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研究成果の概要（和文）： 

細胞の遊走は正常な個体発生、創傷治癒、血管新生などに必須の細胞機能であり、生体内
で厳密に制御されている。遊走する細胞は進行方向に対して前後軸を形成し、極性を獲得
している。本研究では、遊走細胞の極性形成に重要な役割を果たす Rho ファミリーに焦点
を絞り、Rho ファミリーの活性制御機構と Rho ファミリーによる細胞骨格制御機構を解析
することで、細胞遊走を制御する分子機構の解明を目指した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Directional cell migration is orchestrated cellular process that is required for a variety 
of physiological processes such as embryogenesis, wound healing, angiogenesis, as well 
as carcinogenesis. Migrating cells show a distinct polarity with forming front-rear axis 
toward the direction. In this study, focusing on Rho family GTPases that is critical 
regulator in polarized migration, we aimed to elucidate the molecular mechanisms 
governing migratory behavior and cell polarity. 
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１．研究開始当初の背景 

生体を構成する種々の細胞は、それぞれ特徴
的な極性を獲得し、固有の生理機能を担って
いる。遊走する細胞がその顕著な例である。
炎症細胞や線維芽細胞、内皮細胞などは細胞
外マトリクスやケモカインなどの細胞外シ
グナルに応答して遊走する。この過程で、細
胞は外界シグナルの濃度勾配に対して細胞
内に前後軸を決定し、極性を獲得している。
前方ではアクチン細胞骨格を再構築してリ
ーディングエッジを形成する。また、微小管
はリーディングエッジ側で捕捉され、その方
向に向かって再配向される。再配向された微
小管を介して種々の蛋白質や小胞が前方も
しくは後方に向かって選択的に輸送される。
その結果、細胞内に非対称性が生じ、細胞の
極性が形成される。この形成された極性を維
持することで、細胞は特定の方向に遊走する
ことができる。 
 １９８６年 Kirschnerと Mitchison（Cell）
は生細胞における微小管の挙動を観察し、伸
長と退縮を繰り返して細胞内を“search”す
る微小管が、確率的に細胞内の特定の部位に
“capture”（捕捉）されることで微小管が非
対称に配向するという“search-and-capture”
モデルを提唱した。その一方、低分子量 GTP
結合蛋白質 Rhoファミリーが様々な細胞外シ
グナルの下流で細胞骨格や接着、細胞運動、
蛋白質および小胞輸送を制御し、細胞の極性
や遊走を調節していると考えられていた。ま
た、Rho ファミリーとその標的蛋白質による
アクチン細胞骨格の制御機構の全貌は明ら
かになりつつあったものの、Rho ファミリー
が微小管の配向を制御する分子機構は不明
であった。研究開始当初までに、申請者らは
微小管の伸長するプラス端のみに濃縮する
plus-ends-tracking proteins (+TIPs) の
CLIP-170 や APC (adenomatous polyposis 
coli)を Rac1/Cdc42 標的蛋白質 IQGAP1 の新
規結合蛋白質として同定し、遊走する細胞の
リーディングエッジで活性化された Rac1 や
Cdc42 が、IQGAP1 と CLIP-170/APC を介して
微小管を捕捉することを明らかにしていた
（深田ら Cell 2002、渡辺ら Dev Cell 2004）。
その後も、我々を含む国内外の研究者により、
Rho ファミリーの標的蛋白質と+TIPs との相
互作用が報告されたが、遊走時におけるリー
ディングエッジでの微小管の捕捉機構は判
然としていなかった。 
 微小管の配向制御を含め、Rho ファミリー
は細胞極性や遊走全般における主要な制御
因子である。Rho ファミリーの活性が細胞内
で部位特異的に制御されることで、遊走する
細胞は一度獲得した極性を維持している。す
なわち、細胞が遊走する際には、ポジティブ
もしくはネガティブフィードバックにより、
局所的に Rhoファミリーの活性が維持されて

いることが推測されていたものの、遊走細胞
における Rhoファミリーのクロストークは未
だ不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
本研究では線維芽細胞および上皮細胞の極
性形成と遊走を制御するシグナル伝達機構
を明らかにすることを目的とした。Rho ファ
ミリーと IQGAP を手がかかりにし、遊走細胞
前方における微小管の捕捉機構を明らかに
する。一方で、Rho ファミリー間のクロスト
ークにおいて中心的な役割を担う可能性が
高い PAR 複合体に着目し、細胞極性形成、遊
走における Rho ファミリーの活性制御機構
を明らかにする。これらの解析により、遊走
細胞が前後軸を決定・維持する分子機構を明
らかにすることを目指した。 
 

３．研究の方法 

（１）細胞レベルでの微小管の捕捉機構の解
析：微小管の非対称性に重要な役割を担って
いると考えられる CLASP2 のアフィニティー
カラムクロマトグラフィーを行い、新規結合
蛋白質を同定した。特に、Rhoファミリー関
連分子に着目し、CLASP との性状解析を行っ
た。一方、細胞極性形成に重要な役割を担っ
ている GSK-3が CLASPをリン酸化して不活性
化すると推定されていたため、その CLASP リ
ン酸化に着目した。具体的には CLASP のリン
酸化抗体を作製し、時空間的な CLASP 活性制
御機構と、細胞膜近傍における微小管、+TIPs、
Rhoファミリーの相互関係の解析を行った。 
（２）微小管捕捉機構の in vitro での再構
築：精製蛋白質を用いて+TIPs の挙動を in 
vitro で再構築することを試み、+TIPs 微小
管のプラス端に濃縮する分子機構やその活
性制御機構を解析した。さらに、細胞膜近傍
における微小管の挙動を+TIPsと IQGAP1を用
いて in vitro で再構成することを試みた。
具体的には、側壁にストレプトアビジンを固
相化したチャンバーを用い、ビオチン化した
IQGAP1 を側壁に塗布する（仮想リーディング
エッジ）。さらに、チャンバー内で蛍光ラベ
ルした精製 CLIP-170や CLASP と微小管を加
えて重合させる。側壁まで重合した微小管は
IQGAP1 と相互作用すると考えられる（下図参
照）。側壁に衝突した微小管のダイナミクス
を測定することで、微小管の捕捉機構を in 
vitro で検証した。 
 



（３）Rhoファミリーのクロストークによる
前後軸の決定機構：Rho ファミリーのクロス
トークに重要な役割を担っているグアニン
ヌクレオチド交換因子 Tiam1 に着目し、その
結合蛋白質を同定し、結合蛋白質との複合体
の性状解析を行った。 
（４）Par複合体による細胞遊走の制御機構： 
 Par-3の活性制御機構と作用機構を明らか
にするために、アフィニティーカラムクロマ
トグラフィーと質量分析（LC-MS/MS）を組み
合わせることにより、Par-3 の結合蛋白質を
網羅的に同定し、その生理的意義を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）+TIPs の一つである CLASP は遊走する
細胞内で非対称に微小管先端に濃縮し、細胞
の極性を制御すると考えられている。我々は
CLASP2の新規結合蛋白質として Rhoファミリ
ーRac1・Cdc42 の標的蛋白質 IQGAP1 を同定し
た。IQGAP1 の C 末端が CLASP2 の結合活性を
有すること、CLASP2 のセリン・アルギニン残
基に富む領域が IQGAP1 との結合を担ってい
ることを見出した。さらに、他の極性制御因
子である GSK-3が CLASP2の IQGAP1結合領域
を直接リン酸化し、IQGAP1 との結合を負に制
御することも見出した。GSK-3 によるリン酸
化サイト特異的な抗 CLASP2 抗体を作製し、
細胞内での局在を検討したところ、リン酸化
型 CLASP2 はゴルジ体に濃縮するのみで、微
小管先端にそのシグナルは認められなかっ
た。また、GSK-3による CLASP2のリン酸化は、
CLASP2 と EB1との結合も負に制御し、CLASP2
の微小管への局在も抑制することを見出し
た。IQGAP1 がアクチンフィラメントに結合し、
遊走する細胞のリーディングエッジに濃縮
すること、IQGAP1 が CLIP-170 や APC など他
の+TIPs と結合することを考え合わせると、
本研究成果は IQGAP1 がアクチンフィラメン
トと微小管を繋ぐリンカーとして中心的な
機能機能を担っていることを示唆している
（下図参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IQGAP1 のリーディングエッジにおける機能
模式図 
 
（２）これまでの研究成果を踏まえ、IQGAP1
による微小管捕捉機構を in vitro で再構築
することを試みた。まず、+TIPの細胞内の挙
動を再構成する目的で、代表的な+TIPs であ

る EB1 と CLIP-170 を大腸菌から精製した。
必要に応じて蛍光蛋白質 GFPとの融合蛋白質
を用いた。ガラス表面にビオチン化チューブ
リンを含む微小管シードを固相化し、溶液に
微小管重合に必要なチューブリン（赤色蛍
光）、+TIPs（緑色蛍光）、GTP などを加えて微
小管を重合させた。蛍光を全反射顕微鏡で検
出したところ、EB1 は自立的に伸長する微小
管先端に濃縮するのに対し、CLIP-170は EB1
の存在依存的に微小管先端に濃縮すること
を見出した（下図参照）。 
 
 
 
 
 
in vitro での+TIPsの再構成 
 
さらに、CLIP-170 結合領域を含む IQGAP1 フ
ラグメントを大腸菌から精製し、微小チャン
バー側壁に固相化した。チャンバー内に微小
管形成中心を据え、+TIPs を入れた状態で微
小管を重合させ、側壁に衝突した微小管
（IQGAP1 と相互作用すると考えられる）の挙
動を解析したところ、チャンバー側壁に沿っ
て微小管が重合する様子を捉えた。この予備
的な知見から、IQGAP1 は CLIP-170 を介して
微小管をガイドすることが考えられる。 
 
（３）Tiam1 の結合蛋白質としてインテグリ
ンの活性化を担うタリンを同定し、両者が直
接結合することを見いだした。遊走する細胞
内で Tiam1 の局在を検討したところ、Tiam1
は遊走方向前方のフォーカルアドヒージョ
ンにタリン依存的に局在した。さらに、Tiam1
やタリン、両者の結合が接着依存的な Rac の
活性化に必要なこと、フォーカルアドヒージ
ョンの正常な形成・脱形成にも両者は必要で
あった。また、aPKCの活性を抑制すると Tiam1
のフォーカルアドヒージョンへの濃縮が阻
害されることを見出した。これらのことから、
Tiam1 はタリンを介してフォーカルアドヒー
ジョンに濃縮し、遊走細胞前方での Racの活
性を担っていることが考えられた。Par 複合
体（特に、Par3 と Tiam1 の結合と aPKC によ
る Tiam1 のリン酸化）が Tiam1 のフォーカル
アドヒージョンへの濃縮を制御しているこ
とが予想された。 
 
（４）Par3のアフィニティーカラムクロマト
グラフィーを行い、その結合蛋白質をショッ
トガン法で網羅的に同定した。２００以上の
結合候補蛋白質が同定され、中でも極性を制
御する PI-3Kと FAKに着目した。Par3と PI-3K、
FAK は直接相互作用し、それらがフォーカル
アドヒージョンに濃縮することを見出した。
PAR3 の遺伝子発現を RNAi により抑制、ある



いは PI3-K結合領域や FAK結合領域を強制発
現させると接着依存的な PI-3Kと FAKの活性
化が抑制されたことから、Par3とそれらの結
合はインテグリン outside-in シグナルに関
与することが考えられた。 
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