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研究成果の概要（和文）：基底膜の主要構成蛋白質であるラミニンがどの様な分子機構で細胞の

機能（増殖・分化・生存・遊走等）を制御しているかを明らかにするため、ラミニン受容体で

あるインテグリンを基盤とする接着装置に着目した。本研究では、この接着装置を構成する蛋

白質の同定をプロテオミクス解析により行った。その結果、テトラスパニンを主要構成成分と

する新たな接着構造体を明らかにした。この構造体のさらなる解析は、特にラミニン上におけ

る細胞遊走の分子機構の解明につながると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms by which basement 

membrane laminins regulate various cellular functions such as growth, differentiation, 

survival and migration, we focused on cell adhesion complexes based on laminin-binding 

integrins. As a result of the proteomic analyses of the complexes, we found the possibility 

that tetraspanin-enriched structures are involved in the regulation of the rear-end 

retraction in migrating cells on laminins. 
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１．研究開始当初の背景 

生体の内側と外側を隔てている上皮細胞は、

外界とのインターフェースとして生体の恒常

性維持に重要な働きをしている。基底膜は上

皮細胞の基底面に存在する薄い膜状の構造体

で、上皮細胞の単なる支持体として働くだけ

ではなく積極的に細胞に働きかけ、上皮細胞

の増殖や分化、生存、移動等の制御に働いて

いる。インテグリンα3β1 は上皮細胞において

多く発現し、基底膜の主要構成成分であるラ

ミニンの受容体として機能している。この時、

インテグリンα3β1は様々な蛋白質と結合し複

合体を形成することにより細胞接着装置を形

成する。このインテグリンα3β1 を基盤とする
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細胞接着装置は、基底膜ラミニンから上皮細

胞への制御シグナルの発信基地として働くと

考えられるが、その実体についてはほとんど

わかっていない。 

 研究代表者が所属する研究室では、ラミニ

ンの作用機構について、間質に存在する細胞

外マトリックス（ECM）蛋白質と比較するこ

とにより研究を進めてきた。その結果、ラミ

ニンが間質のECM 蛋白質とは異なる生物活

性や細胞内シグナルを引き起こすことを見出

し報告している。このことは、インテグリン

α3β1 を基盤とする細胞接着装置が、基底膜ラ

ミニンからの情報を独自の機構により処理・

発信していることを意味する。それ故、「イ

ンテグリンα3β1 が、どの様な蛋白質を構成因

子とする細胞接着装置を形成するのか？」を

明らかにすることは、ラミニン特異的な作用

分子機序を見出す上で非常に重要である。 

 

２．研究の目的 

 基底膜ラミニンの受容体であるインテグリ

ンα3β1 を基盤とする細胞接着装置の全容解

明を目的とし、“細胞の足”であるSAM

（substrate-attached material）、およびイ

ンテグリンα3β1 と高い特異性を持って結合

しているテトラスパニンCD151 に着目し研

究を行う。本研究では、これらの解析で得ら

れた結果をもとに、ラミニン特異的な細胞接

着装置構成蛋白質を見出し、その細胞接着応

答における機能を明らかにする。本研究を通

して、基底膜と上皮細胞間の情報伝達機構を

理解し、基底膜がどの様な分子機序により上

皮細胞の機能を制御しているかを解明する。 

 

３．研究の方法 

（1）“細胞の足”であるSAM

（substrate-attached material）のプロテオ

ミクス解析をLC-MS/MS（liquid 

chromatography coupled with tandem mass 

spectrometry）により行い、ラミニン特異的

なものを探索し解析を行う。 

 

（2）ラミニン受容体インテグリンα3β1 と特

異的に会合することが知られているCD151 

の結合蛋白質を、ラミニン特異的構成蛋白質

として解析する。 

 
４．研究成果 
（1）インテグリン31 を基盤とする細胞接
着装置のプロテオミクス解析を、LC-MS/MS

を用いて行った。その際、単にインテグリン
3 抗体を用いてアフィニティー精製を行う
のではなく、ラミニン上に接着させた細胞よ
り SAM を調製し解析に用いた。SAM とはイ

ンテグリンを介して基質に接着している細
胞の接着点“細胞の足”のことであり、培養
基質に接着した細胞を EGTA 処理により剥
がすことで得られる。SAM については 1970

年代から 1980 年代にかけて生化学的な解析
が進められてきたが、現在その解析はほとん
ど行われていない。そこで、プロテオミクス
解析が進歩した今、再び“細胞の足”SAM に
着目することにより、接着基質ラミニンに結
合した、即ち活性化し機能しているインテグ
リン31 接着複合体を選択的に集め解析を
行った。独立に三回の解析を行った結果、共
通に検出される蛋白質を 2,265 種類見出した。
さらに、ラミニンおよび間質 ECM であるⅠ
型コラーゲン上から SAM を調製し、一部の
SAM 蛋白質についてウエスタンブロット解
析を行った。その結果、インテグリン3、お
よびその結合蛋白質として知られるテトラ
スパニンウエッブ蛋白質（CD9, CD81, CD151, 

CD98, CD44, ADAM10 等）がラミニン特異的
に SAM 画分で検出されることを見出した。
また、細胞を剥がした後の基質を、テトラス
パニン（CD9, CD81, CD151）抗体を用いて
免疫染色した結果、基質に残された SAM に
テトラスパニンが局在することを確認した。 

 上述の通り、SAMにはインテグリンに加え

てテトラスパニンウエッブ蛋白質が多く含ま

れることを見出した。それに対し、接着斑関

連蛋白質はほとんど検出されなかった。また、

EGTA処理によるSAMの形成は、Rhoキナーゼ

阻害剤Y-27632およびミオシンⅡ阻害剤

blebbistatin添加により遅延することがわかっ

た。さらには、エンドサイトーシスを抑制す

るdynamin阻害剤dynasoreによっても阻害が観

察された。これらのことから、SAMは、遊走

細胞の尾部において観察されるretraction tail

に類似していることがわかった。また、軸索

ガイダンスの際に成長円錐の退縮制御関わる

膜受容体であるNeuropilin-1およびPTPRF

も多く検出された。これらの受容体は、上皮

細胞の接着・移動の制御にも関与すると考え

られている。これらの受容体を介して、ラミ

ニン上における細胞接着および遊走が制御さ

れている可能性が示唆された。 

 

（2）テトラスパニンファミリー蛋白質は、フ

ァミリー蛋白質間および他の様々な細胞膜蛋

白質と結合した上でラミニン結合性インテグ

リンと強く相互作用していることが知られて

いる。我々は、テトラスパニンに対する抗体

が、ラミニン上において、非常に強い細胞退

縮を誘導することを見いだした。さらに、

CD151に結合する蛋白質のプロテオミクス解

析を行った結果、細胞内小胞輸送に関わる

Syntaxin-6、Scamp-3がCD151と結合するこ



とを見いだした。また、ラミニン上を遊走し

ている細胞の後方端においてテトラスパニン

陽性の細胞内小胞が非常に多く観察されるこ

とを見いだした。移動細胞の尾部におけるエ

ンドサイトーシスが後方端におけるECMか

らの脱着や退縮に関与することから、テトラ

スパニンがこの制御に関与する可能性が考え

られた。 
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