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概要

　細胞融合は筋分化や受精、ウイルス感染など、多様な生命現象において重要な役割を担うが、その詳細な分子
メカニズムは明らかになっていない。本研究では、破骨細胞をモデルとして、細胞膜の張力と形状が細胞融合に
与える影響を明らかにすることを目的とした。光ピンセットによる膜張力測定により、RANKL刺激による破骨
細胞融合において細胞膜張力が低下することが分かった。反対に、人工的に膜張力を上昇させた細胞では、
RANKL刺激下においても細胞融合が有意に抑制された。この結果は、細胞膜張力の低下が細胞融合の前提条件
となることを示唆している。さらに、14種類の BARタンパク質の網羅的ノックダウンにより、FBP17や IRTKS
などが融合過程に必須であることが明らかになった。これらの BARタンパク質は破骨細胞の分化には影響を与
えない一方、浸潤性膜構造 (invadosome)の形成に必須であった。すなわち、細胞膜張力の低下がこれらの BARタ
ンパク質の変形活性を惹起し、invadosomeの形成と細胞膜どうしの融合を引き起こすメカニズムが示唆される。
本研究の成果は、細胞融合の分子メカニズムの理解だけでなく、新たな細胞融合技術の開発や、ウイルス感染症
治療法の発展に寄与することが期待される。

背景および目的

　細胞どうしが融合する現象（細胞融合）は、筋分化、骨代謝、受精、胎盤形成、ウイルス感染など、多様な生
理的・病理的プロセスに関与する。また、人為的な細胞融合技術は、モノクローナル抗体産生細胞（ハイブリ
ドーマ）の作出など幅広い領域で利用されているが、細胞融合の詳細な分子メカニズムはほとんど分かっていな
い。興味深いことに、破骨細胞の融合面において「浸潤性の入り組んだ細胞膜構造」が発見されている(Oikawa
et al., J. Cell Biol. 2012)。一方で私たちは、浸潤性膜構造の形成に関与する「膜変形タンパク質」を一貫して研究
し、「細胞膜の変形」と「細胞膜にかかる張力」の拮抗作用を明らかにしてきた (Dev. Cell 2005, J. Cell Biol. 2008,
J. Cell Biol. 2011, Nat. Cell Biol. 2015)。細胞膜張力が悪性がん細胞の浸潤性運動に対抗する「がん抑制因子」であ
ることも報告している (Nat. Commun. 2021)。このような背景から、細胞膜どうしの融合に関与する浸潤性膜構造
もまた、膜張力により制御されると考えた。そこで本研究は、細胞膜の形状と張力を制御、感知する分子によ
る、細胞融合メカニズムの解明を目的とした。細胞融合現象は長年研究されてきたが、向かい合った細胞膜どう
しが融合するメカニズムは未だに不明である。COVID-19の重症肺炎では肺胞上皮細胞が融合する現象が知られ
ている。細胞融合の最も重要な謎を解くことが出来れば、ウイルス感染症への治療法開発に与える波及効果が期
待される。応用面でも、新しい細胞融合技術の創出につながるなど、本研究の意義は非常に大きい。

方法

　本研究では、破骨細胞分化における細胞融合をモデルとして、細胞膜の形状と張力による細胞融合制御の分子
メカニズムを明らかにすることを目的とした。具体的には、以下の研究を行った。
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①細胞膜張力の測定と人為的な操作により、細胞膜張力と細胞融合の関係を明らかにする。
②細胞融合に必須な細胞膜張力センサー分子を同定する。
③細胞融合における浸潤性膜構造の動態を明らかにし、向かい合った二つの細胞膜を単一の膜に融合するメカニ
ズムを明らかにする。
　
①膜張力の測定と操作による細胞膜張力と細胞融合の相関解析
1-1) マウス単球マクロファージ RAW264.7細胞を RANKL刺激すると、72時間から 96時間の間に細胞融合が進
行する。当研究室が保有する光ピンセット顕微鏡を用いて RANKL刺激後の各時間における細胞膜張力を計測
し、これを検証する。
1-2) 我々が独自に設計した membrane-targeted active ezrin (MA-ezrin)を発現する細胞集団（全ての細胞で膜張力が
高い）で、RANKLによる細胞融合が抑制されるか検証する。野生型細胞とMA-ezrin発現細胞と混合し、膜張力
の高い細胞と正常細胞の間で融合が起こるか観察する。
②細胞融合に必須な細胞膜張力センサー分子の同定
2-1) 我々は RAW264.7細胞の浸潤斑に局在する F-BARタンパク質として、FBP17と PSTPIP2を同定し報告した
(J. Cell Sci. 2013)。両者は浸潤性膜構造の形成と分解を競合的に調節しており、細胞融合面の形状と動態の制御に
関わる可能性がある。蛍光タンパク質タグ発現と免疫染色により、RANKL刺激後の細胞融合における両タンパ
ク質の動態を観察するとともに、ノックダウンによる細胞融合への影響を調べる。
2-2) 我々が保有するマイクロアレイデータにより、破骨細胞分化に伴って発現変動する F-BARタンパク質を抽出
し、そのノックダウンや過剰発現により関与を検証する。また、標識タグ発現や免疫染色により、融合における
内在性タンパク質の局在を明らかにする。
2-3) 我々は、F-BARを含む BARスーパーファミリーの網羅的ノックダウン系を保有している。BARタンパク質
に対する網羅的アプローチにより、細胞膜融合の責任因子を探索する。
③細胞融合における浸潤性膜構造と細胞融合メカニズムの解明
3-1) 細胞融合に関わる浸潤性膜構造 (invadosome)の形成効率と細胞膜張力の関係を明らかにする。
3-2) 計画②で同定した、細胞融合に関与する BARドメインタンパク質のノックダウンによる、invadosomeの形
成効率への影響を検証する。
3-3) これらの BARドメインタンパク質の invadosome形成および細胞融合における動態を明らかにする。

結果および考察

　破骨細胞の融合における細胞膜張力の役割を調べるため、RANKL処理により破骨細胞への分化が誘導された
マウスマクロファージ RAW 264.7の挙動を観察した。RANKL処理後、融合に至った細胞の面積 (area)および真
円度 (circularity)は、他の細胞（非融合、RANKL未処理）よりいずれも高い数値を示した。アクチン染色により、
非融合・RANKL未処理細胞が filopodia優位であるのに対して、融合に至る RANKL処理細胞では、伸展・扁平
化した膜構造にアクチンドットが豊富に存在する invadosomeが観察された。細胞融合と細胞形態の扁平化との
有意な相関関係は、細胞融合のプロセスに細胞膜張力の減少が関与することを示唆している。そこで、光ピン
セット顕微鏡を用いて、RANKL処理単核細胞の膜張力を評価したところ、RANKL処理細胞は未処理細胞に比べ
て有意に低い細胞膜張力を示すことが明らかになった。細胞融合において細胞膜張力の低下が前提条件である
なら、膜張力の上昇は反対に融合を阻害すると考えられる。この仮説を検証するため、細胞膜張力を上昇させる
人工遺伝子コンストラクト (membrane-targeted active ezrin [MA-ezrin]および signal-inert MCA linker [iMC linker])の
高発現細胞を作製した。これらの発現細胞は、RANKLの存在下でも親細胞株と比較して有意に高い細胞膜張力
を示すとともに、細胞融合が有意に抑制されることが分かった。これらの人工遺伝子ツールの発現は、破骨細胞
形成のマスター転写因子である NFATc1の誘導および核内移行を阻害せず、破骨細胞分化の特異的マーカーであ
る酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ (TRAP)活性も認められた。このことから、これらの破骨細胞株の融合能低
下が分化抑制に起因するものではないことが示された。

2



（完）

　これまでの研究により、非対称な機械的張力が筋芽細胞の融合や酵母の配偶子融合において重要な役割を果た
すことが示されている。破骨細胞融合が 2つの細胞間の非対称な細胞膜張力によって促進するかどうかを確か
めるため、MA-ezrinまたは iMC linkerを発現する細胞株と、それらの親株との共培養実験を行った。混合細胞の
融合指数は、親細胞のみの場合よりも有意に低かった。これは、破骨細胞融合においては細胞膜張力の非対称性
ではなく、両細胞における細胞膜張力の減少が重要であることを示している。
　次に、RANKLによる破骨細胞分化において、膜張力減少の下流で細胞融合を促進するエフェクタータンパク
質の同定を試みた。RAW 264.7細胞で発現している 14種類の BARタンパク質を選択し、その減少が細胞融合に
及ぼす影響を調べた。その結果、TOCA ファミリー  (Fnbp1/FBP17、Fnbp1l/TOCA-1、Trip10/CIP4)、Baiap2/
IRSp53、Baiap2l1/IRTKSなどの一部の BARタンパク質のノックダウンにより、細胞融合効率が顕著に減少する
ことが分かった。この減少は、破骨細胞融合の主要な制御因子である DC-STAMPのノックダウンで観察された
減少と同等であった。Baiap2l1および Fnbp1のノックダウンでは、融合指数が減少したが、TRAP活性は影響を
受けなかった。このことは、TOCAファミリー (Fnbp1、Fnbp1l、Trip10)、Baiap2、Baiap2l1などの BARタンパク
質が、破骨細胞の分化に影響を与えることなく、細胞融合に関与することを示唆している。次に、invadosome形
成と細胞膜張力の関係を調べたところ、親細胞における invadosomeの数は、RANKL処理後に増加する一方、
MA-ezrinおよび iMC linker細胞では有意に抑制された。重要なことに、Baiap2l1/IRTKS または Fnbp1/FBP17 の
ノックダウンにより、RANKL依存的な invadosome形成の増加は抑制された。これらの結果は、RANKL処理に
よる細胞膜張力の低下が、Baiap2l1/IRTKSおよび Fnbp1/FBP17を含む BARタンパク質を介して浸潤性膜構造で
ある invadosomeの形成を促進し、細胞融合に至ることを示唆している。
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