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研究成果の概要（和文）：

多数の細胞が集団で協調的に運動することは，生体組織の形成や維持など様々な生命現象にお
いて重要な役割を果たす．本研究では，細胞集団に自発的な協調運動を誘引させるため，軟ら
かいコラーゲンゲルを作成し，その上に上皮細胞（MDCK 細胞）を培養した．細胞外基質との
接着構造を解析し，リーダー細胞の出現機構について調べた．さらに，細胞間に「力」を伝達
するセンサーの探索を行った．

研究成果の概要（英文）：
Cell movement plays an important role in many physiological processes, including wound healing,
embryonic development, and morphogenesis. In this study, we observed that epithelial cells
(Madin-Darby canine kidney cell) migrated collectively along one direction on a soft substrate.
Cell-substrate adhesions, cell-cell mechanotransduction, and appearance of leader cells were studied.
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１．研究開始当初の背景
多数の細胞が集団で協調的に運動すること
は，生体組織の形成や維持など様々な生命現
象において重要な役割を果たす．例えば，胚
の発生では，細胞が協調的に特定の位置へ移
動することによって組織や器官が形成され
る．また，組織の一部が傷ついたとき，細胞
が傷口に向かって一斉に移動することで組
織が再生される．しかし，このような集団運
動が生じるメカニズムについては明らかに

なっていない．それどころか，in vitro におい
て細胞の自発的な集団運動を観察する実験
系がこれまで確立していなかったのが現状
である．培養細胞の運動に関する研究では，
ガラスやポリスチレンのシャーレ（もしくは
フラスコ）を用いて細胞を培養し観察する方
法が主流である．しかし，近年，軟らかいゲ
ルを基質とすることで，より生体内に近い環
境を実現し，細胞運動に関する新しい知見が
得られるようになった．例えば，細胞が運動
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するためには，生化学的なシグナルのみなら
ず細胞周囲の物理的状況など幾つかの要因
が必須であることが明らかとなっており，そ
の中でも，細胞が運動する際の足場となる基
質の硬さという物理的な要素が細胞運動に
大きな影響を及ぼすことが明らかとなって
いる．申請者はこの点に着目し，上皮細胞を
軟らかいコラーゲンゲル上で培養すること
で，上皮細胞の自発的な集団的動態の観察に
成功した（H. Haga, et al., Biophys. J., 88,
2250-2256, 2005）．申請者の研究から，上皮細
胞は硬いガラス基盤上で培養すると個々の
細胞がランダムな方向に運動するのに対し，
軟らかいコラーゲンゲル上で培養すると隣
接細胞との接着を維持したまま同一方向に
集団で運動することが明らかとなった．さら
に，大きな葉状仮足を伸ばした細胞（リーダ
ー細胞）が細胞集団の端から突出し，この後
方を後続の細胞集団が次々と追随すること
で集団運動が起きることが明らかとなった．
しかし，（1）基質の硬さに依存して集団運動
が生じる理由，（3）リーダー細胞が出現する
メカニズム，（2）細胞間の情報伝達方法など
については明らかになっていなかった．

２．研究の目的
集団運動のメカニズムを解明するために，論
点を上記（1）～（3）に絞り研究を遂行する．
具体的には次の仮説を設定して実験を行う．
仮説 1 基質の弾性率に依存して，細胞と基質
間の接着構造が異なる．その結果，軟らかい
ゲル上の上皮細胞は白血球のような丸い形
態と運動様式を示す．
仮説 2 リーダー細胞の出現頻度は基質の弾
性率に依存する．
仮説 3 多数の細胞が集団で一方向に運動す
るためには，隣接細胞の運動方向を何らかの
方法で知覚する必要がある．軟らかいゲル上
の細胞には，隣接細胞の運動方向を知覚する
機械刺激受容機構（メカノセンサー）が存在
する．

３．研究の方法
（1）細胞-基質間の接着構造の解析
基質の硬さにかかわらず，上皮細胞はアクト
ミオシンから成るストレスファイバーの収
縮力によって運動する．しかし，研究代表者
らによるこれまでの実験結果から，軟らかい
ゲル基質においては，細胞の基質との接着部
位に integrin，vinculin，talin，FAK などが局
在しておらず，ガラスなど硬い基盤で観察さ
れる接着斑構造（FA; Focal Adhesion）が存在
しないことが明らかとなっていた．基質が硬
くなるにつれてストレスファイバーの端に
FA が現れることから，細胞-基質間の接着構
造は基質の硬さに依存する．それでは，生体
内に近い環境（基質弾性率：0.1～数 kPa）で

は，細胞は基質とどのように接着しているの
であろうか．基質を軟らかくすると上皮細胞
の形態は白血球のような丸い形態へと変化
し，運動様式も類似する．このことから，研
究代表者らは接着に関わるタンパク質の候
補を幾つか絞り込んで実験を行った．
（2）リーダー細胞の出現機構の解明
軟らかい基質の上を集団運動する上皮細胞
に対して，間質細胞マーカーである vimentin
の抗体で蛍光染色を行ったところ，リーダー
細胞とその付近に vimentin が強く発現するこ
とが明らかとなっていた．さらに，ゲル基質
上の上皮細胞に vimentin の重合阻害剤を投与
すると，リーダー細胞の出現が失われ，集団
運動が見られなくなった．これらのことから，
研究代表者らは，基質の硬さが上皮細胞に間
質細胞への変化を促し，それがリーダー細胞
の出現に至ると考えた．そこで，ゲルの硬さ
を変化させて，リーダー細胞の出現頻度と基
質の硬さ依存性を調べた．
（3）細胞間メカノセンサーの探索
lyn-venus 等の蛍光タンパク質を上皮細胞の
集団に発現させ，個々の細胞がどのように形
態を変化させながら運動するのかを経時観
察した．その結果，軟らかい基質上では，集
団から飛び出したリーダー細胞の運動がき
っかけとなり，それに隣接する細胞が次々と
追随する様子が観察された．つまり，ある一
つの細胞がどちらかへ運動すると，その運動
方向が隣接する細胞に伝播し，最終的には多
数の細胞が集団で一方向に運動すると考え
られる．上皮細胞が集団で運動する際にも細
胞間接着構造は常に維持されていることか
ら，上皮細胞は細胞間接着を介して隣接細胞
の移動方向を知覚している可能性がある．そ
こで，細胞間においてメカノセンスを担うタ
ンパク質の探索を行った．

４．研究成果
（1）細胞-基質間の接着構造の解析
軟らかいゲル基質上においては，リーダー細
胞のみが基質との接着部位に integrin-1 を発
現し，リーダー細胞以外の細胞は別の接着タ
ンパク質を発現していることを見出した．さ
らに，逆転写 PCR 法により，リーダー細胞以
外の細胞における接着構造の解明を目指し
た．その結果，integrin- 3，4，7 など幾つ
か候補が見つかった．また，RNA 干渉法によ
って laminin-10 のサブユニットである
laminin-5 の発現を抑制したところ，コラー
ゲンゲル上での協調的な集団運動が阻害さ
れた．このことから，軟らかい基質上の細胞
集団は細胞外基質に laminin-10 の濃度勾配を
形成することで協調的な集団運動を行うこ
とが明らかとなった．

（2）リーダー細胞の出現機構の解明



研究代表者らによるこれまでの実験結果か
ら，基質の硬さに伴って上皮-間質転換（EMT）
が誘引され，リーダー細胞が出現することが
示唆されていた．そこで，MDCK 細胞のサブ
クローニングを行い，発現遺伝子と表現型を
調べることで EMT を検証した．その結果，
ガラス基盤上でも集団運動を示すサブクロ
ーンの獲得に成功した．そのサブクローンは
細胞間接着が極めて強固であり，E-cadherin
が有意に発現していることが明らかとなっ
た．さらに，他のサブクローンに比べて，リ
ーダー細胞の出現頻度が少ないという結果
が得られた．これらのことから，EMT とリー
ダー細胞の出現との相関が明らかとなった．
また，コラーゲンゲル上の細胞集団にTGF-1
受容体の阻害剤を投与した．その結果，リー
ダー細胞のみが運動を停止し，後続の細胞集
団は運動を継続し，結果的に協調的な集団運
動が阻害された．このことから，TGF-1 の
シグナル経路によって誘引される EMT がリ
ーダー細胞の出現要因であることが明らか
となった．
（3）細胞間メカノセンサーの探索
接着結合の構成タンパク質のひとつである
p120-catenin が細胞間に「力」を伝達するメ
カノセンサーであることが実験によって示
唆された．p120-catenin の発現を RNA 干渉法
によって阻害し，集団運動に変化がみられる
のかを調べた．その結果，研究代表者らが「波
状運動」と名付けた特殊な細胞集団が，
p120-catenin の発現阻害で停止することが明
らかとなった．さらに，Rac1 の活性阻害剤を
投与すると，リーダー細胞のみが運動を停止
し，コラーゲンゲル上での協調的な集団運動
が阻害された．このことから，laminin-10 の
濃度勾配とTGF-1由来のEMTをつなぐシグ
ナル経路には，Rac1 の活性が関与しているこ
とが明らかとなった．
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