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研究成果の概要（和文）：細胞膜の力学的性質である膜張力は、細胞運動や細胞分裂等の動的な細胞機能を理解
するうえで必須な要素である。しかしながら、細胞膜の張力を可視化するプローブが存在しないため、細胞膜の
張力がどのように、時空間的にこれらの生命現象を制御しているのか全く明らかではない。本研究により、
FBP17のBARドメインが細胞膜張力の減少を感知するプローブとして最も適していることを明らかにした。ライブ
イメージングにより、このプローブは細胞膜張力のfluctuationを伴う伸展や退縮に依存して、ダイナミックに
局在することが分かり、細胞膜張力の時空間的な勾配を直接可視化することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Tension in the plasma membrane plays an important roles in mechanical 
cellular functions, such as cell migration and division. however, it is unclear how plasma membrane 
tension regulates these processes in space and time. In this study, we identified membrane bending 
BAR domain of FBP17 as the probe for plasma membrane tension. Using the GFP-fusion probe combined 
with live imaging, we found that this probe dynamically localized to the plasma membrane by sensing 
the fluctuation of membrane tension during cell migration. Thus, this probe allows us to visualize a
 gradient of membrane tension in mechanical cellular processes.     

研究分野：細胞生物学

キーワード： 細胞膜の張力　BARタンパク質
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

細胞膜の張力は細胞膜の形状変形を伴う

細胞運動、細胞分裂、発生等基本的な生命現

象において必須な要素であり、近年注目を集

めている。実際に、細胞運動、細胞分裂、上

皮細胞の極性形成において細胞膜の張力が

重要な役割を果たしていることが分かって

いる。また光ピンセットを用いた解析により、

細胞運動や上皮細胞の極性形成の際、細胞膜

の張力に勾配があることが明らかになって

きた。例えば、上皮細胞では、頂端部側の細

胞膜の張力が基底部側よりも高いことが分

かっている。これらの研究により、細胞膜の

張力そのものがシグナルとして働き、これら

細胞膜の変形を伴う細胞機能を制御してい

ると考えられている (Houk A et al, Cell. 

2012, Gauthier NC et al, Trends Cell Biol. 

2012)。しかしながら、細胞膜の張力を特異

的に認識するプローブが存在しないため、実

際に細胞膜張力の時空間的な勾配を可視化

することは不可能であった。またこのことに

より、細胞膜の張力というシグナルが、どの

ように生化学的反応と時空間的にリンクす

るのか全く不明であり、細胞膜の張力を可視

化するプローブの開発が急務であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、膜張力依存的な膜変形活性を

有する BAR ドメインファミリーに着目して、

細胞膜の張力をの減少を可視化するプロー

ブを開発することを目的とする（図 1）。さら

にその応用例

として、細胞

運動及び上皮

細胞の極性形

成時の細胞膜

張力の勾配を

実際に可視化

することを目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）プローブの候補となる BAR, F-BAR ド

メインのクローニング 

候補となる BAR ドメインファミリーは、生体

膜変形を有し、in vivo において、細胞膜を

内側に引っ張って曲げる活性を持つもので

ある。申請自身の研究及び文献から、BAR ド

メインよりも F-BARドメインのほうが重合活

性及び細胞膜変形活性が高く、プローブとし

て適しているが、凝集体を作りやすいという

欠点があった。そこで、BAR ドメインと比較

解析するために、８種類の BARドメイン群を

クローニングした。細胞内においてリアルタ

イムで解析するために GFP及び mCherryタグ

付きのコンストラクトを作製した。 

 

（２）BAR ドメインファミリーをプローブと

して適するように改変 

上記のように F-BARドメインは凝集体を作り

やすい。これを克服するため、F-BAR ドメイ

ンの重合活性に関係するアミノ酸に変異を

入れた変異体を作製する。FBP17及び CIP4の

F-BAR ドメインに関しては、申請者らの研究

によりその立体構造及び自己重合のメカニ

ズムが既に明らかになっており(Shimada et 

al, Cell 2007)、重合に関与するアミノ酸が

分かっている。そこで、これらのアミノ酸に

変異を入れた変異体を作製し、細胞に発現さ

せて、膜変形能を維持しかつ凝集体を作らな

い変異体を作製した。また F-BAR ドメインは

面全体で酸性リン脂質に結合するので(、脂

質特異性はないが、酸性リン脂質に対する親

和性が高い。そこで酸性リン脂質への親和性

を下げた場合、膜張力への依存性が増すかど

うか調べるために、脂質結合に関与するアミ

ノ酸にも変異を入れた変異体も作製した。

BARドメインに関しては、Amphiphysinの BAR

ドメインはその N末端に、膜の曲率を認識す

る両親媒性へリックスをもっているので、こ

れを無くして、膜張力のみに応答する変異体



を作製した。 

 

（３）細胞伸展装置を用いて、細胞膜の張力

に応答して、細胞膜にリクルートする BAR ド

メインファミリーの同定 

前年度に同定したプローブの候補となる BAR

ドメインファミリーが、細胞膜の張力の変動

に応じて重合して細胞膜にリクルートする

か明らかにした。細胞膜の張力を操作するた

めに細胞伸展装置を用いた。この原理は、シ

リコンゴムで作製したディシュに細胞をま

き、ディシュを機械的に変形させることで細

胞の張力を変化させる。つまりゴム製のディ

シュを伸ばしたり縮めたりすることで細胞

を伸び縮みさせ、細胞膜の張力を直接操作す

ることができる。この装置を用いて、細胞膜

の張力を操作したときの BARドメインの動き

を解析した。コントロールとして、膜の張力

を認識しないリン脂質結合タンパク質を用

いて、細胞膜張力の変動に応答しないことを

確認した。実際に細胞を縮めて細胞膜の張力

を下げた時、細胞膜にリクルートして、かつ

細胞を伸ばして張力を上げた時、細胞膜から

綺麗に外れる BARドメインを同定して、細胞

膜の張力特異的なプローブの候補した。 

 

（４）同定した細胞膜張力プローブが細胞膜

張力の勾配を認識しているか、細胞運動を例

として、ライブイメージングにより解析した。 

細胞運動に関しては、運動先端側の細胞膜張

力は変動しており、細胞後方の膜張力より優

位に低いことが示唆されている。そこで、実

際に同定したプローブが、細胞先端側に特異

的に濃縮しているかどうか調べた。さらに、

プローブが細胞膜の張力を特異的に認識し

て先端に局在しているか確認するため、細胞

伸展装置を用いて、細胞運動時の細胞膜の張

力を人工的に下げた時、プローブの先端への

極性化が崩壊して、細胞膜全体に局在化する

かどうか調べた。逆に、細胞膜の張力を人工

的に上げた時、プローブが細胞先端から外れ

るかどうか明らかにした。 

 

４．研究成果 

細胞伸展装置及び浸透圧の変化を用いた

解析により、FBP17 の BAR ドメインが細胞膜

張力の減少を感知するプローブとして最も

適していることを明らかにした。 

コンフォーカルレーザー顕微鏡を用いた

ライブイメージングにより、細胞膜張力のプ

ローブは、細胞運動の際に、移動先端におけ

る細胞膜の退縮に伴い重合し、逆に細胞膜の

伸展により、脱重合することを明らかにした。

この移動先端における膜の退縮・伸展により、

細胞膜の張力は変動することが知られてお

り、膜張力プローブにより、細胞膜の張力の

変動を直接可視化することに成功した。この

膜張力プローブを用いることにより、細胞膜

の張力とアクチン重合のような生化学的反

応との時空間的な相関性を直接イメージン

グで解析可能になると考えられる。さらに、

このプローブをゼブラフィッシュの胚等に

導入して、in vivo イメージングを行うこと

により、生体における細胞膜張力の可視化が

可能になると期待される。 
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