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研究成果の概要（和文）：細胞運動において、細胞骨格は細胞膜を内側から押しながら伸展させることで駆動力
を発揮する。効率的な細胞運動には、広がった細胞膜を退縮させる機能分子とのフィードバック制御が重要であ
るが、そのメカニズムは不明である。本研究では、細胞骨格を制御する活性を持ちながら、細胞膜にかかる張力
を制御、感知するタンパク質群に着目し、細胞膜の伸展および退縮と細胞骨格をつなぐフィードバック制御機構
の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In cell migration, the cytoskeleton exerts a driving force by stretching the
 plasma membrane by pushing it from the inside. A feedback mechanism that regulates the retraction 
of the extended plasma membrane is vital for efficient cell movement, but its molecular detail is 
unknown. In this study, we focused on a group of proteins that control and sense the tension applied
 to the plasma membrane with the activity of regulating the actin cytoskeleton. Our results reveal a
 part of the feedback mechanism between the plasma membrane and the actin cytoskeleton underneath 
during cell migration.

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
細胞運動は個体発生や免疫機能などの生理的なプロセスにおいてだけでなく、がん悪性化などの重篤な病態に関
わる重要な生命現象である。複雑な組織組織内を移動していくため、運動する細胞は自身の形態を柔軟に変化さ
せ、その進路を効率的に選択する必要がある。本研究の成果は、このダイナミックな現象を支えるメカニズムの
一端を明らかにするものであり、細胞運動が関わる生理、病理現象の理解への新たな理解と、これまでにない介
入アプローチが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞膜直下のアクチン重合は、膜を細胞の外側に向かって押し広げることで、接着、運動、貪

食など、細胞の多彩な動態を支えている。同時に、細胞膜は無秩序に「広がりすぎない」ように
なっており、広がった膜は速やかに退縮して細胞体に回収される。このような膜の動きは細胞運
動において特に重要である。例えば、細胞が進路を探索しながら運動する際、一度伸ばした膜を
退縮させ、再び別の方向へ伸ばしていく。また、運動の後方において細胞膜を退縮させることで、
細胞は前方に重心を移しながら進んでいく。細胞膜を伸展させるアクチン重合は、低分子量 Gタ
ンパク質 Rac によって制御されている。したがって、「広がった膜が退縮するメカニズム」は「伸
展した細胞膜の形状や張力を感知して Rac をオフにするフィードバック制御」と捉えることが
できる。 
申請者は「膜の伸縮に伴う形状と張力の変化」を感知・認識する一群のタンパク質として、F-

BAR ドメインファミリーを発見し（Itoh, Dev. Cell 2005）、細胞運動における役割を明らかに
してきた（Itoh, Sci. Signal. 2009; Tsujita, J. Cell Sci. 2013; Yamazaki, Mol. Biol. 
Cell 2013; Yamamoto, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2018）。その中でも膜の凸面に結合し、
Rac/Cdc42 依存的なアクチン重合を促す FBP17 について、「細胞膜張力の低下を感知してアクチ
ン重合を活性化するメカニズム」を報告している（Tsujita, Nat. Cell Biol. 2015）。しかし逆
反応である「膜の広がりに伴う張力の上昇を感知してアクチン重合を抑制するメカニズム」は明
らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では F-BAR ドメインファミリーに属する「srGAP」に着目する。このタンパクは（FBP17

とは正反対に）膜の凹面を認識する F-BAR ドメインと、Rac に対する GAP ドメインを持つ。申請
者らの研究実績および予備実験から、srGAP1 の F-BAR ドメインは広がった細胞膜の先端部分に
特異的に局在することが観察されている。細胞の運動先端の膜には高い張力がかかっているだ
けでなく、細胞質側の表面は高度な凹面構造を呈している。そこで本研究では「srGAP が伸展し
た細胞膜の形状を感知して退縮させるメカニズムを明らかにすること」を目的とする。本研究の
成果は、細胞運動における極性化メカニズムだけでなく、より広範な細胞の形態形成を支えるフ
ィードバック制御機構の理解をもたらすことが期待される。 
 
３．研究の方法 
 
 ラット腎由来上皮 NRK 細胞を用いて、細胞運動能を付与する活性型 Ras（RasG12V）をドキシ
サイクリン依存的に発現する細胞を樹立した。この細胞にドキシサイクリンを添加すると、細胞
集団内での高度な運動能が観察される。ドキシサイクリン添加条件と非添加条件の細胞から RNA
を採取し、マイクロアレイ解析により全遺伝子発現変化を定量した。発現変動が認められた遺伝
子から srGAP ファミリー遺伝子を抽出し、細胞運動能との相関を検討した。遺伝子変動は定量的
逆転写 PCR 法によっても評価した。特異的な遺伝子ノックダウン実験は、Horizon 社の ON-
TARGETplus siRNA SMARTpool を用いて行った。上皮細胞の運動能の評価は、トランスウェルを
用いた細胞運動アッセイにより行った。細胞形態および各 srGAP 遺伝子産物の細胞内局在解析
は、蛍光タンパク質の遺伝子導入とファロイジン染色および特異的抗体による免疫染色後の固
定サンプルを、レーザー共焦点顕微鏡で観察することにより行った。 
 
４．研究成果 
 
NRK細胞に誘導的に活性化型Rasを発現する過程における各srGAP遺伝子の発現パターンを調

べた。マイクロアレイによる網羅的遺伝子変動の解析から、興味深いことに、各 srGAP 遺伝子が
それぞれに特徴的な発現変動を行うことが認められた。これらの結果は定量的 PCR によっても
確認され、上皮細胞の癌化に伴う各 srGAP 分子の関与を強く示唆している。そこで、正常上皮細
胞を用いた細胞運動アッセイにより、各 srGAP 分子種のノックダウンの影響を検討したところ、
ある特定の srGAP 遺伝子のノックダウンが、細胞運動能に顕著な影響を及ぼすことが確認され
た。そこで、当該 srGAP 分子の詳細な解析を行うこととした。 
GFP タグを付加した、当該 srGAP 分子の各コンストラクトを COS-7 細胞に発現し、細胞形態を

観察したところ、Rac の抑制活性を担う RacGAP ドメイン依存的に、細胞体の極度な退縮が認め
られた。細胞形態への影響が大きかったため、当該 srGAP 分子の細胞内局在を観察する目的で、
GAP 活性を失う変異体を用いて解析した。その結果、本タンパク質が細胞運動における後方の退
縮膜側に選択的に局在することが明らかとなった（図 1）。反対に、Rac の下流でアクチン重合を
促進する方向に働く F-BAR タンパク質である FBP17 は、運動する細胞の先導端側に顕著な局在



が認められた（図 1）。 
次に、この局在機構における細胞膜張力の役割を明らかにするため、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着目した。細胞膜の主要なイノシトールリン脂質
である PIP2 に対する脱リン酸化酵素を誘導的に膜移行させ、顕微鏡観察下で膜張力を急速に減
少させた。その結果、この srGAP 分子の F-BAR+FX ドメインを介した細胞膜への局在が減弱する
ことが観察された（図 2）。このことは、当初予想されたような単なる膜の曲率だけではなく、
細胞膜直下のアクチン細胞骨格構造を介した膜張力に依存した、当該 srGAP 分子の局在機構を
示唆している。 
次に、上記の解析で見出した当該 srGAP 分子種のノックダウン細胞を用いて、細胞膜張力との

関連性を詳細に検討した。正常上皮細胞に特異的 siRNA プールをトランスフェクションするこ
とで、ノックダウン細胞を作成し、細胞表面にポリスチレンビーズを付着させ、赤外線レーザー
照射によりビーズを引っ張る光ピンセット法により、細胞膜にかかる張力を測定した。その結果、
当該 srGAP 分子のノックダウン細胞はコントロール細胞に比べて膜張力が大きく変化している
ことが明らかになった。以上の結果は、当該 srGAP 分子が細胞膜張力の調節に必須の役割を担っ
ていることを示唆している。 

 

 
図 1 F-BAR ドメインタンパク質の細胞内局在。運動する COS-7 細胞における、当該 srGAP 分子
（srGAP”X”と表記）の F-BAR+FX 領域、FBP17、および F-actin を、それぞれに付加した蛍光タ
ンパク質および蛍光標識ファロイジンにて可視化した。 
 

 
図 2 当該 srGAP 分子の細胞内局在の PIP2 依存性。COS-7 細胞に当該 srGAP 分子（srGAP”X”
と表記）の F-BAR+FX 領域と PIP2 脱リン酸化酵素（FKBP タグ）および細胞膜移行シグナルを付
加した FRB を共発現し、ラパマイシン（rapa）添加後の挙動を蛍光顕微鏡で可視化した。 

srGAP”X” F-BAR+FX-GFP     mScarlet-FBP17                F-actin 

srGAP”X” F-BAR+FX-GFP  mRFP-FKBP-5-phos 
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