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５．研究実績の概要

６．キーワード

７．現在までの進捗状況

走化性　細胞移動　樹状細胞　アクチン　クラッチ分子　細胞接着分子　免疫　コラーゲン

３．研究課題名

区分 （2）おおむね順調に進展している。
理由
現時点までに、樹状細胞においてShootin1bがアクチン線維と細胞接着分子L1との間を連結するクラッチ分子として機能することや、Shootin1bがCCL19に向かう
走化性移動のための推進力の発生に関与することを証明した。また、原子間力顕微鏡（AFM）を用いたコラーゲンゲルおよび組織の硬さの測定や、硬さの異なる
コラーゲンゲルを用いた走化性移動の解析も進んでいる。したがって、本研究は順調に進んでいると考えられる。また、興味深いことに、CCL19刺激後の樹状細
胞においてShootin1bのリン酸化が上昇することが解った。Shootin1bのリン酸化が走化性に関与する可能性がある。今後はShootin1bのリン酸化の関与も含めた
樹状細胞の走化性の分子機構を調べる。
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１．研究種目名　　　 19K16127

部局

免疫細胞の一種である樹状細胞は、CCL19等の誘引物質の濃度の高い側へ走化性によって移動する。細胞移動の推進力発生にはアクチン線維と細胞接着分子との
間を連結するクラッチ分子が重要である。しかしながら、樹状細胞のクラッチ分子は不明であり走化性の分子機構はよく解っていない。本研究において、1分子
計測や走化性の解析、細胞移動の推進力の測定、原子間力顕微鏡による組織の硬さの測定などを含む最先端技術を駆使して、走化性を生み出す力と走化性を制御
する組織の硬さという2つの視点から樹状細胞の走化性の分子機構の解明を目指す。具体的には、Shootin1bがクラッチ分子であるかを検証し、走化性のための推
進力発生や組織の硬さによる走化性制御に関与するかを検証する。 
　Shootin1bがアクチン線維と細胞接着分子L1との間を連結するクラッチ分子であるかを検証するために、Shootin1bとL1の連結を阻害するShootin1b変異体を樹
状細胞に発現させCCL19に向かう走化性移動や細胞移動の推進力を解析した。その結果、コントロール細胞と比べてShootin1b変異体を発現する細胞では、CCL19
に向かう直線距離や移動速度、推進力が減少することが解った。これらの結果から、Shootin1bがクラッチ分子として機能し走化性移動のための推進力発生に関
与することが示唆された。また、Shootin1のリン酸化を検出する抗体を用いたイムノブロット法により、CCL19刺激後にShootin1bのリン酸化が上昇することが
解った。さらに、硬さの異なるコラーゲンゲルを用いてShootin1bが組織の硬さによる走化性制御に関与するかの検証が進行している。本研究成果は樹状細胞の
走化性や免疫機構の理解に繋がり細胞生物学や免疫学の分野において学術的意義がある。 
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９．次年度使用が生じた理由と使用計画

１０．研究発表（令和元年度の研究成果）

〔雑誌論文〕　計2件（うち査読付論文　2件／うち国際共著　1件／うちオープンアクセス　2件）

2019年

2020年

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
https://doi.org/10.1021/acs.bioconjchem.0c00239 有

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
Bioconjugate Chemistry

Masuda Toshihiro、Hirose Hisaaki、Baba Kentarou、Walrant Astrid、SAGAN Sandrine、Inagaki
Naoyuki、FUJIMOTO TOYOSHI、Futaki Shiroh

-

 ５．発行年
An artificial amphiphilic peptide promotes endocytic uptake by inducing membrane curvature
 ２．論文標題

オープンアクセスとしている（また、その予定である） 該当する
 オープンアクセス  国際共著

-

有

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
Communications Biology

 １．著者名  ４．巻

An influenza-derived membrane tension-modulating peptide regulates cell movement and
morphology via actin remodeling

 ２．論文標題

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －
 オープンアクセス  国際共著

1～11

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
https://doi.org/10.1038/s42003-019-0486-3

・次年度使用額が生じた理由： 
樹状細胞の培養に必要な生理活性物質や培養容器の購入費が当初の予定より少なく済んだため。 
・使用計画：今後の実験のための費用として使用する。免疫沈降実験に使用する抗体やPak1を不活性化する薬剤の購入費として使用する。さらに、マウスリンパ
節を染色するための免疫組織化学法に使用する試薬の購入費として使用する。また、学会参加費も支出予定である。

 １．著者名  ４．巻
Masuda Toshihiro、Baba Kentarou、Nomura Takeshi、Tsujita Kazuya、Murayama Tomo、Itoh Toshiki、
Takatani-Nakase Tomoka、Sokabe Masahiro、Inagaki Naoyuki、Futaki Shiroh

2

 ５．発行年

(1) 前年度に引き続き、AFMにより様々な組織の硬さを測定する。特に、樹状細胞の移動が活発に行われるリンパ節の硬さを測定しその硬さと同じコラーゲンゲ
ルを用いて走化性移動を解析する。 
(2) リンパ節へ向かう樹状細胞の移動を解析する。具体的には、野生型とShootin1bノックアウト樹状細胞を異なる蛍光色素で染色し、両方の細胞を同じ割合で
混和した懸濁液をマウスのリンパ管に注入する。24時間後にリンパ節を採取しリンパ節に移動した野生型とノックアウト細胞の数を比較する。 
(3) これまでの我々の研究により、神経細胞においてShootin1aのリン酸化によりShootin1aとL1の相互作用が促進されることが示された (Baba K et al., eLife
2018)。しかしながら、樹状細胞においてShootin1aのスプライシングバリアントShootin1bのリン酸化によりShootin1bとL1の相互作用が促進されるかは解ってい
ない。そこで、Shootin1bのリン酸化を上昇させるためにCCL19刺激した後の樹状細胞の破砕液を用いて、免疫共沈降実験を行いShootin1bとL1の相互作用を調べ
る。 
(4) 私が所属する研究室により、Shootin1aがリン酸化酵素Pak1によりリン酸化されることが示された。Shootin1bもPak1によりリン酸化される可能性がある。そ
こで、Pak1を不活性化する薬剤処理した樹状細胞の破砕液を用いてイムノブロット法によりShootin1bのリン酸化レベルを解析する。また、Shootin1bのリン酸化
が走化性に関与するかを調べるために、Shootin1bノックアウト樹状細胞に非リン酸化型Shootin1bを発現させた細胞の走化性移動を解析する。 
　以上の研究により、力と組織の硬さの視点からShoootin1bを介した走化性の分子機構を明らかにする。

８．今後の研究の推進方策
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〔学会発表〕　計4件（うち招待講演　1件／うち国際学会　1件）

2019年

2019年

2019年

2019年
 ４．発表年

EMBO Workshop Emerging Concepts of the Neuronal Cytoskeleton（招待講演）（国際学会）

TOIN International Symposium on Biomedical Engineering 2019

第42回日本分子生物学会年会

第42回日本分子生物学会年会

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ３．学会等名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

稲垣直之、馬場健太郎、嶺岸卓徳、阿部幸喜

岡野和宣、馬場健太郎、矢神希生、阿部幸喜、稲垣直之、細川陽一郎

馬場健太郎、長嶋慶和、酒井瑞貴, 東口泰奈、勝野弘子、稲垣直之

山田紗希、馬場健太郎、稲垣直之

 ２．発表標題
Shootin1-Mediated Molecular Mechanics of Axon Guidance and Neuronal Migration

Microfabrication of Glass-supported Thin Polymer Film for Arranging and Networking Live Cells by Femtosecond Laser
Processing

Shootin1b-mediated chemotaxis mechanism in dendritic cell

Shootin1aと細胞接着分子N-cadherinの相互作用による軸索ガイダンスの制御機構の解析

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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〔図書〕　計0件

計0件（うち出願0件／うち取得0件）

１２．科研費を使用して開催した国際研究集会

計0件

１３．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

－

１４．備考

－

１１．研究成果による産業財産権の出願・取得状況
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