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 研究の背景と目的 

焦点接着斑（Focal Adhesion, FA）は細胞表面付
近で細胞自身と細胞外マトリックス（ECM）を接
着しているタンパク質集合体であり形態維持や
細胞移動にとって必須であるだけでなく細胞周
辺の微小環境を検知するシグナルセンターとし
ても機能している[1][2]。FAは細胞膜を貫通してい
る-integrin と integrin の細胞内ドメインに結
合する talin、paxilin、vinculin、-actinin 等の分
子から構成されており、これらの細胞内構成分子
にアクチン骨格が結合することで細胞の移動等
を可能にしている[3]。FA 形成の異常は胚発生、免
疫、創傷治癒等に影響を与えることが知られてい
る一方、FA の詳細な構造やその形成過程につい
ては未だ多くが不明である[4][5][6]。  
劣性多発性嚢胞腎（ARPKD）は新生児に発症す
る単一遺伝子変異による腎疾患であり、約 10,000 
- 40,000 人に 1例が発症し生後 1ヶ月で約半数が
死亡する[7]。発症メカニズムは現在でもほとんど
不明であり根本的な治療方法も存在しない。
ARPKD 患者の腎臓には直径 2 cm 以下の嚢胞が
無数に生じ、腎集合管の拡張と胆管の異形成が特
徴として見られる[7]。 

ARPKD の原因は PKHD1 遺伝子の変異であり、
これはfibrocystin/polyductin (FPC)をコードして
いることが報告されている[8][9]。FPC は細胞接着
やそれに関するシグナル伝達に関与すると考え
られているが、どのような働きをしているのか、
その変異がどのようにして病態を引き起こすの
かといったことはまだほとんど分かっていない。
ARPKD 患者の腎上皮細胞では FA 形成に異常が
見られることから、このことが細胞接着や移動の
異常を介して尿細管や胆管の異形成を引き起こ

している可能性が考えられている（Fig. 1(a)）[10]。 

 

Fig. 1 (a) 正常な腎上皮細胞（左）と ARPKD患者の
腎上皮細胞。青：核、赤；アクチン、黄色：FA。
矢じりが異常形成した FA。スケールバー：6μ
m。（S. Israeli et al. Am J Physiol Cell Phsyol 
2010 を改変）。 (b) 2D-AFMと 3D-AFMの模
式図（T. Fukuma et al. Phys. Rev. Lett. 2010 を
改変）。(c) 3D-AFMを応用したナノ内視鏡法に
よる細胞内 FA観察の模式図。 

本研究では報告者がこれまで開発してきた、原
子間力顕微鏡（AFM）を応用した「ナノ内視鏡法」
を用いて FA の詳細な構造とその形成過程を観察
することによりARPKDメカニズムの一端を解明
しようとする。  

AFM は鋭くとがった探針を試料に接近させ探
針と試料の間に働く原子間力を一定に保つよう
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に探針-試料間距離をフィードバック制御するこ
とによって微細な表面構造を観察する顕微鏡で
ある。光学顕微鏡と比べ非常に高い空間分解能で
観察が可能であり、液中の 1原子観察が既に達成
されている[11][12]。通常の AFMは表面形状に合わ
せてなぞっていくように探針を走査する 2 次元
AFM（2D-AFM）であるが、これに対し１点毎に
強制的にカンチレバーを引き上げ下ろす時のｚ
方向の引っかかり力を測定することにより 3次元
空間の構造物を測定する方法が 3次元 AFM（3D-
AFM）である（Fig. 1(b)）[13][14]。報告者が所属
する研究室では既にこの 3D-AFM を用いてマイ
カ表面に形成される水和分子の 3次元構造観察に
成功している[15][16]。報告者は 3D-AFM技術を細
胞内観察に応用し、細く長い探針を用いて細胞内
部にアプローチし細胞内器官の微細構造を観察
する技術の開発を行ってきた（Fig. 1(c)）。  
本研究では、3D-AFMを生細胞内観察に応用し

た「ナノ内視鏡法」を用いて FA 形成過程の詳細
を明らかにすると共に、PKDH1変異による FA形
成への影響を明確にすることによってARPKD治
療方法開発のための基礎情報を得ることを目的
とする。このことは未だに治療法の存在しない
ARPKD の創薬ターゲット提供に繋がる可能性が
あると同時に AFM を用いて細胞内観察を行った
初の例となり回折限界を超えた微小スケールで
生きた細胞内を観察する次世代ツールの確立と
なり得るものである。 

 
 研究結果 

FAのマーカーである Paxillin に YFPが融合し
たタンパク質を発現するラット線維芽細胞を作
製し、それ用いて蛍光で焦点接着斑の位置を確認
し、その付近をナノ内視鏡 AFM 観察した (Fig. 
2)。蛍光像や弱拡大の AFM 像では先端ほど細く

なっているように見えたが、先端をさらに拡大し
てみると 30-300 nm 程度の島状の構造体が分布
していることが明らかになった。この結果は、FA
が数十 nm の island を形成しているという 1 分
子イメージングの結果とよく一致する[17]。 

 

Fig. 2 ラット線維芽細胞（Ref52）の Paxillin-YFP像。
下図は四角で囲まれた領域を AFM 観察した結
果。 

次に、FA 形成中のタイムラプスライブイメー
ジングを行った。Fig. 3(c)の左図はナノ内視鏡
AFM 像、右図は Paxillin-YFP 像で赤点線に掛か
る力をクロスセクションで示したのがFig. 1(d)で
ある。Fig. 3(e),(f)は 27分後の AFM、蛍光、力の
クロスセクション像である。0 分の像と比較する
と、繊維状の構造が出現し、さらに FA 全体が細
胞後方に引っ張られたような構造になっている。
繊維状の構造は FA を基盤として伸長しているよ
うに見える。これは恐らく、アクチン繊維が FAか
ら伸長し細胞内の他の構造と接続し、FA を引っ
張る力が発生したためと思われる。 

FAから伸長しているアクチン繊維はこれまで、
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伸長した状態で FA と結合していると考えられて
きたが、実際には FA を起点としてアクチン繊維
が伸長している新たな可能性を提示することと
なった。現在これらの結果をまとめて論文を作成
している。 
将来的には、より高分解能で長時間の FA 観察
を行うことにより FA の形成から崩壊までの過程
を詳細に明らかにする。FA 構成分子である
Vinculin をノックアウトした細胞を作製し、
Vinculin が FA 形成とアクチン繊維の結合にどの
ように関わるのかを明らかにする。また、微小管
の重合が FA 形成を阻害することが報告されてい
るため、微小管重合阻害剤を用いることにより微
小管が FA 形成に及ぼす影響について明らかにす
る。さらに、ARPKD における FA 形成を観察す
るために短鎖干渉 RNA (siRNA)を転写するプラ
スミドベクターを用いてARPKDの原因遺伝子産
物である Fibrocystin/Polyductin (FPC)をノック
ダウンした MDCK 細胞を作製する。ARPKD モ
デル細胞における FA と正常 MDCK 細胞におけ
る FA の構造・形成過程を比較することにより
ARPKD 患者の細胞で起こっている FA 形成異常
メカニズムを明らかにする。 

 
 結論 

ナノ内視鏡 AFM を用いて生きた細胞内の FA
を観察する手法を確立し、その形成過程を高分解
能で観察することに成功した。その結果、FA先端
では島状の構造が点在していること、FA に接続
しているアクチン繊維は FA を基盤として伸長す
る可能性があることを明らかにした。 

 
Fig. 3 (a) Ref52細胞の明視野像。（b）Paxillin-YPF像。

青枠部分を AFM 観察した。（c）焦点接着班の
ナノ内視鏡 AFM 像 (左) と Paxillin-YPF 像 
(右)。(d) (c)の赤点線に沿ったフォースマップ
のクロスセクション図。(e) 27分後の同じ焦点
接着班のナノ内視鏡 AFM 像(左)と Paxillin-
YPF像(右)。(f) (e)の赤点線に沿ったフォース
マップのクロスセクション図。 

Fig. 3　a-c

Fig. 3　d-f
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