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研究成果の概要（和文）：細胞外基質の種類や濃度、硬さなどの細胞外環境の感知とそれによる細胞機能の制御
には、接着斑が重要である。これまでに、接着斑局在タンパク質の機能はよく解析されているが、接着斑の細胞
膜についてはよくわかっていない。本研究では、接着斑の細胞膜に含まれる脂質について調べた。単離した接着
斑から抽出する実験系を構築し、その含有脂質を調べたところ、接着斑細胞膜は細胞膜全体と組成が異なること
が示唆された。また、接着斑細胞膜を改変する実験系の構築も試みた。

研究成果の概要（英文）：Focal adhesions are important for sensing the extracellular environment, 
including type, concentration, and stiffness of extracellular matrix, and thereby regulating 
cellular function. Although the functions of focal adhesion proteins have been well characterized, 
the plasma membrane within the focal adhesions is not well characterized. In this study, we 
investigated the lipids within the plasma membrane of focal adhesions. We established an 
experimental system for extracting lipids from isolated focal adhesion fractions and examined their 
lipid composition, suggesting that the plasma membrane of focal adhesions has a different 
composition from that of the entire plasma membrane. We also tried to establish an experimental 
system to modify the lipid composition of focal adhesion membrane.

研究分野： 応用分子細胞生物学

キーワード： 接着斑　細胞膜　コラーゲン　リン脂質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外環境は接着斑を介して、間葉系幹細胞の分化の方向性やがんの悪性化に影響を与えています。本研究によ
り、接着斑領域にある細胞膜は他の細胞膜とは組成が異なることが示唆されました。このことは接着斑の働きに
細胞膜が関与してる可能性を示しており、さらに今後接着斑細胞膜の重要性を示すことで、再生医療のための新
しい仕組みの開発につながることが期待されます。

※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 

 
体内ではコラーゲンをはじめとする細胞外基質が動物

細胞を取り囲んでいる。この細胞外基質の種類や濃度、硬

さなどの細胞外環境が、炎症や脂肪細胞分化、がん細胞遊

走などの細胞機能を調節している。細胞外環境の感知と情

報伝達には、細胞と細胞外基質との接着部位に形成される

巨大複合体接着斑 (図１)が重要であり、これまでに、接着

斑局在タンパク質(細胞外基質受容体やキナーゼ)の重要性

が示され、接着斑タンパク質を抑制することでがんや炎症

性疾患、硬化症の治療が試みられている。一方で接着斑の

もう一つの主要な構成因子である接着斑細胞膜はこれま

でほぼ完全に見過ごされてきた(図２)。 

 
２．研究の目的 
 

最近、接着斑を構成する細胞膜は脂質ラフト様 

(ordered membrane)であることが顕微鏡観察により報告

された。また私たちはこれまでに細胞外基質の硬さにより

接着斑タンパク質が脂質ラフト膜(界面活性剤不溶性膜)

に増加することを示し、そのことが細胞外基質の硬さによ

る細胞遊走の調節に必要なことを見出している。このこと

から接着斑細胞膜は他の細胞膜に比べて特殊で、それを介して細胞機能を制御しているのでは

ないかと考え、本研究では接着斑の細胞膜の組成について生化学的手法、細胞生物学的手法を用

いて検証を試みた。 
 
３．研究の方法 

 

これまでに接着斑を単離し、それを用いて接着斑プロテオームを行っている例が報告されて

いる。そこで単離した接着斑から接着斑細胞膜も単離ができ、その生化学的解析が可能であると

考えた。まず接着斑プロテオームで利用されている手法を改変し、接着斑単離を行う実験系の確

立を行った。さらに単離した接着斑画分から脂質を抽出できる条件を検討した。また、細胞全体

の細胞膜の単離を行う手法として複数の実験系を検討した。脂質の定量には、これまでに確立し

ている高感度酵素蛍光法を用いた。さらに得られた脂質について、質量分析によりリン脂質の疎

水性尾部であるアシル鎖の解析も行った。 

脂質修飾/輸送タンパク質を接着斑に局在させることで、接着斑細胞膜の脂質組成を変える実

験系の構築を目指した。脂質修飾/輸送タンパク質としては、1)予備的結果で接着斑にコレステ

ロールが多いこと、2)コレステロール輸送体 ABCA1 の発現が脂質ラフト膜(ordered membrane)

を破壊することから、まずは ABCA1 を用いた。また、その他の脂質合成酵素、脂質分解酵素を用

いて接着斑への局在化を行った。脂質の接着斑への濃縮は、イメージングをベースとした細胞生

物学的手法の利用を検討した。 

 

 

 
図 2 接着斑構造の模式図 

ア 接着斑は 3 層からなる構造が提案さ
れているが、接着斑細胞膜層を加えた
4層からなると考える必要がある。 

インテグリン層

ビンキュリン
タリン

ビネキシン
アクチン

接着斑細胞膜

力伝達層

アクチン
調節層

細胞外基質
インテグリン

  
図１細胞外微小環境による細胞機能の
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４．研究成果 
 

プロテオームで用いられる水流を利用した接着斑単離手法について、水流の強さや時間など

の条件検討を行い、細胞から接着斑を単離できる条件を探索した。単離した接着斑画分は、免疫

染色とウエスタンブロット法で確認した。さらに、単離した接着斑画分から脂質の抽出の可否に

ついて検討したところ、全細胞面積に対する接着斑領域の面積の割合に見合う程度の脂質が抽

出できていることが確認できた。さらに、単離した細胞膜脂質のコレステロールとホスファチジ

ルコリンを酵素法により定量したところ、接着斑細胞膜のコレステロール/ホスファチジルコリ

ン比は細胞全体の脂質に比べが高いことが示された。一方で、接着斑細胞膜を細胞全体の脂質で

はなく、細胞膜の脂質と比較するために、細胞膜を単離する手法についても検討した。いくつか

の手法について細胞膜の単離について検討し、一つの手法に決定した。細胞膜の単離は免疫染色

法により行った。さらに得られた得られた接着斑画分、細胞膜画分、細胞全体の各画分につい酵

素法と質量分析法によりそれぞれの画分に含まれる脂質の定量を行った。接着斑画分は他画分

に比べコレステロール/コリンリン脂質比が高いことが分かった。加えて、ホスファチジルエタ

ノールアミンの持つアシル鎖については接着斑画分の脂質は他画分と大きな違いは検出できな

かったが、ホスファチジルコリンの持つアシル鎖については他画分に比べて長さと不飽和度の

割合が異なるアシル鎖を持つ傾向があることが分かった。本研究成果は、接着斑細胞膜は細胞膜

全体とは異なる組成であることを示唆している。 

 

次に、接着斑細胞膜を改変する実験系を構築するために、脂質修飾/輸送タンパク質を接着斑

に局在させる手法について検討した。まず、予備実験として蛍光タンパク質を、接着斑局在化を

させる領域や接着斑タンパク質との融合タンパク質として発現させ、効率よく接着斑に局在化

させる接着斑局在化領域を検討し、蛍光タンパク質を接着斑に局在化させることに成功した。つ

ぎにコレステロール輸送体であり脂質ラフトを破壊する能力を持つ ABCA1 を接着斑局在化シグ

ナルに融合して発現させたが、ABCA1 は接着斑に局在化できなかった。局在化させたいタンパク

質自体の(別の場所への)局在能力が強いと、これまでに作成していた接着斑局在化システムで

は接着斑に濃縮させられないことがわかった。そこで次に脂質修飾酵素の活性部位のみを接着

斑局在化システムに用いたところ、一部の脂質修飾酵素を接着斑に局在化させることに成功し

た。次に接着斑での局所的な脂質の変化を調べるために、接着斑に濃縮することがすでに報告さ

れている PIP2 について GFP-PH プローブを用いてその可視化と定量を試みた。しかし、発現量や

観察条件を様々に変化させたが、用いた細胞では PIP2 の接着斑への濃縮は観察できず、本実験

系では接着斑脂質の定量が困難であることが判明した。前述のように本研究により接着斑への

脂質修飾酵素の局在化については成功しているので、局在化させた脂質修飾酵素の活性とそれ

による接着斑細胞膜の脂質の変化を評価する実験系を今後さらに検討することで、接着斑細胞

膜を改変する実験系の確立が期待できる。 
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