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研究論文

抗がん剤存在下におけるがん細胞内の微小管および
接着斑に対するダイナミクス計測

水 谷 武 臣＊ ・ 田 中 良 昌＊＊

Dynamical behavior of Microtubule and focal adhesion in cancer cells under
the treatment of chemical anticancer agents

Takeomi Mizutani＊ and Ryosuke Tanaka＊＊

要 旨

がん細胞の浸潤において，細胞と細胞外基質をつなぐ細胞-基質間接着が新たに形成されることは重要で
ある．例えば，がん化した上皮細胞は浸潤の最初のプロセスとして基底膜との間に接着を形成し，その後基
底膜の分解と自身の運動により浸潤を進行させる．またこの接着形成には，微小管の影響を受けることも示
唆されている．そこで本研究では細胞-基質間接着の形成過程に着目し，そこへの微小管の寄与を明らかに
することを目的とした．
新たに形成される細胞-基質間接着とその時間変化を定量的に評価するために，接着複合体タンパク質の

一つであるFocal Adhesion Kinase（FAK）に蛍光タンパク質を融合させたもの（Azami Green-FAK）を細胞
に導入し，その細胞を浮遊状態にした後に基質へと接着する過程を蛍光顕微鏡で経時観察した．また，接着
面での蛍光強度から，接着複合体が形成された量の時間変化を評価した．この手法により，斑状の接着複合
体（接着斑）として観察されない初期段階での定量を可能にした．さらに，微小管の存在が細胞-基質間接着
に影響を与えるのかを明らかにするために，抗がん剤としても知られる微小管の脱重合剤（ノコダゾール）
で処理された細胞に対して接着複合体の形成量を測定した．微小管を脱重合させた細胞では接着複合体の形
成が遅くなった．このことから，微小管の存在は細胞-基質間接着の形成を促進させると予想される．この
仮説を裏付けるために，微小管を安定化させる薬剤（タキソール；抗がん剤の一種）で処理された細胞につ
いて同様の観察を行った．予想に反し，タキソール処理を施した細胞ではノコダゾールと同様に接着複合体
の形成が遅くなった．これらの結果から，接着の形成は微小管の影響を受けるものの，微小管の存在のみで
は接着形成への影響を説明できないことが明らかになった．

⚑．序論

1.1 細胞-基質間接着とがん

がん細胞は原発巣から他の組織へと浸潤，転移
し，移動した先で無秩序に増殖することで体中の
臓器を機能不全へと追いやり，患者を死に至らし
める．細胞-基質間接着の形成はがん細胞の浸潤
の過程においても重要であると言われている．例

えば，上皮細胞ががん化して浸潤を開始する際，
がん細胞は始めに基底膜との間に接着を形成す
る．基底膜と接着した後に，がん細胞は基底膜の
分解，細胞運動を進め浸潤を進行させる．さらに，
間質へ到達した後も細胞は間質への接着，分解，
運動の過程を繰り返し進行するため，この過程に
おいても細胞-基質間接着が必要である．このよ
うに，細胞-基質間接着の形成はがん細胞の進行
においても重要なプロセスである．
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1.2 細胞-基質間接着複合体

細胞は integrin を介して細胞-基質間接着複合
体（以後⽛接着複合体⽜とする）を形成すること
で細胞外基質と接着する．integrin は � サブユ
ニットと �サブユニットのヘテロダイマーを形成
する膜貫通型タンパク質であり，脊椎動物ではこ
れまでに �サブユニットが 18 種類，�サブユニッ
トが⚘種類，ヘテロダイマーが 24 種類知られて
いる1)．サブユニットの組み合わせによって異な
る基質タンパク質と結合し，様々な種類の細胞外
基質と接着することができる．細胞外ドメインは
基質繊維と結合し，細胞内のドメインは接着複合
体を形成する足場となる．接着複合体は多くのタ
ンパク質から構成され，その役割は様々である．
例えば，Talin や Tensin，Vinculin のような接着
複合体タンパク質は細胞骨格繊維の一つであるア
クチン繊維と結合し，細胞-基質間接着をより強
固なものにする．また，Focal Adhesion Kinase
（FAK）や p130Cas はシグナル分子として働く．
これらの接着複合体分子の多くは，接着複合体形
成の際に同時に集積することが知られている2)．

1.3 微小管と細胞-基質接着の相互作用

これまでに，微小管と接着複合体が相互作用し
ているという報告がされている．Kaverina らに
よって接着斑に向かって微小管が伸張する様子や
接着斑上で微小管が安定する様子が観察され，微
小管と接着斑の間の相互作用が示唆された3)．そ
れに続き，微小管阻害時の接着斑観察により，微
小管が接着斑を脱重合させることに寄与している
ことも示唆されている4)．微小管と接着複合体を
つなぐ要素としていくつかの候補が挙げられてい
る．微小管結合タンパク質という観点からは，微
小管のプラス端に局在するタンパク質である
APC，MACF1/ACF7 などが，接着複合体が脱重
合することに関与していることが知られてい
る5,6)．また，微小管の輸送という観点から，輸送
の動力となるモータータンパク質の kinesin-1，
エンドサイトーシスに関与する clathrin や dyna-
min などが接着複合体の脱重合を制御しているこ
とも知られている4,7,8)．このように，微小管は微
小管結合タンパク質や微小管上の輸送を介して，
接着複合体と密接な関係を持っていることが示唆
されてきている．

1.4 抗がん剤ターゲットとしての微小管

抗がん剤にはコルヒチン，ビンクリスチン，タ
キソールといった微小管をターゲットとしたもの
がある．微小管の機能を阻害することによるがん
の抑制は，主に細胞分裂を抑制することを目的と
しているが，前述のように微小管は細胞内におい
て細胞極性，細胞運動，細胞-基質間接着といった
さまざまな機能と密接に関係しているため，分裂
以外のがん細胞の性質にも影響を与えていると考
えられる．従って，微小管阻害によるがん細胞の
分裂以外への影響を知ることは，微小管阻害薬の
抗がん剤としての効果を正確に知る上で重要な知
見になると考えられる．特に，微小管と細胞-基
質間接着の相互作用は，前述のようながん細胞の
細胞外基質への接着を制御することでがんの浸潤
プロセスに関与している可能性があり，重要であ
ると考えられる．

1.5 本研究の目的

前述のように，接着複合体と微小管の間には密
接な関係があることが示唆されてきた．しかし，
これまでの微小管の細胞-基質接着に対する寄与
を明らかにする研究は，基質に接着した細胞にお
ける接着複合体の脱重合という観点からの研究が
ほとんどであった．細胞運動のように接着の重合
と脱重合を繰り返すことで進行する現象において
は，脱重合を議論することは重要である．一方で，
前述したがんの浸潤プロセスの最初の過程である
基底膜への接着のような現象では，新しく接着が
形成される過程が重要である．しかしながら，新
たに細胞-基質間接着を形成する過程における微
小管の寄与はこれまでにほとんど報告されていな
い．その要因として，接着複合体が形成される瞬
間と微小管の局在を対応付けることが困難である
こと，また，これまで微小管の阻害によって接着
斑の数が増加することが観察されてきたことが挙
げられる．しかしながら，すでに基盤に張り付い
ている細胞の接着複合体の数は，重合と脱重合が
釣り合っている際の接着複合体の量であり，直接
重合や脱重合の速度を反映してはいない．実際
に，微小管結合タンパク質であるACF7 のノック
アウト細胞では接着複合体の脱重合速度だけでな
く，重合速度も増加するという結果が得られてい
る6)．そこで本研究では，接着複合体の形成が支
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配的である，細胞が基質に接着する過程の観察を
行い，微小管が接着複合体へ与える影響を明らか
にすることを目的として研究を進めた．

⚒．実験材料と手法

2.1 細胞培養

本研究では，ヒト子宮頸がん由来のHeLa 細胞
を用いた．細胞は環境を 37℃，⚕％ CO2，湿度
100％に調整したインキュベータ内で培養した．
培養液は DMEM（Dulbecco’ s Modified Eagle’ s
Medium, Sigma）の中に BIST-TEC（Bist-Tec
Fetal Bovine Replacement, EQUITECH-BIO）と
抗生物質（Antibiotic-antimycotic, Sigma）をそれ
ぞれ 10％，⚑％の濃度になるよう加えたものを用
いた．細胞密度が約 90％以上になった際には継
代を行った．また，観察用のサンプル作製にも同
様の手順を用いた．トリプシン（0.25％Trypsin-
EDTA (1X), Invitrogen）で処理することで，細
胞を基盤からはがして浮遊状態にする．DMEM
を加えチューブに移し，1000 rpm で⚒分間遠心
処理を行った．上清を取り除き，DMEMを加え
ゆっくりと懸濁し，一部を細胞培養ディッシュも
しくは観察用ガラスボトムディッシュに播種し
た．

2.2 プラスミド構築と遺伝子導入

蛍光ライブセルイメージングを行うために，目
的のタンパク質に蛍光タンパク質を融合させたタ
ンパク質を細胞内に強制発現させた．まず，
Azami Green もしくは Kusabira Orange が入っ
たプラスミドベクター（phAG-MNL/MCL もし
くは phmKO2-MC/MN, MBL）を購入し，そこへ
PCR で増幅させた目的遺伝子を導入した．構築
したプラスミドベクターは以下のとおりである．

Azami Green-FAK（AG-FAK）：接着点
Kusabira Orange-Lyn（KO-Lyn）：細胞膜
Kusabira Orange-tubulin（KO-Tub）：微小管
Azami Green-EB1（AG-EB1）：微小管のプラス端

作製したプラスミドベクターについては，リポフェ
クトアミン（Lipofectamine® 2000 Transfection
Reagent, Invitrogen）を用いて細胞内に導入した．

2.3 顕微鏡観察

マトリゲル（Corning 社製）がコートされたガ
ラスボトムディッシュ上に細胞を播種し，接着す
る過程を共焦点顕微鏡（C1, Nikon）で観察した．
観察時での培養液の蒸発を防ぐために，培養液の
上にミネラルオイル（Mineral oil, Embryo tested;
sterile-filtered, Sigma）を重層した．測定は 10 分
おきに⚒時間行い，観察中は温度調整装置を用い
て温度を 37℃に保った．
微小管の機能を阻害するために，ノコダゾール

（Nocodazole, Sigma）とタキソール（Paclitaxel,
Sigma）を用いた．試薬は終濃度がそれぞれ 30
µM，200 nMになるよう投与した．試薬投与のコ
ントロールには，ノコダゾールやタキソールを溶
かしている溶媒の DMSO（Dimethyl sulfoxide）
を用いた．試薬処理は播種前の懸濁状態の細胞に
30 分間行い，細胞播種後も同じ濃度で処理を続け
た．
接着面に集積した接着複合体の輝度を測定する

ための工夫として，ガラス面を撮影し，それ以外
のディフューズした接着複合体の輝度を測定する
ために細胞の頂端から接着面まで 2 µm 間隔で z
スタック撮影を行った．接着面は反射干渉測定を
行った際にガラスによる反射輝度が最も高くなっ
た面として定義した．

2.4 画像解析

得られた画像から輝度の解析を行うために，ア
メリカ国立衛生研究所（NIH）で開発されたオー
プンソースの画像解析ソフトである ImageJ を用
いた．
先行研究による接着複合体の定量は，ほとんど

が斑状になった複合体を定義しその面積や輝度を
定量している．しかし，この方法では接着形成初
期のあいまいな接着の量を定量できないだけでな
く，小さな接着複合体の情報が失われてしまう可
能性もある．接着形成初期の接着複合体の量を正
確に測定するために，接着面に集積した接着複合
体の量をAG-FAK の輝度で評価した．しかし，
単に接着面の輝度の総和をとるだけでは接着複合
体の量を正確に評価することはできない．その理
由は⚒つ考えられる．第一にAG-FAK の発現量
が細胞によって異なること，第二に接着面で取得
された輝度にはディフューズしたAG-FAK の輝
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度も影響するため，接着面に FAKが集積してい
なくても接着面積に比例した輝度の増加が測定結
果に反映されてしまうことである．そこで，以下
の式に当てはめて輝度解析を行うことにより，こ
の問題を以下の数式によって解決することを試み
た．

���������
������������������

��������

��������はディフューズ輝度を面積で割ったも
の，�は接着面積，�������は接着面の総輝度である
（図⚑）．輝度の総和から ���������を引くことによ
りディフューズ成分を差し引き，��������で割るこ
とでAG-FAK の発現量の差によって生じるシグ
ナルの大小をノーマライズした．細胞上部で測定
されたディフューズ輝度と接着面で測定される
ディフューズ輝度の間には比例関係があると想定
することができ，kはその比例定数である．

図 1 FAKによる蛍光シグナルの解析

Ibottom

Idiffuse

FAK は細胞質をディフューズしているか
（��������），基質との接着面に存在しているか
（�������），のいずれかの局在をとる．細胞質には
核がありそこには FAKは侵入することは出来な
い．細胞質をディフューズしている成分（��������）
を評価するためには，核を避けた箇所での計測が
必要となる．そこで，KO-Lyn を共発現させるこ
とで細胞膜の位置を定義し，核が存在しない細胞
膜より 2 µm内側の輝度を測定することにより，
��������を求めた．詳細な手順は以下のとおりであ
る．

①KO-Lyn の画像を開く
②KO-Lyn の画像を Gaussian Blur によってぼか
す

③Threshold で二値化して細胞の外形を定義する
④Wand ツールで外形を選択する
⑤Band ツールで外形の外側に細い（0.5 µm）バ
ンドの領域を作り，Measure でバンド領域の輝

度の平均値をとる．Extend ツールで外形の領
域を⚑ピクセルずつ狭め，同様の処理を繰り返
す．輝度の平均値が最も高い領域を膜の位置と
する

⑥AG-FAKの画像を開く
⑦Restore Selection ツールで膜の位置の選択領域
をAG-FAKの画像上に表示する

⑧Extend ツールで領域を 2 µm 狭め，Band ツー
ルで 2 µm の領域のバンド領域を取得する．
Measure で輝度平均をとる．

図 2 ��������の抽出

2.5 接着複合体定量法の妥当性検証

本研究で用いた輝度による接着複合体の定量法
が正しく機能しているかを確認するために，すで
に接着を形成している細胞に対して接着構造を減
少させることが知られているアクチン繊維の阻
害9)を行い，従来の接着斑面積を測定する手法と
比較することでその妥当性を検証した．FAK-
AG，KO-Lyn 共発現細胞をラミニンコート基盤
上に播種し，12 時間以上が経過した細胞に対して
アクチン重合の阻害剤であるラトランキュリン処
理を行い，10 分ごとに⚒時間経時観察を行った．
接着斑の面積変化と輝度による定量の両方の解析
方法を同じ結果に対して行ったところ，どちらも
同様に接着複合体の減少をとらえることができて
いた（図⚓）．このことから，接着面の輝度の変化
を追跡することにより従来の手法と同様に接着複
合体の量を定量することができることが確認され
た．
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図 3 アクチン阻害時の接着複合体変化の評価

2.6 有意差検定

試薬処理による接着複合体の形成量の差の優位
性を統計的に判定するために，t 検定を用いた．
検定は Excel を用いて行った．始めに，F検定に
より比較する二つの標本の分散に有意差があるか
の検定を行った．有意水準を⚕％とし，F値が⚕
％以上である場合等分散，それ以下の場合不等分
散とした．次に，t 検定を用いて比較する二つの
標本の平均値の差が有意であるかの判定を行っ
た．F検定の結果に応じて，等分散の t 検定また
は不等分散の t 検定を行った．t 値が 95％の信頼
区間の外側に来る確率をPとした．

⚓．結果と考察

3.1 微小管脱重合剤処理下における接着複合
体形成

微小管の存在が接着に与える影響を明らかにす
るために，浮遊状態の細胞に微小管の脱重合剤で
あるノコダゾール処理で処理を行った後に，接着
複合体形成量の時間変化を撮影した（図⚔）．そ
の結果，ノコダゾール処理された細胞は，DMSO
コントロールよりも接着複合体の形成速度が遅く
なる様子が観察された（図⚕）．このことから，微
小管は接着複合体の形成速度に影響を与えること
がわかった．

図 4 細胞の接着形成のイメージ図と接着複合体形
成の顕微鏡像

図 5 ノコダゾール投与下における接着複合体形成
量の時間変化

3.2 微小管安定化剤処理下における接着複合
体形成

3.1 の結果より，微小管の存在が接着複合体の
形成を促進しているという仮説が浮かび上がっ
た．それを検証するために，微小管の安定化剤で
あるタキソールを投与した際の接着複合体形成量
の時間変化を追跡した．この仮説に基づくと，微
小管の安定化剤は微小管の存在には影響を与えな
いため，接着複合体の形成は変化しないと予想さ
れる．しかし，結果は予想に反し，ノコダゾール
処理をされた細胞と同様に接着複合体形成速度が
コントロールよりも遅くなる様子が観察された
（図⚖）．この結果から，微小管の有無だけではな
く何らかの微小管の機能が接着複合体の形成に関
与しており，タキソール処理によってそれが阻害
されたと考えられる．
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図 6 タキソール投与下における接着複合体形成量
の時間変化

3.3 微小管安定化剤のEB1 局在への寄与

タキソール処理が微小管に対して与える影響を
調べるために，細胞内に発現させた KO-Tub と
AG-EB1 によって微小管先端に結合するタンパ
ク質である EB1 とチューブリンを異なる色で蛍
光標識し，タキソール処理によってそれらがどの
ように変化するかを観察した．微小管の局在は，
タキソール処理によって，大きな変化は見られな
かった（図⚗(a)，(b)）．一般的なタキソールの効
果である微小管の安定化は微小管の構造を変化さ

せないため，この結果は妥当であるといえる．一
方で，微小管の先端に局在していた EB1 の局在
がなくなる様子が観察された（図⚗(c)，(d)，(e)，
(f)）．このことから，タキソール処理は微小管の
構造に変化を与えない一方で，微小管結合タンパ
ク質の微小管上の局在に影響を与えることがわ
かった．

3.4 ノコダゾール処理とタキソール処理によ
る接着形成速度変化の考察

微小管を脱重合させた細胞と安定化させた細胞
では，どちらも接着複合体の形成速度が遅くなっ
た．微小管の脱重合が接着複合体の形成を遅くす
ることは微小管が接着複合体の形成に寄与してい
ることを示している．しかし，微小管の繊維構造
を変化させることがないタキソール処理も接着複
合体の形成を抑制していることから，接着複合体
の形成には単に微小管が存在することだけではな
く，タキソールによって変化させられた何らかの
微小管の機能が関与していると考えられる．本研
究では，その機能の一つとして微小管結合タンパ
ク質に対する作用に着目した．タキソールは微小
管に結合することによって微小管を安定化させる
薬剤であるため，微小管結合タンパク質と競合す
ることによって微小管結合タンパク質が微小管に
結合するのを阻害していると考えられる．本研究
でノックアウトによる接着複合体形成への影響を
検証した微小管結合タンパク質は微小管の先端に
局在する⚓種類のみであったが，実際にタキソー
ルが影響を与えている要素はほかにも多く存在す
ると考えられる．第一に，微小管結合タンパク質
は EB1 や APC のほかにも MAPs など多くが知
られており，実際にはタキソール処理は多くの微
小管結合タンパク質の微小管上の局在に影響を与
えていると考えられる．第二に，タキソール処理
による微小管ダイナミクスの抑制も細胞に何らか
の影響を与えている可能性がある．例えば，微小
管の脱重合は RhoA の活性化を引き起こし10)，
RhoA によるアクチン重合の制御が接着複合体の
ダイナミクスを制御する一つの要因になっている
と考えられている．しかしながら，本研究で観察
されたように，EB1 や APC のノックアウトは接
着複合体の形成速度に大きな変化を与えており，
タキソールによる接着複合体形成の速度変化はこ
れらのタンパク質が阻害された影響によるものが
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図 7 タキソール投与下における細胞内微小
管とEB1 の局在の変化



大きいことを示しているのではないかと考えられ
る．

3.5 EB1 や APC を介した微小管の接着複合
体への寄与モデル

APC はがん抑制遺伝子の産物として知られて
おり，微小管との相互作用が多く議論されてい
る10)．APCは微小管上を移動して，微小管先端に
集積する様子が観察されている．また，微小管の
存在に依存して細胞の縁に局在しており，微小管
が阻害されると細胞の中心付近へ局在が変化する
（図 4.1(a)）．APC は浮遊細胞が接着する際に細
胞の縁に局在することや，vitro の系ではアクチ
ンの核形成に役立っているという報告もされてい
る11)．このことから Arp2/3 がアクチンの核形成
を介して接着複合体形成と関わっているように，
APC も接着複合体形成に関与している可能性が
ある．微小管を介して細胞の縁に局在した APC
によって，細胞の縁のアクチン核化が促され，接
着複合体の形成を促進していると考えられる．
EB1 は微小管のプラス端に局在するタンパク

質であり，細胞膜が微小管の先端と相互作用する
のに必要であるといわれている．例えば Hela 細
胞では，EB1 を欠損させることで細胞表層の微小
管が少なくなることが報告されている．従って，
EB1 をノックアウトすることは，細胞膜と微小管
との相互作用を弱めることにつながると考えられ
る．本研究で観察された EB1 ノックアウトによ
る接着複合体形成速度の減少は，細胞膜と微小管
先端の相互作用が弱まることにより，細胞膜と
APC のような微小管先端に局在するタンパク質
との相互作用や，小胞による細胞膜への接着複合
体タンパク質の輸送が阻害されたためであると考
えられる．
本実験の結果と上記の考察をふまえた，EB1 が

接着複合体の形成へ寄与するモデルを図⚘に示
す．EB1 によって細胞膜へとつなぎ止められた
微小管の先端に向かって APC が移動・集積し，
アクチンの核形成をすることにより接着複合体の
形成を促進する．EB1 が微小管上に局在してし
ないと微小管の先端が接着面から離れ，微小管先
端と接着面の相互作用が弱くなるために接着複合
体の形成が抑制されると予想する．

図 8 EB1 と APC を介した微小管による接着複合体
形成促進モデル

⚔．あとがき

細胞-基質間接着の形成過程に着目し，そこへ
の微小管の寄与を明らかにすることを目的とし，
微小管を安定化させる薬剤（タキソール；抗がん
剤の一種）で処理された細胞について同様の観察
を行った．予想に反し，タキソール処理を施した
細胞ではノコダゾールと同様に接着複合体の形成
が遅くなった．これらの結果から，接着の形成は
微小管の影響を受けるものの，微小管の存在のみ
では接着形成への影響を説明できないことが明ら
かになった．
本研究で得られた実験結果からモデルを提案し

たが，微小管が接着を形成する際に接着付近でど
のように局在しているか，またはEB1 や APCを
ノックアウトした際に具体的に微小管がどのよう
に変化しているかは明らかになっていないため，
今後実験を行っていく必要がある．例えば，ライ
ブセルイメージングによる接着形成時の接着付近
での微小管の局在またはダイナミクスの観察や，
EB1 や APC ノックアウト時の浮遊細胞の微小管
局在などの観察を行う．このような実験により微
小管が接着形成時に空間的にどのように働いてい
るかを明らかにすることによって，微小管が接着
形成に影響を与えるメカニズムにさらに迫りたい
と考えている．
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