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研究成果の概要： 

赤血球膜裏側の血管ずり応力に抗する「膜骨格」構成蛋白プロテイン 4.1B の臓器組織での

局在と病態変化を研究した。4.1B は腎臓でナトリウム－重炭酸イオン共輸送体と、さらに副

腎髄質ホルモン分泌細胞で膜貫通細胞接着蛋白 TSLC1 と結合していた。また急速凍結による

電子顕微鏡３次元観察により膀胱上皮傘細胞のダイナミン蛋白による伸縮機構を明らかにし

た。さらに生体内凍結技法により血管内ヘモグロビン分子構造変化を瞬時に止めて酸素飽和

度の分布をラマン顕微鏡で得た。 
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2008 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 540,000 3,940,000 
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１．研究開始当初の背景 

赤血球は、速度を変化させて血管内を流

動して全身に酸素を運搬するために、赤血球

膜裏側に「膜骨格」という網目構造を形成し

て、外力に対抗している。その膜骨格関連蛋

白の一つであるプロテイン 4.1 は、網目を形

成するスペクトリン－アクチンと細胞膜内貫

通蛋白質と結合している。このプロテイン 4.1

は４つのファミリー蛋白(4.1R, 4.1G, 4.1N, 

4.1B)をもつが、私たちは 4.1B と 4.1G に対す

る特異抗体を用いて、正常マウスおよびラッ

トの腎臓、腸管、膵臓、精巣、末梢神経系、

副腎における超微形態学的局在を明らかにし

た。これらの検討より、4.1B および 4.1G は、

隣接する細胞および間質との接着に関与する

可能性が考えられ、種々の細胞分布が変化す

る変異マウスにおける 4.1B の発現、局在をも

とに、「プロテイン 4.1 蛋白が各臓器で組織形

成時の接着機能を介した細胞分化に関与する

こと」を提唱した。一方、細胞接着にはアク
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チンなどの細胞骨格が密接に関与することが

知られ、4.1B を含む膜骨格構造が細胞骨格を

含む接着装置にどのように組み込まれている

のか興味深い。これらの構造を理解するため

に、個体レベルの生体内機能を明らかにする

上で「プロテイン 4.1Bが生体に必須であり、

機能形態学的変化を個体レベルでもたらすの

か？」を解析する必要があった。 

 

２．研究の目的 

プロテイン 4.1B 遺伝子欠損マウスを作

製し、4.1B 発現組織、臓器において、電子

顕微鏡観察のための、急速凍結ディープエッ

チング・レプリカ法、生体内凍結技法を用い

て、4.1B の細胞膜裏側での構造および血流

を保つ生体での組織構築を 3次元的に可視化

し、野生型マウスとの比較によって機能形態

学的変化を解析すること。 

 

３．研究の方法 

(1) プロテイン 4.1B 遺伝子欠損マウス作製 

①マウスゲノム DNA からのクローニン

グ ②ターゲティングベクターの構築 

③相同組換え ES 細胞作製 ④インジェク

ションとキメラマウス作製 ⑤F1 ヘテロ

マウス作製とジャームライントランスミ

ッション確認 ⑥交配によるホモマウス

を得る。 

 

(2) プロテイン 4.1B 遺伝子欠損マウスの

解析 

①光学もしくは電子顕微鏡による 4.1B 欠

損マウスの形態学的解析 

②4.1B 欠損臓器、組織における膜骨格構

造の接着装置にからむ微細構造解析 

③蛋白発現組織、臓器における 4.1B と関

連可能性のある蛋白質の 4.1B 欠損マウ

スにおける発現と局在変化の解析 

 

(3)新たな顕微鏡試料作製と解析法の試み

（生体内凍結技法との融合） 

①高時間分解能なリン酸化蛋白の免疫組織

化学的解析 

②酸欠による薬剤構造変化を介した酸欠細

胞の免疫組織化学的解析 

③共焦点ラマン顕微法による凍結乾燥した

生体内物質のマッピング 

④低温下共焦点ラマン顕微法による流動赤

血球酸素飽和度の解析 

 

４．研究成果 

マウス作成過程がわかるように、年度

別（次項(1)～(3)）に、経過と得られた成果

について記載する。 

 

(1)2006年度 

① 遺伝子欠損マウスの作製とそのマウ

スラインの確立を行った。プロテイン4.1B遺

伝子欠損マウス作製は、研究の方法３［I］1

～5を行い、4.1B蛋白の個体での欠損を確認し

た。当初予定した2006年度計画に達し、この

4.1B遺伝子欠損マウスを用いて、報告した細

胞・組織・臓器について形態学的変化の解析

を開始した。 

② 動的機能形態学的解析法の研究とし

て、生体内物質を本来の生きた状態の局在で

保持できる生体内凍結技法により試料を作製

し免疫組織化学的に解析した。具体的には、

マウス網膜における暗順応から光応答した際

における、視細胞内ロドプシン蛋白のリン酸

化構造変化について、時間分解能を秒単位に

高めて解析した。 

 

(2)2007年度 

① 2006年度より作製した4.1B遺伝子欠

損マウスについて、C57BL6マウスへの戻し交

配を継続、ヘテロ、ホモマウスの形態・機能

変化について検討した。結合蛋白の探索とし

ては、4.1Bのマウス腎臓近位尿細管について

検討した。蛋白構造、配列の比較によりナト

リウム－重炭酸イオン共輸送体（NBC）蛋白に

赤血球イオン交換蛋白Band3との類似部位を

見出したため、そのGST融合蛋白を作製して結

合能を解析。さらに免疫沈降法を用いて複合

体形成を確認。また、細胞直下の4.1ファミリ

ーより一段階下流とも関連するシグナル伝達

蛋白である細胞質内蛋白p55に着目して、4.1B

との複合体形成についても検討した。免疫染

色では、NBC,4.1Bさらにp55は近位尿細管の

S1-S2の側基底面に陽性部位を認め、これらの

複合体としての局在を明らかにした。これら

より、腎臓で4.1Bが電解質の保持に関連する

可能性を提唱している。また作製した4.1B欠

損マウスにおいても、p55の免疫染色性の減少

を確認したが、実際の機能変化についてはin 

vitro単離尿細管および生体での尿濃縮能を

測定したが、野生型と大きな違いは認めず関

連蛋白による補填が示唆された。 



② さらに4.1ファミリー蛋白を詳細に

検討するために、4.1Bと同様の遺伝子工学的

手法を用い、4.1G遺伝子に対する欠損マウス

の作製に着手した。 

③ 顕微鏡学的解析手法の開発として生

体内凍結技法を用いた“生きた動物”の解析

について、免疫組織化学法および共焦点ラマ

ン顕微鏡法と組み合わせて、時間分解能を高

めて解析した。具体的には、これまで困難で

あった酸素欠乏に陥った肝細胞を酸欠状態で

構造変化する薬剤をとらえる免疫組織化学的

方法により可視化した。また凍結乾燥法を用

いて生体内凍結マウス眼球標本の組織内マッ

ピングを行い、共焦点ラマン顕微鏡による生

体物質による組織解析と、顕微解像力を明確

にした。この過程で生体血管内の赤血球酸素

飽和度を直接解析できることを見出し、2008

年度の低温下でのラマン解析に発展させた(

研究成果(3)③)。 

 

(3)2008 年度 

① 4.1B遺伝子欠損（変異）マウス作製

を完了（遺伝子、蛋白レベルで欠損を確認）

。欠損マウスのC57BL6J系統への戻し交配も行

い、私たちが見出したマウス副腎髄質内分泌

細胞における4.1Ｂの発現と局在について野

生型マウスと比較した。4.1Ｂと結合する細胞

膜内蛋白として、細胞膜接着蛋白TSLC1が副腎

髄質内分泌細胞に局在し、免疫沈降法で4.1

Ｂとの結合性を見出した。このTSLC1は4.1Ｂ

欠損マウスでも細胞膜へ局在し、4.1Ｂ欠損で

も副腎髄質の機能が野生型と大きな違い（表

現型）は認めなかった。この部位には4.1ファ

ミリー蛋白である4.1Ｎの局在も認め、類似蛋

白が相互に補填する可能性があり、今後検討

が必要である。 

② 2007年度より開始した4.1G遺伝子欠

損マウス作製について、ベクター作製後、変

異ES細胞の選択を継続した。 

③ 顕微鏡試料作製のために、電子顕微

鏡で３次元観察できる急速凍結技法、ディー

プエッチング・レプリカ法および生体内凍結

技法による形態解析を行った。具体的には、

急速凍結ディープエッチング・レプリカ法を

用いて、膀胱上皮傘細胞における伸縮に応じ

るための円盤状液胞の細胞内と細胞膜間の

移動のための分子機構として、ダイナミン２

蛋白の発現と局在を見出し、さらに薬剤によ

るその機能阻害での形態変化を解析した。ま

た生体内凍結技法を用いた化学固定や酸素

欠乏の影響を減らし時間分解能を高めた解

析を応用して、低温下共焦点ラマン顕微法に

よりヘモグロビン酸素結合状態分子構造の

ラマン波形分析により、マウス腸管・肝臓内

流動赤血球の酸素飽和度に対応したの生体

内の状態を保持した試料上でマッピングに

よる定量解析法を新たに見出した。 
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