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研究成果の概要（和文）：上皮細胞間の細胞間接着形成における細胞膜の役割については、不明な点が多い。
我々は、突出膜の形成を制御するI-BARタンパク質の、細胞間接着形成における役割を調べた。その結果、I-BAR
タンパク質は、上皮細胞の突出膜構造に加え、細胞間接着に分布した。I-BARタンパク質をノックアウトする
と、密着結合における直線性の低下と、アクチン繊維の減少が認められた。さらに、I-BARタンパク質のノック
アウトにより、上皮バリア機能の低下が認められた。従って、I-BARタンパク質は、細胞間接着の形成および維
持に重要な役割を有する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The role of cell membranes in cell-cell adhesion formation between 
epithelial cells is largely unknown. We investigated the role of the I-BAR proteins, which regulate 
the formation of protruding membranes, in intercellular adhesion formation. The I-BAR proteins were 
distributed not only in the protruding membrane structures of epithelial cells but also in the 
cell-cell adhesion. Knocking-out the I-BAR proteins resulted in decreased linearity in tight 
junctions and decreased actin filaments. Furthermore, knockout of the I-BAR proteins resulted in the
 impairment of epithelial barrier function. Therefore, it was suggested that the I-BAR proteins may 
have an important role in the formation and maintenance of the cell-cell adhesion.

研究分野：細胞生物学

キーワード： I-BARタンパク質　細胞間接着

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、これまで不明であった細胞間接着の形成における細胞膜の形態制御の重要性が明らかとなった。
細胞間接着は、生物の形態形成時に重要であり、I-BARタンパク質のノックアウトマウスは胎生致死を示すとの
報告があることから、形態形成における細胞間接着の制御にI-BARタンパク質が関与する可能性が示唆された。
また、細胞間接着の形成不全は、がんの浸潤・転移と関連していることから、I-BARタンパク質の機能不全がが
んの悪性化に関与する可能性が示唆された。

※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 

上皮細胞は、隣接する同種細胞との間に細胞間接着を形成することで、上皮細胞層として機能

する。細胞間接着は、まず接着分子カドヘリンやネクチンの結合による隣接細胞同士の細胞間接

着により開始される。その後、クローディンの結合による密着結合の形成、接着部位の細胞質側

を裏打ちする F-アクチン骨格の形成を経て、次第に成熟した細胞間接着が形成される。細胞間

接着の形成および維持における細胞間接着分子とその細胞内結合分子、および接着部 F-アクチ

ン骨格の構造、機能、およびそれらの活性制御機構については、これまでの広範な研究により、

非常に多くの知見が得られている。 

それに対し、細胞間接着の形成における細胞膜の役割については、未だ不明な点が多い。細胞

間接着分子は細胞膜貫通タンパク質である。従って細胞膜は、接着形成の際には突出膜を形成し、

細胞膜同士を近づけることで接着分子間の結合を促し、接着後には接着構造の安定性をサポー

トする役割を担うと考えられる。しかしながら、細胞間接着の際に突出膜形成は観察されるもの

の、その形態を時空間的に制御し接着を促進する機序は明らかでない。 

 BAR ファミリータンパク質は三日月形の二量体を形成し、陽電荷を介して脂質膜に結合し、

多量体を形成することで、膜の形態を制御する。BARファミリータンパク質のうち I-BARタン

パク質は、5種類の分子が知られ、フィロポディア、ラメリポディア等の突出膜の形成を制御す

る。しかしながら、I-BARタンパク質の細胞間接着形成における関与は明らかでない。 

我々は予備的検討により、I-BAR タンパク質のひとつが上皮細胞で突出膜に分布し、E-カド

ヘリンを介した細胞間接着の形成を促進するとともに、接着形成後の細胞間接着にも分布し、E-

カドヘリンや密着結合の機能を制御する現象を見出した。従って、I-BAR タンパク質による細

胞膜の形態制御が、細胞間接着の形成および維持を制御する可能性が高い。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、I-BAR タンパク質が、細胞膜の突起構造を形成して細胞間接着の形成を制

御すると共に、膜を安定化して接着の維持に関与する分子メカニズムを明らかにする。そして、

細胞間接着形成における細胞膜の形態制御の重要性を解明する。 

 

３．研究の方法 

(1)I-BAR タンパク質による細胞間接着の形成過程の制御 

① mVenus を I-BAR タンパク質の上流にノックインした Caco2 細胞株を、ガラスベースディッ

シュにまきこみ、培養した後、CO2チャンバー付き共焦点顕微鏡でライブ観察を行い、細胞間接

着の形成時における I-BAR タンパク質の挙動を詳しく観察した。 

② 野生型または I-BAR ノックアウト細胞の細胞膜を membrane-GFP や CellMask™ Plasma 

Membrane Stains で染色し、接着形成時の細胞膜の動態をライブ観察した。 

(2) I-BAR タンパク質による細胞間接着の成熟・維持の制御 

① 野生型または I-BAR タンパク質ノックアウト細胞をトランスウエルで 6 日間培養した後、

経上皮電気抵抗を調べることで、上皮バリア機能への I-BAR タンパク質の関与を調べた。 

② CRISPR-Cas9 法で I-BAR タンパク質を複数ノックアウトした細胞を作製し、細胞間接着分子

の分布変化や上皮バリア機能への影響を調べた。 

③ I-BAR ノックアウト細胞に、I-BAR タンパク質の全長、膜結合変異体を発現し、ノックアウ

トのフェノタイプがレスキューされるかを調べた。 

④ 野生型または I-BAR タンパク質ノックアウト細胞に、蛍光ラベルした細胞間接着分子を発

現し、FRAP を行うことで、細胞間接着分子の可動性に I-BAR タンパク質が関与するかを調べた。 

⑤ mVenus を I-BAR タンパク質の上流にノックインした Caco2 細胞株を、GFP 抗体ビーズを用

いて免疫沈降し、MS解析を行うことで、相互作用分子の探索を行った。 



⑥ HEK293 細胞に I-BAR タンパク質と密着結合タンパク質を共発現し、免疫沈降を行って、両

者の相互作用を調べた。また、mVenus を I-BAR タンパク質の上流にノックインした Caco2 細胞

株で mVenus-I-BAR タンパク質免疫沈降し、その密着結合分子が共沈降するかを調べた。さらに、

I-BAR タンパク質とその分子との相互作用を Alphafold 2 で解析し、相互作用に関与しうるアミ

ノ酸残基を調べた。 

 

４．研究成果 

上皮細胞の細胞間接着の形成における細胞膜の役割については不明な点が多い。BAR ファミリ

ータンパク質は、二量体で脂質膜に結合して、かつ多量体を形成することで、膜の形態を制御す

る。BAR タンパク質サブファミリーのひとつ I-BAR タンパク質は、突出膜の形成を制御するが、

細胞間接着の形成・維持における I-BAR タンパク質の関与は明らかでない。 

我々は、予備検討において、I-BAR タンパク質が突出膜に加え、細胞間接着に分布することを

見出した。I-BAR タンパク質をノックアウトした Caco2 上皮細胞株を作製し、細胞間接着分子の

分布を調べたところ、細胞間接着分子 E-カドヘリンの頂端面の分布が減少し、側底面の分布が

diffuse になった。また、密着結合分子 ZO1 の分布の直線性が低下した。さらに、細胞間接着の

頂端部に分布するアクチン繊維が、ノックアウト細胞で減少していた。そこで、I-BAR タンパク

質が細胞膜の突起構造を形成し、細胞間接着の形成を制御する分子メカニズムを検討した。 

まず、mVenus を I-BAR タンパク質の上流にノックインした Caco2 細胞株でライブイメージン

グを行ったところ、細胞間接着形成直前のラメリポディアに分布していた。また、membrane-RFP

を野生型または I-BAR タンパク質ノックアウト細胞に発現して膜の動態を調べたところ、ノッ

クアウト細胞で、膜の動きがより不安定な傾向が認められた。 

I-BAR タンパク質は、細胞間接着において、密着結合のタンパク質とよく共局在していた。密

着結合は、上皮細胞のバリア機能に関与する。そこで、経上皮電気抵抗の測定を行って上皮バリ

ア機能を調べたところ、ノックアウト細胞では、上皮バリア機能が著しく低下していた。 

そこで、I-BAR タンパク質ノックアウト細胞に、EGFP タグを付した I-BAR タンパク質を安定発

現したレスキュー細胞を作製した。その結果、ノックアウトによる密着結合の漏れが、レスキュ

ー発現により回復した。これに対し、膜に結合しない変異体を発現した細胞では、密着結合の漏

れがレスキューされなかった。従って、I-BAR タンパク質は、膜の形態制御を介して、密着結合

の形成に関与することが裏付けられた。 

次に、I-BAR タンパク質をダブルノックアウトした Caco2 細胞を作製した。細胞間接着分子の

分布を調べたところ、野生型およびシングルノックアウトと比較して、ダブルノックアウト細胞

では、密着結合の直線性が更に低下し、頂端部細胞間接着のアクチン繊維も減少した。また、ダ

ブルノックアウト細胞の細胞層では、野生型およびシングルノックアウトと比較して、上皮バリ

ア機能が更に低下した。 

さらに、蛍光ラベルした密着結合タンパク質 claudin7 を野生型、I-BAR タンパク質シングル

ノックアウト、ダブルノックアウト細胞に安定発現する Caco2 細胞を作製し、CLEM を行った。

その結果、I-BAR タンパク質をノックアウトした細胞では、claudin7 の分布する密着結合が不完

全と思われる箇所が認められ、かつ密着結合に沿ったアクチン繊維の分布が減少していた。 

そこで、I-BAR タンパク質と種々の密着結合タンパク質との相互作用を調べたところ、密着結

合タンパク質の一つが I-BAR タンパク質と共免疫沈降した。Alphafold 2 による解析を行ったと

ころ、両者の相互作用が裏付けられた。 

以上の結果から、I-BAR タンパク質は、細胞膜の形態制御や密着結合タンパク質との相互作用

を介し、細胞間接着の形成・維持に関与する可能性が示唆された。 
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８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

細胞間の情報伝達に関わる細胞外微粒子の新たな形成機構を解明 
https://bsw3.naist.jp/research/index.php?id=2256 
 
人工知能（深層学習）により細胞内の特定たんぱく質の局在推定に成功 
https://www.jst.go.jp/pr/announce/20210805/index.html 
 
生体内を移動する細胞の基本的な振る舞いをとらえた足場となる繊維状タンパク質を1本のナノファイバーで再現 
https://bsw3.naist.jp/research/index.php?id=2655
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