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研究成果の概要（和文）：遊走細胞における前後軸形成を制御する分子機構の解明を目指し

た。遊走細胞前方では低分子量 GTP 結合蛋白質 Rac の活性が高く維持され、常に新しい

接着が形成される。さらに活性化した Rac は細胞骨格蛋白質である微小管を前方で捕捉す

る。本研究では、Rac 活性化因子である Tiam1 が接着部位に濃縮し、遊走細胞前方での

Rac の活性化を担うことを明らかにし、活性化した Rac が微小管のダイナミクスを制御す

る分子機構を解明した。 
研究成果の概要（英文）：Major aims in this research are to reveal the molecular mechanisms 
governing a front-rear polarity in motile cells. Migrating cells acquire front-rear polarity 
along the directional axis, with signaling molecules, adhesions and the cytoskeleton 
distributed asymmetrically. At the front of migrating cells, they maintain the higher 
activity of small GTPase Rac and persistently form adhesion sites toward substratum. 
Activated Rac at the front then controls microtubule dynamics. This research demonstrates 
that Tiam1 accumulates at adhesion sites and is responsible for Rac activation at the front 
of motile. Furthermore, this research also shows the molecular mechanisms controlling 
microtubule dynamics downstream of Rac in a region-specific manner. 
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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
に前後軸を形成し、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
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に再配向される。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。形成された極性、すなわち前後軸を
維持・修正することで細胞は特定の方向に遊
走する。 
 低分子量 GTP 結合蛋白質 Rho ファミリー
は、様々な細胞外シグナルの下流で細胞骨格
や接着、蛋白質および小胞輸送を制御するこ
とで、細胞の極性や遊走を調節している。遊
走細胞内で Rho ファミリーの活性は非対称
に分布しており、Rac1 や Cdc42 の活性はリ
ーディングエッジでのみ高く、RhoA の活性
は前方と後方の両方で高く維持されている。
また、遊走細胞はリーディングエッジで細胞
外マトリクスとの新たな接着を形成し、後方
ではその接着を解離させる。細胞外マトリク
スとの接着は主にインテグリンが担ってお
り、インテグリンを介するシグナルは Rac1
を活性化する。さらに、活性化した Rac1 は
細胞膜を伸展させる。すなわち、遊走細胞の
リーディングエッジでは、インテグリンと
Rac1 との間にポジティブフィードバック機
構が存在し、遊走細胞の前後軸の維持に必須
な役割を果たしている。しかしながら、どの
ようにしてインテグリンシグナルが局所的
に Rac1 を活性化するのか、またそれが遊走
細胞の前後軸形成および維持にどのように
寄与しているのか判然としていなかった。 
 
 細胞が一定方向に遊走する際、微小管の先
端は遊走方向の前方で捕捉される。+TIPs と
総称される一群の微小管結合蛋白質は伸長
する微小管の先端に濃縮し、そのダイナミク
スを制御している。さらに、+TIPs は細胞内
の特定部位と微小管を繋ぐメディエーター
と し て 機 能 し て い る 。 以 前 に 我 々 は
Rac/Cdc42 の標的蛋白質 IQGAP1 が+TIPs
の一つ CLIP-170 と結合することで、微小管
を捕捉することを提唱していた。その後、
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や脂質結合蛋白質など
細胞表層に濃縮する蛋白質と+TIPsの相互作
用が報告され、遊走細胞における微小管の捕
捉機構がいくつか提唱されていた。しかしな
がら、遊走細胞における微小管ダイナミクス
の制御機構や微小管捕捉機構は不明な点が
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。遊走細
胞の前後軸形成とその維持に中心的な役割
を担う可能性が高いインテグリンシグナル、
特に Rho ファミリーへのシグナル伝達機構

に着目し、細胞極性形成、遊走における時空
間的な Rho ファミリーの活性制御機構を明
らかにしようと試みた。一方で、cell-free で
の再構成実験を主な実験手法とし、細胞表層
におけるシグナル依存的な微小管ダイナミ
クスの制御機構と微小管の捕捉機構を明ら
かにすることを目的とした。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 
 遊走細胞における前後軸の形成をシグナ
ル伝達に基づいて解析した。インテグリンシ
グナルによる遊走細胞の前後軸調節機構の
解析においては、生化学的な解析やイメージ
ングの易しさから、主に線維芽細胞と上皮細
胞をモデルシステムとした。インテグリンか
らのシグナル伝達を担う主要分子の新規結
合蛋白質を LC-MS/MS によるプロテオミック
アプローチにより同定し、その性状解析を行
った。一方、微小管のダイナミクスおよび捕
捉機構の解析においては精製蛋白質での再
構成実験（in vitro）を主たる研究方法とし
た。これらの解析により、遊走細胞における
シグナル依存的な前後軸形成およびその調
節機構を解明することを試みた。 
 
インテグリンシグナルによる前後軸調節機
構の解明 
 タリンなどインテグリンの細胞内ドメイ
ンに結合する主要分子に着目し、アフィニテ
ィーカラムクロマトグラフィーと、ショット
ガン法による LC-MS/MS を用いて相互作用分
子を網羅的に同定し（下図参照）、インテグ
リンシグナルから Rac1 の活性化を引き起こ
すシグナル伝達機構の解明を目指した。 
 
 
 
 
 
 
 
図 LC-MS/MS ショットガン法による結合蛋
白質の同定 ラット脳抽出物と精製蛋白質
を用いてアフィニティーカラムクロマトグ
ラフィーを行い（左図）、塩で溶出する。溶
出サンプルをトリプシン消化により切断後、
LC-MS/MS によって結合蛋白質を網羅的に同
定する。 
 
再構成実験による微小管捕捉機構の解明 
 本研究では精製蛋白質を用いた in vitro
再構成実験を主な手法とした。微小管ダイナ
ミクスを解析する目的では、安定化した微小
管の種をガラス表面にビオチンを介して固
相化し、溶液中に蛍光ラベルした tubulin や



 

 

精製+TIPs を加え、全反射顕微鏡を用いて観
察することで、微小管や+TIPs のダイナミク
スを解析した（下図参照）。 
 
 
 
 
 
図 微小管ダイナミクスの解析に使用した
実験系 
 
 微小管の捕捉機構を in vitro 再構成実験
にて検証する際には、蛋白質を固相化するこ
とのできる微小チャンバーを用いた。チャン
バー側壁にストレプトアビジンを固相化し、
ビオチン化 IQGAP1を側壁に塗布することで、
仮想細胞膜を作製した。さらに、チャンバー
内で蛍光ラベルした精製 CLIP-170 とチュー
ブリンを加えて微小管を重合させる。微小管
が側壁まで重合した際に IQGAP1 と相互作用
すると考えられ（下図参照）、側壁に衝突し
た微小管のダイナミクスを測定・検証するこ
とで、IQGAP1 による微小管捕捉機構を検討し
た。 
 
 
 
 
 
 
図 IQGAP1 をチャンバー側壁に塗布し、
centrosome から重合した微小管・+TIPs が側
壁に衝突する際のダイナミクスを解析した。 
 
４．研究成果 
 インテグリンのシグナル伝達に中心的な
役割を担うタリン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 LC-MS/MS により網羅的に同定した。候補
蛋白質として Rac 活性化因子で、極性形成へ
の関与が示唆されていた Tiam1 が得られ、以
後この分子に着目して研究を遂行した。タリ
ンと Tiam1の結合を免疫沈降法で検討したと
ころ両者の共沈降が認められ、実際生体内で
も両者は複合体を形成していることが示唆
された。さらに、タリンと Tiam1 の精製蛋白
質を用いた結合実験により、直接結合するこ
とも明らかとなった。 
遊走細胞内でタリンは、インテグリンと細胞
外基質の接着部位であるフォーカルアドヒ
ージョンに濃縮する。Tiam1 の細胞内局在を
検討したところ、タリンと同様にフォーカル
アドヒージョン部位に濃縮し、一部タリンと
共局在した（下図参照）。また、この Tiam1
はタリンと直接結合することで、フォーカル
アドヒージョンへの濃縮することを見出し
た。フォーカルアドヒージョンへの濃縮分布

を詳細に検討したところ、タリンの局在は遊
走細胞内で一様にフォーカルアドヒージョ
ンに濃縮したのに対し、Tiam1 は遊走方向前
方の比較的大きなフォーカルアドヒージョ
ンに有意に濃縮した。 

図 遊走細胞におけるタリン（緑）と Tiam1
（赤）の局在 
 
タリンと Tiam1のインテグリンシグナルにお
ける役割を解析する目的で、RNAi により両者
の発現を抑制し、接着依存的な Rac の活性を
測定した。その結果、タリンと Tiam1 をノッ
クダウンした細胞では、Rac の活性化が減弱
することを見出した。また、コントロール細
胞群では接着後経時的に細胞面積や細胞周
長が増加するのに対し、タリンあるいは
Tiam1 をノックダウンした細胞群ではこの増
加が抑制されることも見出した。ノックダウ
ン細胞群に見られた細胞形態の異常はそれ
ぞれの野生型を発現することによりレスキ
ューされが、Tiam1 結合能を欠いたタリンで
はレスキューされなかった。さらに、タリン
あるいは Tiam1 をノックダウンすると、フォ
ーカルアドヒージョンの形成と解離が遅延
すること、細胞遊走が抑制されることも明ら
かになった。これらのことから、Tiam1 はタ
リンと結合することで遊走細胞前方のフォ
ーカルアドヒージョンに濃縮し、インテグリ
ンシグナルの下流で Racを活性化することで、
細胞遊走に関与していることが示唆された
（下図参照）。 

図 フォーカルアドヒージョン部位におけ
るタリン／Tiam1 複合体の作用モデル 
 
 



 

 

 Rac 活性化因子 Tiam1 は、別の極性制御因
子 PAR 複合体（PAR6, PAR3, aPKC）と協調し
て極性を制御することが示唆されつつある。
そこで、Tiam1 のふぉーかるアドヒージョン
への濃縮に PAR複合体が関与するか否か検討
した。細胞を aPKC の阻害剤で処理すると、
フォーカルアドヒージョンでの Tiam1が減弱
した。同様の効果が aPKC をノックダウンす
ると認められることから、aPKC が Tiam1 のフ
ォーカルアドヒージョンに必要であること
が考えられた。さらに、精製蛋白質を用いた
in vitro リン酸化アッセイにより、aPKC が
直接 Tiam1 をリン酸化することを見出した。
主要なリン酸化残基は Tiam1 の N末端に位置
した。一方で、Tiam1 の N 末端は分子内のド
メインと相互作用することで、Tiam1 の活性
を抑制していることも見出した。これらのこ
とから、aPKC は Tiam1 の N末端をリン酸化す
ることで、Tiam1 の構造変化を調節し、フォ
ーカルアドヒージョンへの濃縮を制御する
ことで、遊走細胞内の局所的な Rac の活性化
や極性形成を担っていることが示唆された。 
 
 微小管捕捉とダイナミクスを in vitro で
再構成することを試み、遊走細胞における制
御機構を検討した。始めに、代表的な+TIPs
（EB1, EB3, CLIP-170, CLASP2）を大腸菌、
あるいは昆虫細胞から高純度で精製し、
cell-free での end-tracking（伸長する微小
管先端に濃縮すること）を試みた。これら
+TIPs は mGFP (単量体緑色蛍光蛋白質)との
融合蛋白質としても調製し、そのダイナミク
スの観察を可能とした。その結果、EB1 や EB3
は他の+TIPs の非存在下、すなわち自立的に
end-tracking したのに対し、CLIP-170 や
CLASP2 は EB1 あるいは EB3 存在下でのみ
end-tracking した。また、CLIP-170 や CLASP2
の微小管への局在は EBs (EB1 や EB3)に依存
しなかった。これらのことから、EBs は他の
+TIPs を微小管先端にリクルートする主要制
御因子であることが考えられた。次に
CLIP-170 のリン酸化に着目して、CLIP-170
の挙動を与える因子のスクリーニングを行
った。各種阻害剤やキナーゼの RNAi などの
方法で、CLIP-170 をリン酸化する酵素として
AMPK や Plk1 を同定した。上記 in vitro 再構
成系において、AMPK による CLIP-170 のリン
酸化の意義を検討したところ、AMPK によって
リ ン 酸 化 さ れ た CLIP-170 は そ の
end-tracking 能や微小管結合能が減弱する
ことが明らかとなった（下図参照）。 
 また、この CLIP-170 のリン酸化は、微小
管構成成分であるチューブリンと CLIP-170
の結合を特異的に抑制し、EBs と CLIP-170 の
結合には影響しないことを見出した。さらに、
遊走細胞内で AMPK による CLIP-170 のリン酸
化の意義を検討した。CLIP-170 や AMPK を 

図 AMPK による CLIP-170 リン酸化の影響 
上のパネルは静止画像、下のパネルはそれぞ
れのキモグラフを示している。緑は CLIP-170、
赤は微小管。ATP(＋)のパネルにおいて
CLIP-170 がリン酸化されている。 
 
RNAi によってノックダウンすると、細胞の極
性化や遊走が抑制されることが明らかとな
った。また、この効果は野生型の CLIP-170
や AMPKを発現させるとレスキューされたが、
CLIP-170 のリン酸化サイトをアラニンに置
換した変異体（リン酸化されない変異体）や
アスパラギン酸に置換した変異体（リン酸化
を模倣する変異体）を発現させてもレスキュ
ーされなかった。これらのことから、
CLIP-170 のリン酸化、脱リン酸化のサイクル
が遊走細胞の極性形成や遊走に重要な役割
を担っていることが示唆された。 
 
 微小管捕捉機構を in vitro で検証する目
的で、微小チャンバー側壁に IQGAP1 を塗布
し、衝突する微小管のダイナミクスを解析し
た。チャンバー内には蛍光ラベルしたチュー
ブリン、CLIP-170、CLIP-170 の end-tracking
に必要な EB3 を加えた。その結果、コントロ
ールの壁では CLIP-170 の蛍光シグナルが衝
突後、すぐに消えるのに対し、IQGAP1 を塗布
した壁では CLIP-170 が壁に沿って進む様子
を捉えた。この結果は、IQGAP1 が微小管の退
縮を抑制し、微小管をガイドする可能性が考
えられた（下図参照）。 

図 IQGAP1 の微小管への作用モデル 
 
さらに、細胞内では IQGAP1 は遊走細胞前方
でアクチンフィラメントに固相化されてい
るため、そこで CLIP-170 を相互作用するこ



 

 

とで微小管をガイドすることが示唆された。 
 
以上の研究成果により、遊走細胞における
Rac の非対称な活性化パターンを制御する分
子機構を明らかにした。さらに、Rac 標的蛋
白質 IQGAP1 による微小管捕捉機構を in 
vitro で再構成し、その分子機構の解明が進
んだ。 
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