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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞膜にかかる物理的パラメータである「膜張力」に着目し、細胞の形
態形成と生理機能に必須の役割を担う「細胞極性」の成立を司るメカノシグナリングの分子実体の解明を目的と
した。メカノシグナル因子として細胞膜直下のアクチン細胞骨格を制御するイノシトールリン脂質に着目し、上
皮細胞の癌化に伴う特徴的な局在現象を見出した。具体的にはPI3キナーゼ産物であるPI(3,4,5)P3が基底膜側で
顕著に増加する一方、PI(4,5)P2はアピカル面に逸脱した癌細胞膜の全周に分布した。がん抑制遺伝子PTENが、
上皮細胞の癌化に伴う浸潤現象に促進的に働く可能性を示唆する知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focus on the membrane tension which is a physical 
parameter related to the cell membrane. We aim to elucidate the molecular mechanism of 
mechano-signaling that controls "cell polarity" which plays an essential role in cell morphogenesis 
and physiological functions. By monitoring the intracellular localizations of inositol phospholipids
 that regulate the actin cytoskeleton, we found a characteristic localization of these lipids 
associated with epithelial cell carcinogenesis. Specifically, PI (3,4,5) P3, a PI3-kinase product, 
increased remarkably on the basal side of the plasma membrane, while PI (4,5) P2 was distributed all
 around the cancer cell membrane that deviated from the apical surface. Our findings also suggest 
that the tumor suppressor gene PTEN may play a role in the invasive phenomenon associated with 
epithelial cell carcinogenesis.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞の浸潤、転移現象は悪性腫瘍の治癒を困難にする主要因となっている。本研究では、癌細胞の運動を司る
機構として、細胞膜に係る物理的な張力に着目することでその理解を目指した。その結果、癌遺伝子の活性化に
伴い細胞膜直下のアクチン細胞骨格を制御するイノシトールリン脂質の劇的な変化が起こること、その分布が癌
細胞の移動と密接に関連していることが明らかになった。また、イノシトールリン脂質を制御する酵素活性を有
するがん抑制遺伝子であるPTENの欠損実験から、これまで知られていない成果が得られた。これらの知見によ
り、悪性腫瘍の浸潤、転移現象に対する従来にない対策につな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 
「細胞極性」は、個体を構成するさまざまな種類の細胞に固有の形態を付与するだけでなく、

その機能発現においても重要な役割を担っている。例えば、上皮細胞は頂底方向の極性を伴う
「円柱状」の形態をもち、管腔組織の形成と方向性のある分泌・吸収をおこなっている。神経細
胞は一本の長い軸索を有する極性化した「樹状」の形態をとることで、効率的かつ複雑な神経伝
達を可能にしている。また、上皮細胞における「頂底極性の崩壊」と「運動方向への前後極性の
獲得」は腫瘍の悪性化と密接な関係にあり、臨床的な意義も大きい。このような細胞極性の成立
と再構成の過程では、細胞の最外郭構造である細胞膜には「膜張力」と呼ばれる物理的な力がか
かっている。膜張力は、（1）脂質二重層を水平方向に引っ張る「平面張力（planar tension）」と
（2）細胞膜直下のアクチン骨格による「表層張力（cortical tension）」の総和であり、前者は主
として細胞内外の浸透圧差が、後者は細胞膜と裏打ちタンパク質との相互作用が寄与している。
近年の研究から膜張力は、細胞運動や極性形成、個体発生など、細胞のダイナミックな形態変化
を伴うさまざまな生命現象における重要な物理的因子として捉えられるようになってきた。し
かしながら、「膜張力の発生を制御しこれに応答する」機構、すなわち膜張力がどのようにして
細胞の挙動を規定するのか、というメカニズムについてはその分子実体を含め、ほとんど明らか
になっていない。 
 
２．研究の目的 
これまでの実績に基づき、本研究においては「細胞極性の形成」における細胞膜の「膜張力」

を介したメカノシグナリングの分子実体を明らかにすることを目的とする。特に、頂底方向への
明確な細胞極性をもつ上皮細胞を対象に、癌化に伴い活発な細胞運動能を獲得する「上皮間葉転
換」における細胞膜張力の制御因子とセンサー因子を同定し、その作用機序を明らかにする。さ
らに、高度な運動能を獲得した癌細胞における、細胞膜直下のアクチン細胞骨格を制御するマス
ターレギュレーターとしてイノシトールリン脂質シグナリングに着目し、その機能を明らかに
することで、腫瘍悪性化の新たなメカニズムの導出を目指す。本研究によって得られる成果は、
細胞極性の形成と制御に関わる全く新しい分子メカニズムの発見につながり、腫瘍悪性化の主
因である浸潤・転移を引き起こす「上皮間葉転換」の新たな理解と、その予防・治療戦略に向け
た従来にない分子基盤をもたらすことが期待される。 
 
３．研究の方法 
細胞膜張力のマスターレギュレーターであるイノシトールリン脂質に焦点を絞り、その細胞内
局在を可視化する上皮細胞株の樹立を行う。まず、PI(4,5)P2 を認識する PLCδ1の PH ドメイン
に mCherry タグを付加した配列、および PI(3,4,5)P3 を認識する Akt の PH ドメインに GFP タグ
を付加した配列を、IRES 配列を挟んでタンデムにつないだ共発現コンストラクトを構築する。
レトロウィルスベクターを用いて、このインサートをイヌ腎由来の上皮細胞である MDCK 細胞に
安定的に導入し、2 種類のイノシトールリン脂質分子種を同時にモニターする MDCK 細胞株を樹
立する。この細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察し、その局在を明らかにする。また、上皮細胞
の癌化に伴う極性崩壊における脂質動態を観察するため、がん遺伝子を当該の MDCK 細胞株に導
入する。がん遺伝子発現によって誘導される MDCK 細胞の挙動を観察しながら、各イノシトール
リン脂質の局在変化との相関関係を明らかにする。さらに、上皮細胞の癌化における浸潤能を評
価するため、マトリゲルインベージョンチャンバーを用いた浸潤アッセイを行う。癌細胞の浸潤
性運動の過程における各イノシトールリン脂質の挙動を明らかにし、細胞膜張力の発生と組織
内での細胞運動との相関関係について洞察を得る。次に、イノシトールリン脂質代謝酵素のノッ
クダウン、あるいはノックアウト細胞を樹立し、癌化における浸潤能を検討する。影響が見られ
た場合はレスキュー実験を行い、イノシトールリン脂質代謝と癌細胞の浸潤性運動との相関を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
まず、イノシトールリン脂質の細胞内局在を可視化する上皮細胞株の樹立を試みた。研究計画

に従い、mCherry および GFP タグをそれぞれ PI(4,5)P2 を認識する PLCδ1の PH ドメインおよび
PI(3,4,5)P3/PI(3,4)P2 を認識する Akt の PH ドメインに付加し、IRES 配列を挟んでタンデムに
持つコンストラクトを構築した。作製した組換えレトロウィルスをイヌ腎由来の上皮細胞であ
る MDCK 細胞に安定的に導入し、約 100 株の耐性細胞株をスクリーニングしたところ、両方の蛍
光タンパク質を発現する細胞は得られなかった。そこで、P2A 配列を挟んでこれらのプローブ遺
伝子をタンデムに配置し、piggybac トランスポゾン法を用いて安定発現株を得たところ、2種類
のイノシトールリン脂質分子種を同時にモニターする MDCK 細胞株を樹立することに成功した
（図 1）。この細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、従来の報告に合致するように、
PI(4,5)P2 はアピカル面の細胞膜に、PI(3,4,5)P3/PI(3,4)P2 はバソラテラル面の細胞膜に選択
的に局在している様子が認められた。 
次に、この細胞株を用いて、がん遺伝子発現に伴う極性崩壊における脂質動態を観察した。が

ん遺伝子として Ras の恒常的活性化型変異体（RasG12V）を選択し、MDCK 細胞株に遺伝子導入を
行った。その結果、細胞は上皮間葉転換を起こしながら基質面方向へ活発に運動する様子が認め
られた。高倍率観察を行うと、細胞膜が激しく波打つラッフル形成が認められるとともに、



PI(3,4,5)P3/PI(3,4)P2 が集積した。遺伝子発現から 48 時間後には、RasG12V を発現する MDCK
細胞は既報通り上皮細胞層から逸脱したが、その際、細胞辺縁の細胞膜には PI(4,5)P2 が高度に
集積することが明らかとなった。一方で、PI(3,4,5)P3/PI(3,4)P2 は細胞内部のマクロピノソー
ム膜上に特異的に蓄積しており、細胞膜上からは失われていた。 
RasG12V を上皮細胞株 MDCK に発現すると、活発な細胞運動が観察されたことから、当該癌細

胞の浸潤能を評価するため、マトリゲルインベージョンチャンバーを用いた浸潤アッセイを行
った。その結果、予想通り高度な浸潤能が観察された。次に、Ras 活性化によるイノシトールリ
ン脂質 PI(3,4,5)P3 の増加に着目し、PI(3,4,5)P3 脱リン酸化酵素でありがん抑制遺伝子として
知られるPTENに着目した。CRISPR-Cas9を用いてPTEN遺伝子を欠損するMDCK細胞株を樹立し、
RasG12V 発現における浸潤能を検討した。すると驚くべきことに、PTEN 遺伝子欠損により、Ras
依存的な浸潤活性が著しく低下することが観察された（図 2）。この現象は野生型 PTEN 遺伝子に
より回復したが、PI(3,4,5)P3 ホスファターゼ活性を失った変異体では回復しなかった。 

 
 

図 1 イノシトールリン脂質 PI(4,5)P2（左）と PI(3,4,5)P3/PI(3,4)P2（右）を
同時にモニターする MDCK 細胞株の樹立。 

 

 
 
 
図 2 PTEN ノックアウト MDCK 細胞における Ras 活性化依存的な浸潤能の抑制。 
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