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研究成果の概要（和文）：本研究では，Dynamin 2およびBARドメイン蛋白質の，細胞浸潤における機能解析を行
なった．Dynamin 2は浸潤突起およびポドソームに局在し，細胞浸潤に必須であることが明らかになった．そこ
で，共免疫沈降法によりdynamin 2結合蛋白質を探索したところ，10種類のBARドメイン蛋白質を同定した．さら
に免疫蛍光顕微鏡法により，浸潤突起およびポドソームに局在するBARドメイン蛋白質を多数同定した．これら
のBARドメイン蛋白質のうち，特にPACSIN2について機能解析を進め，Dynamin 2と協働して細胞浸潤を制御する
ことを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined functions of dynamin 2 and BAR domain proteins in
 cell invasion. Dynamin 2 localised to the invadopodia and podosomes playing essential roles in cell
 invasion. To identify dynamin 2-binding proteins, coimmunoprecipitation-based screening was 
performed and ten BAR domain proteins were identified. Furthermore, using immunofluorescence 
microscopy, multiple BAR domain proteins were identified to be localised at the invadopodia and 
podosomes. Among these BAR domain proteins, PACSIN 2 appeared to regulate cell invasion together 
with dynamin 2．

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 細胞浸潤　浸潤突起　ポドソーム　ダイナミン　BARドメイン蛋白質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞浸潤は，発生や免疫応答，がん転移に関わる細胞運動である．浸潤突起やポドソームは，細胞浸潤を司る膜
構造であるが，その形成や制御メカニズムには未解明な点が多い．本研究では，浸潤突起やポドソームの形成に
関わるDynamin 2とBARドメイン蛋白質の機能を明らかにした．そのため本研究は，細胞浸潤が関わる発生や免疫
応答機構の理解という学術的意義，さらにDynamin 2やBARドメイン蛋白質を分子標的とした新規がん治療法開発
への展開などの社会的意義を持つ．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんは日本人の死亡原因のトップであり，年間死亡者数の約 3 割を占める．がん患者の命を奪う

原因のほとんどは，浸潤とそれに引き続いて起こる転移である．がん細胞が転移する過程では，

基底膜の破壊と間質への浸潤，血管内侵入が起こる．しかし基底膜や間質，血管壁の細胞外基質

が物理的障害になるため，がん細胞は細胞外基質を分解して遊走する必要がある．そのため，が

ん細胞による細胞外基質分解メカニズムの解析は，がん浸潤・転移の分子病態の解明と，それに

基づいた革新的がん治療法の開発に重要である．一方，細胞の浸潤は，個体発生，免疫応答など，

生理的な生体機能においても重要な役割を持つ．例えば，マクロファージ，破骨細胞，樹状細胞

などの単球由来細胞や，血管内皮や平滑筋の細胞などは，細胞外基質を分解して，組織浸潤や細

胞外基質のリモデリングを行う．細胞が浸潤する際に，がん細胞は浸潤突起(invadopodia)，また

マクロファージや破骨細胞などはポドソーム（podosomes）と呼ばれる構造を形成し，プロテア

ーゼを分泌して細胞外基質を分解する．浸潤突起とポドソームは，どちらもアクチンに富んだ膜

突起構造であり，構成因子の多くが共通であるが，その形成や制御メカニズムには未解明な点が

多い． 
 

２．研究の目的 
私たちは，浸潤突起の形成を制御する新規因子として，ダイナミン (Dynamin2) を同定した 
(Zhang et al., BBRC 2016)．ダイナミンは，アクチン細胞骨格制御や細胞内膜輸送において重要な

機能を持つ．また他グループの先行研究によって，Dynamin 2 はポドソームの構成因子であるこ

とも明らかになっていた．そこで本研究では，浸潤突起およびポドソームにおける Dynamin 2 と

その結合蛋白質の機能解析を行い，細胞の浸潤とその制御メカニズムの解明を試みた。 
 

３．研究の方法 
浸潤突起を形成する膀胱癌細胞 T24 と，ポドソームを形成する NIH-Src をモデル細胞として， 
① 浸潤突起およびポドソーム形成を司る分子ネットワークの解明 
② 浸潤突起およびポドソームのアクチン制御におけるダイナミンおよび BAR ドメイン蛋白質

の機能解析 
③ 浸潤突起およびポドソームへの細胞内幕輸送におけるダイナミンおよび BAR ドメイン蛋白

質の機能解明 
について細胞生物学的，生化学的解析を行った． 
 

４．研究成果 

① 浸潤突起およびポドソーム形成

を司る分子ネットワークの解明 

Dynamin 2 の truncation断片を用いた

解析により，浸潤突起およびポドソ

ームへの局在には，C末端の proline-
rich domain（PRD）が必要であること

が明らかになった．Dynamin 2のPRD
は，SH3 ドメインを持つ他のタンパ

ク質，特に膜リモデリング因子であ

る BAR ドメイン蛋白質と相互作用

することが知られていた．そこで，

共免疫沈降法を用いて dynamin 2 と

相互作用する BAR ドメイン蛋白質

を探索したところ，10種類の BAR ド

メイン蛋白質を同定した．さらに，

免疫蛍光顕微鏡法により，膀胱がん

細胞T24の浸潤突起に局在するBAR
ドメイン蛋白質を9種類，さらにNIH-
Src 細胞のポドソームに局在する

BARドメイン蛋白質を16種類同定し

た．これらの BAR ドメイン蛋白質の

うち，Pacsin 2 がダイナミンと相互作

用し（図１），浸潤突起およびポドソ

ームへの局在も示した（図 2）ため，

以下のような解析を行った． 

図 1 共免疫沈降法を用いたダイナミン結合タンパク質の探索． 
PACSIN1, 2, 3の Dynamin 2との結合を示す． 

図 2 Pacsin 2 のポドソームへの局在．NIH-Src 細胞における
Pacsin 2（緑），Dynamin 2（赤），アクチン（青）の免疫蛍光顕
微鏡像を示す． 



② 浸潤突起およびポドソームのアクチン制御におけるダイナミンおよび BAR ドメイン蛋白質

の機能解析 
Dynamin 2 および Pacsin 2 のポドソー
ム形成における機能を明らかにする
ために，NIH-Src 細胞においてRNAi を
行い，ポドソーム形成に及ぼす影響を
解析した．その結果，dynamin 2，Pacsin 
2 のいずれの RNAi でも，アクチンの
集積が正常に起こらずに，ポドソーム
形成が阻害された（図 3）．Pacsin 2 の
RNAi によるポドソーム形成阻害は，
ヒト由来 PACSIN 2 を発現させること
によって回復したが，SH3 ドメインを
欠損させ Dynamin 2 との結合性を失っ
た PACSIN 2 を用いた場合には，回復
が見られなかった．以上の結果から，
Pacsin 2 と Dynamin 2 の相互作用が，
ポドソーム形成におけるアクチン制
御に関与する可能性が強く示唆され
た．  
 

③ 浸潤突起およびポドソームへの細胞内幕輸送におけるダイナミンおよび BAR ドメイン蛋白

質の機能解明 

MT1-MMP は膜型マトリックスメタロプ

ロテアーゼで、浸潤突起やポドソーム

に局在して細胞外基質の分解を促進す

る.そこで，Dynamin 2 および Pacsin 2 の

RNAi による MT1-MMP のポドソーム

への局在を解析した．その結果，

Dynamin 2 の RNAi によって MT1-MMP
のポドソームへの局在が阻害された

（図 4）．一方，Pacsin 2 RNAi によって

MT1-MMP の局在に影響は見られなか

った． 
以上の結果より，Dynamin 2 と Pacsin 2
の相互作用は，ポドソーム形成におい

て必要であることが明らかになった． 

図 3ポドソーム形成における Pacsin 2の機能．NIH-Srcのコン
トロール RNAi細胞（Ctrl RNAi）および Pacsin 2 RNAi細胞
(Pacsin2 RNAi)の蛍光顕微鏡像．アクチン（ポドソームマーカ
ー）（赤），FITC-gelatin（細胞外基質）（緑）の局在を示す． 

図 4 ポドソームへの MT1-MMP の局在における Dynamin 2 の
必要性．NIH-Srcのコントロール RNAi細胞（Ctrl RNAi）およ
び Dynamin 2 RNAi 細胞(Dnm2 RNAi)の蛍光顕微鏡像．MT1-
MMP（緑），アクチン（青），Dynamin 2（赤）の局在を示す． 
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