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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞の集団的移動を特異的に制御する分子機構を探索することを目的とした。最
初にモノレイヤーカルチャーモデルとスクラッチアッセイにおいて遺伝子発現変化を検証し、leading cellで発現が上
昇する候補分子を複数同定したが、肺がん組織を用いた免疫染色ではいずれもleading cellへの特異的な局在を認めな
かった。次に神経芽細胞の集団移動の制御分子として知られているアクチン結合分子Girdinの結合分子として細胞間接
着関連分子を同定した。細胞間接着の動態制御は細胞の集団移動の重要な特性の一つであり、本分子複合体が集団移動
で重要な役割を果たすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of the study was to comprehensively reveal gene expression profile found 
in the “leading cells” that locate in the invasive forefront of cancer cell groups, based on the 
“monolayer culture model”, which we previously developed and “scratch assay” of cancer cells in 
culture. We identified several candidate genes that are specifically upregulated in the leading cells in 
culture. However, our immunohistochemistry on lung cancer tissues did not show specific expression of the 
products of those genes in the leading cells. We next identified a component of the intercellular 
adhesion as a candidate interacting protein for Girdin that is known as a critical regulator of 
collective migration of neuroblasts. The dynamics of cell-cell adhesion is an important property of cells 
that undergo collective migration. The identified protein complex, therefore, may have a role in the 
collective migration of cells.

研究分野： 実験病理学
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１．研究開始当初の背景	
	
細胞移動は組織形成の根幹を成す現象であ
る一方で多くの病態に関与している。例えば
神経芽細胞の移動は神経系の形成に必要不
可欠であり、がん細胞の浸潤や転移は組織機
能の破綻を引き起こしている。がん細胞をは
じめ細胞移動に関する多くの研究はこれま
で培養皿上の単一細胞を対象に行われてき
た傾向が強い。しかしながら実際の個体、特
に発生過程において細胞は集団を形成して
移動することが頻繁に観察され、細胞の「集
団的移動」と呼ばれている。特筆すべきは、
多くのがん細胞が個々ばらばらではなく、集
団的に浸潤・転移することである。私達も病
理診断業務に関わっている経験から、がん細
胞は一部の低分化型をのぞいてほとんどが
集団的に浸潤・転移するという事実を経験し
ている。このがん細胞の「集団的浸潤」
(=collective	invasion)は過去から病理学者
に繰り返し指摘されている課題でありなが
ら分子機序については不明の点が多く残さ
れている。内外の研究を見渡しても、単一細
胞の移動でなく集団的移動に特異的な分子
機構を明らかにした研究はほとんどみられ
ないのが現状である。	
	
２．研究の目的	
	
近年の海外の研究成果によれば、発生期の神
経堤細胞の集団的移動は、先頭の leading	
cell とそれに続く following	cell から構成
され、集団的移動の維持のためにはそれぞれ
の細胞における特徴的な遺伝子発現や細胞
内シグナル制御が必要と説明された。がん細
胞集団における leading	cell と following	
cell の相違は長らく不明のままであったが、
最近私達は、肺の扁平上皮癌において
leading	cell特異的に接着因子インテグリン
(β1/β3)や抗アポトーシス分子 Bcl-2 が高
発現する症例があることを報告した（An	et	
al.,	J	Cancer	Res	Clin	Oncol	139:379,	2013）。
さらにその機序として、転写調節因子 TRIM27
が leading	cell における”前方の空間”あ
るいは”前方の細胞間接着の欠失”を感知
して、その情報をインテグリン mRNA の翻訳
調節に伝達することを明らかにした（Kato	et	
al.,	Cell	Reports,	7:1156-1167,	2014）。
また申請者は独自に研究を進めてきたアク
チン結合分子 Girdin が脳の脳室周囲で産生
された神経芽細胞の集団的移動を制御する
分子であることを明らかにし、がん細胞の集
団的浸潤にも関与する可能性を明らかにし
た（Enomoto	et	al.,	Dev	Cell	9:389,	2005;	
Enomoto	et	al.,	Neuron	63:774,	2009;	Wang	
et	al.,	J	Neurosci	31:8109.	2011 他）。ま
た Girdin が神経芽細胞の他にも、乳がん、
神経膠芽腫に高発現して浸潤を制御するこ
とも報告しており（Jiang	et	al.,	Cancer	Res	
65:1310,	2008;	Natsume	et	al.,	Oncogene	

31:2715,	2012）、Girdin による神経芽細胞の
集団的移動の制御メカニズムはがん細胞の
集団的浸潤にも重要である可能性があると
推測している。	
	 以上の背景から、本研究では申請者らのこ
れまでの研究で確立してきた集団的移動の
実験モデルを基軸として、がん細胞の集団的
浸潤を特異的に制御する新規分子機構を広
く探索することを目的とした。	
	
３．研究の方法	
	
(1)がん細胞集団の leading	cell に特異的
（＝following	cell で観察されない）な遺伝
子発現パターンの解明	
	
申請者らが培養皿上で leading	cell を作出
するモデルとして最近確立した「モノレイヤ
ーカルチャーモデル」（Kato	et	al.,	Cell	
Reports,	7:1156-1167,	2014）と「スクラッ
チアッセイ」において、マイクロアレイを行
い、leading	cell に特異的な遺伝子発現パタ
ーンを広くスクリーニングした。上記２者で
共通して高発現する分子群の抽出を試みた。	
	
(2)Girdin 結合分子群の同定によるがん細胞
の集団的浸潤を制御するメカニズムの解明	
	
Girdin の結合分子群、特に Girdin の C 末端
の塩基性アミノ酸領域に特異的に結合する
分子群をアフィニティークロマトグラフィ
ーで探索した。同定された分子複合体の意義
を細胞生物学および生化学の各種手法で解
析した。	
	
４．研究成果	
	
(1)がん細胞集団の leading	cell に特異的な
遺伝子発現パターンの解明	
	
集団的浸潤をするがん細胞集団の leading	
cell には特異的な遺伝子発現パターンが存
在することが予想されるが、その全容は明ら
かになっていない。申請者らは培養皿上で
leading	cell を作出する実験系として「モノ
レイヤーカルチャーモデル」と「スクラッチ
アッセイ」の 2 種類を考案し（Kato	et	al.,	
Cell	Reports,	7:1156-1167,	2014）、実際に
これらのモデルで作出される leading	cell
にインテグリンβ1 が特異的に発現すること
を確認している。	
	 「モノレイヤーカルチャーモデル」ではが
ん細胞を軽度にトリプシン消化し、島状・胞
巣状に播種することで、100%コンフルエント
の細胞に比べて多くの leading	cell を作出
する系である。実際にこの両者で Western	
blot を行なうと、島状にまいた状態ではイン
テグリンβ1 の発現が顕著に高くなることが
確認されている。他方「スクラッチアッセイ」
は 100%コンフルエントの細胞をスクラッチ



 

 

するのみの単純な方法であるが、これでもイ
ンテグリンβ1が leading	cell で発現するこ
とを確認している。本研究ではこの両者の実
験モデル系において、leading	cell の作出に
伴う遺伝子発現の変化をマイクロアレイ法
でスクリーニングした。	
	 その結果、「モノレイヤーカルチャーモデ
ル」と「スクラッチアッセイ」の両者で経時
的に発現が上昇する数個の遺伝子群が同定
された。その一つに Heparin-binding	
EGF-like	growth	factor（HB-EGF）が含まれ
ていた。過去の文献を調べると HB-EGF が皮
膚創傷治癒過程において表皮細胞の遊走に
重要であり、特に創傷のエッジ部分にその発
現が集積すると報告されている（Shirakata	
et	al.,	J	Cell	Sci,	118:2363,	2005）。こ
のことは本実験モデルの有用性を実証する
ものと考えられた。他には両者で発現が上昇
したものとして受容体型チロシンキナーゼ
の下流でアダプター分子として働く Dok7
（docking	protein	7）、ケモカインである
CXCL2（chemokine	C-X-C	motif	ligand	2）、
あるいは 5’-nucleotidase,	ecto（CD73）等
が同定された。	
	 次に実際にがん組織の leading	cell 特異
的に上記分子が発現しているかどうか確認
するため、各分子に対する抗体を購入し、肺
がん（扁平上皮がん）組織を用いた免疫染色
を行った。その結果、上記いずれも leading	
cell 特異的な発現が確認されなかった。抗体
の感度あるいは特異性による可能性も考え
られ、今後さらなる検証が必要と考えられた。	
	
(2)Girdin 結合分子群の同定によるがん細胞
の集団的浸潤を制御するメカニズムの解明	
	
	 前述のように Girdin が脳室周囲の神経幹
細胞で産生された神経芽細胞の集団的移動
に重要であることを明らかにしており（Wang	
et	al.,	J	Neurosci	31:8109.	2011;	Asai	et	
al.,	BBRC	426:533,	2012）、また Girdin が
様々ながんで高発現する分子であることか
ら、Girdin による集団的移動の機序の探索は
がん細胞の集団的浸潤の解明にも繋がる可
能性が高い。本研究では脳の抽出液を用いた
アフィニティークロマトグラフィーと質量
分析法によって Girdin の結合分子を探索し
た。その結果 Girdin の新規結合分子として
細胞間接着の動態制御に重要な分子として
知られるβ-catenin を同定した。	
	 Girdin の結合責任領域をマッピングした
ところ Girdin のアクチン細胞骨格が結合す
る領域であるC末端ドメインにβ-cateninが
結合することが明らかとなった。β-catenin
は E-cadherin や N-cadherin などの細胞間接
着分子の細胞内取り込みを制御する分子で
あり、細胞の集団的移動を制御している可能
性も非常に高いものと考えられる。一方でβ
-cateninはWntシグナル伝達系の下流で活性
化される転写にも重要な役割を果たすこと

が知られている。RNA 干渉法で Girdin をノッ
クダウンしたところ、HEK293 細胞における
Wnt シグナルが有意に抑制された。Wnt シグ
ナルは細胞の増殖や分化の他、細胞の集団移
動でも重要な機能を有することが過去の研
究で明らかにされている。	
	 以上の結果より、Girdin とβ-catenin の
相互作用は Wnt シグナルと細胞間接着の両者
で重要な働きを有する可能性が示唆された。
また Wnt シグナルと細胞間接着のクロストー
クが細胞の集団的移動において重要な働き
を有する可能性も示唆された。	
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