位での細胞突起のダイナミックな伸縮の様子や、多色観察の条件設定を

行うことに成功した。今後、変異細胞と隣接する正常細胞の細胞膜を介したクロストークを可

視化できることが予想され、変異細胞側でのFBP17およびSRGAP2が隣接する正常細胞側の細胞

膜動態におよぼす影響が明らかになることが期待される。	
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