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研究成果の概要（和文）：細胞膜と細胞骨格の相互作用の正確な制御は動物細胞の細胞質分裂にとって必須であ
るが、その分子機構は明らかでない。本研究では種々の細胞骨格細胞膜結合性因子の分裂期細胞内動態、機能解
析を通して、細胞質分裂を司る膜、細胞骨格相互作用機構の理解を目指した。我々はERMタンパク質が細胞質分
裂期に他の膜結合タンパク質とは異なる特徴的な細胞内動態および局在依存性を持つことを発見した。ERMタン
パク質の欠損は細胞質分裂の完了を阻害しなかったが、膜収縮運動の特性を変化させた。興味深いことに、他の
膜因子の発現を抑制するとERMの分裂位置への集積が顕著に増加し、収縮運動により積極的に寄与するようにな
ることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Precisely controlled actin-membrane interactions are required for animal 
cytokinesis. We investigated the dynamics and functions of ERM (Ezrin/Radixin/Moesin) proteins in 
control of cytokinesis in human cells. We found that stable association of ezrin to the furrow 
depended on cholesterol, but not on RhoA. Depletion of ERMs significantly changed the kinetics of 
furrow ingression but did not drastically affect the accuracy of cytokinesis. Notably, however, in 
the background of anillin and supervillin co-depletion, ezrin became drastically accumulated at the 
furrow and substantially contributed to the furrow ingression activity. The ERM-driven cleavage 
furrow in the anillin- and supervillin-depleted cells was narrower than that in unperturbed cells, 
suggesting characteristic mechanical property of ERM in inducing cell deformation. These results 
provide insight into cooperative regulatory system of actin-membrane interaction featuring multiple 
linkers with distinct molecular properties.
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞周期の最後、細胞膜のくびれ運動によ

り細胞が二分される「細胞質分裂」は、生命

継承に必須の現象である。くびれ運動は、分

裂位置に現れる「収縮環」によって駆動され

るが、構成要素の激しい分子交換と解体を伴

って収縮する収縮環が、細胞膜と継続的な相

互作用を維持しながら、細胞膜に変形力を伝

搬する仕組みは不明である。その要因は、収

縮環と細胞膜を係留する分子装置の実体が

明らかでないことにある。これまでに細胞膜

と細胞骨格を係留するリンカータンパク質

が数多く同定されてきたが、それらが協調し

て細胞質分裂の制御に関わる仕組みは不明

である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、①細胞局在解析および細胞内

機能解析を用いて収縮環の細胞膜への係留

に関与する細胞骨格・細胞膜結合性因子を網

羅的に同定し、②それらの細胞質分裂期にお

ける細胞内動態や膜変形運動における機能、

因子間の協働関係を明らかにすることを目

指した。これらを通して細胞質分裂期に収縮

環と細胞膜の間で起こる細胞装置間相互作

用の実態を理解することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 

(1) 細胞材料 

 本研究の実験にはすべてヒト子宮頸がん

由来 HeLa 細胞、およびヒト大腸ガン由来

DLD-1 細胞を用いた。いずれも DMEM 培地に

10%牛胎児血清および抗生物質（ペニシリ

ン・ストレプトマイシン）を添加した培地で

摂氏 37 度、5%CO2 の環境を維持するインキュ

ベーター内で培養した。 

 

(2) 遺伝子阻害実験 

 遺伝子阻害実験には RNAi 法を用いた。具体

的には、各標的遺伝子をコードするsiRNAを、

Lipofectamin RNAiMAX (invitrogen)により

細胞内に導入し、1-4 日間培養することで、

遺伝子発現阻害を行って下記の実験に供し

た。各種外性遺伝子の導入には JetPEI 

(Polyplus science)を使用した。 

 

(3) 間接蛍光抗体法 

 細胞内における細胞骨格・細胞膜結合性因

子の局在を解析するために間接蛍光抗体法

を行った。具体的には細胞を 3.2%パラフォル

ムアルデヒド含有緩衝液で固定後、0.5%トラ

イトン X100 含有緩衝液で透過処理し、蛍光

抗体法によって標的遺伝子産物を染色する

ことで観察した。パラフォルムアルデヒドに

より抗原性が失われてしまう標的を染色す

る際には100%メタノールもしくは10%トリク

ロロ酢酸を用いて細胞固定を行った。各種因

子の抗体は、メーカーから購入して用いた。 

 

(3)細胞観察 

 細胞観察は、60x および 100x 対物レンズを

装着したスピニングディスク型コンフォー

カル顕微鏡によって行った。生細胞観察の場

合、観察の数時間前に細胞培養液をフェノー

ルレッド不含の培地に交換し、ステージイン

キュベーター内で、摂氏 37 度、5%CO2 環境の

下で、細胞をカバーガラスボトムチャンバー

内に培養した状態で蛍光タンパク質によっ

てタグした標的因子の細胞内動態を観察し

た。 

 

(4)生化学実験 

 タンパク質発現量解析は、ウェスタンブロ

ット法を用いて行った。まず、細胞をサンプ

ルバッファーにより溶解、ボイルしたのち、

SDS-PAGE ゲルにアプライして、電気泳動した。

タンパク質の展開後、ゲルを PVDF 膜にトラ

ンスファーし、各因子特異的抗体により標的

タンパク質を検出した。 



 

４．研究成果 
 

(1) アニリン阻害細胞における各細胞骨格・

細胞膜結合性因子の細胞内局在 

 先行研究により、細胞骨格・細胞膜結合性

因子アニリンが細胞質分裂期に細胞分裂位

置に集積し、収縮環の収縮運動制御に必須の

役割を果たすことが知られている（Oegema ら、

2000 Journal of Cell Biology など）。アニ

リンの発現抑制細胞では、収縮環が細胞の分

裂位置から途中で脱離することで細胞質分

裂の進行および完了が重度に抑制され細胞

が分裂に失敗するが、その際にも収縮環の収

縮運動の開始は正常に起こり、また、その他

の細胞膜の変形運動も観察される。このため、

アニリン以外にも細胞質分裂期の細胞膜変

形に関わる重要な因子が存在することが推

測された。 

 そこで、アニリン発現抑制細胞において、

GFP タギング法により、種々の細胞骨格・細

胞膜結合性因子の細胞内動態を生細胞観察

し、細胞膜変形活動に関わる特徴的な挙動を

示す因子を探索した。その結果、正常細胞に

おいてすでに分裂位置への集積が報告され

ていた ERM（Ezrin/Radixin/Moesin）タンパ

ク質（Sato ら、1991 Journal of Cell Biology）

が、アニリン発現抑制細胞において興味深い

挙動を示すことを見出した。Ezrin-GFP は、

分裂開始時から細胞赤道上の分裂位置に集

積し、アニリン発現抑制による収縮環の脱離

後も分裂位置の細胞がくびれた部位に集積

し続けた。これは、収縮環の脱離後に収縮環

とともに分裂位置から脱離する Supervillin

など他の細胞骨格・細胞膜結合性因子とは極

めて異なる特徴的な動態であった。さらに、

Ezrin-GFP は細胞の極表層が収縮する際にの

み極にも一過的に集積することが見出され

た。これらの観察から、ERM タンパク質がア

ニリン発現抑制時に細胞膜が変形する部位

に特徴的に局在する因子であることがわか

ったため、その局在メカニズムおよび細胞変

形における機能をさらに解析することにし

た。 

 

(2) ERM タンパク質の細胞分裂位置への局在

依存性 

 先行研究により、ERM タンパク質の細胞膜

との相互作用には低分子量Gタンパク質RhoA

によって制御されるシグナリング経路が関

与することが示されていた（Hirao ら、1996 

Journal of Cell Biology）。RhoA は細胞質分

裂制御において収縮環の形成・機能に必須の

役割を果たすことから（Mabuchi ら、1993 

Zygote）、まず ERM タンパク質の細胞分裂位

置への局在における RhoA の重要性を検証し

た。RNAi により RhoA の発現を抑制すると、

内性 RhoA タンパク質の発現が効率的に抑制

され、RhoA 依存的に分裂位置に集積すること

が知られている Citron kinase（Madaule ら、

1998 Nature）の分裂位置への集積が抑制さ

れた。このとき、ERM タンパク質はコントロ

ールと同様に分裂位置に集積し続けること

がわかった。 

 一方、細胞質分裂期に細胞分裂位置に集積

することが知られるコレステロールをメチ

ルβシクロデキストリン処理によりキレー

トすると、著しく ERM タンパク質の分裂位置

への集積が抑制され、細胞の極部位へ散逸す

ることがわかった。このとき、アニリンや

RhoA は分裂位置に局在したままであったこ

とから、ERM の細胞内局在が、これらの細胞

質分裂関連細胞膜結合性タンパク質とは異

なる分子メカニズムにより制御されている

ことが明らかになった。 

 

(3) ERM タンパク質の細胞質分裂制御への関

与 

 次に ERMタンパク質の細胞質分裂制御にお

ける機能を解明するために、RNAi によりすべ

ての ERM タンパク質を同時抑制し、分裂進行



への影響を調べた。ERM の発現抑制は細胞質

分裂の失敗によって引き起こされる細胞の

二核化の発生率を顕著には上昇させなかっ

たが、細胞質分裂における膜変形の動態を生

細胞観察により詳細に解析すると、ERM の抑

制により収縮運動の開始フェーズが加速し、

逆に本来収縮が加速される収縮進行フェー

ズにおける最大収縮速度が有意に減少して

いることを見出した。このことから、ERM は

分裂位置における細胞膜変形に必須ではな

いが、膜変形の動態制御に関与している可能

性が示唆された。また、アニリンと ERM を同

時発現抑制すると、通常アニリン抑制細胞で

見られる細胞極表層の収縮現象が劇的に抑

制されることがわかった。このことから、ERM

は分裂位置だけでなく分裂細胞全体におけ

る細胞膜と細胞骨格の相互作用に関与して

いることが示唆された。 

 一方で、アニリンと同時に別の細胞骨格・

細胞膜結合性因子であるSupervillinを発現

抑制すると、アニリンを単独で発現抑制した

際に見られる分裂位置での細胞膜収縮速度

の減少が部分的に抑制される（加速される）

ことを見出した。興味深いことに、アニリン

とSupervillinを同時に発現抑制した細胞で

は、Ezrin の分裂位置への集積が数倍程度増

加することがわかった。さらに、アニリン、

Supervillin に加えて ERM を同時発現抑制す

ると、アニリン、Supervillin 発現抑制時に

見られた収縮速度の加速が完全に抑制され

たことから、ERM は、他の重要な収縮制御性

の膜タンパク質が欠損した際に、それらの欠

失を相補する新奇の役割を有していること

が明らかになった。 
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