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事業の背景・目的 

 細胞接着班はフィブリノゲン、フィブロネクチンなどの粘着性糖タンパク質と結合するインテグリン裏

打ち構造であり、血小板粘着、炎症性細胞のホーミング、血管細胞の増殖転写制御、ずり応力認識、ガン

細胞の浸潤などに関与する。本構造の分子レベルでの理解の深化は、将来的に血栓や動脈硬化症さらに悪

性腫瘍治療のための新規治療薬の開発に寄与することが期待される。 

 我々は質量分析、血小板生化学、細胞株を用いた分子細胞生物学を駆使し Arf-GAP タンパクASAP1 や

WASP ファミリータンパク WAVE/SCAR などが血小板に存在することを明らかにし、それらがアダプタ

ータンパク質 CrkL や Abi-1 との分子間相互作用によって、その局在化に決定的な役割を担っていること

を報告してきた。 

 ASAP1 は、これまでインテグリン裏打ちタンパクである Paxillin や、そのファミリーである Hic-5 と

直接的に結合されるとされてきたが、その結合様態についての詳細な検討はなされていない。 

 そこで本研究では、ヒト血小板および培養細胞への強制発現実験から ASAP1 と、Paxillin/Hic-5 との

結合様態の検討と、その結合における生理的意義の解明を目的とした。 

 

内容・方法 

血小板の調整 

 血小板は以下の方法に従い調整した。健常ボランティアより静脈採血を採取し、1/10 量の 3.14% 

Trisodium Citrate を加えた。この全血より遠心法にて多血小板血漿を調整した。多血小板血漿にプロス

タグランディン E1(終濃度 1 μM)を加え、遠心法にて血小板ペレットを得て、これから血小板を改変

Hepes-Tyrode緩衝液(129 mM NaCl, 8.9 mM NaHCO3, 0.8 mM KH3PO4, 2 mM KCl, 0.8 mM MgCl2, 

5.6 mM dextrose 含有 10 mM Hepes 溶液, pH 7.4)に再浮遊させた。再洗浄後に、改変Hepes-Tyrode

緩衝液中に洗浄血小板は約 3 x 108個/ml の濃度になるように調整した。 

 
細胞染色 

 洗浄血小板はカバーグラス上に伸展させた後、または、Cos-7 細胞はカバーグラス上に培養後、PBS で

洗浄し、3.7% パラホルムアルデヒドにて 20分間固定し、再び洗浄後に 100 mM Tris-HCl（pH 7.4）

にて処理した。その後、0.15 % Triton X-100により膜を透過性にし、ブロックエース（雪印），１次抗

体、次いで Alexa 標識２次抗体((Molecular Probes)による処理後に、さらに洗浄し、鏡検に供した

(BioRad, Model 1024 共焦点顕微鏡)。 

 

SDS-PAGE、免疫沈降および免疫ブロッティング  

 10cm ディッシュ上に培養、種々遺伝子の導入を行った培養細胞を PBSで洗浄後、1ml の lysis buffer 

(15 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 10 mM EGTA, 1 mM sodium orthovanadate, 5 μ

g/ml leupeptin, 2% Triton X-100 (V/W), pH 7.4)を加えて可溶化した。細胞溶解液は 2 倍濃度の

SDS-PAGE sample buffer を等量加えて SDS-PAGE に供した。なおタンパク濃度の測定にはウシ血清

アルブミンを標準とするMicro BSA Protein Assay Kit (Pierce)を用いた。１回の免疫沈降および GST

融合タンパクの結合実験には 500 μg/mlの濃度の細胞溶解液を 800μl 使用した。 

 



 

 

細胞伸展経時的観察 

 6cm ディッシュ上に培養した NIH3T3細胞に各種遺伝子の導入を行い、２４時間後にトリプシン処理に

よって細胞を剥がし、それらの細胞をフィブロネクチン処理カバーグラス上にて培養し、一定時間ごとに

固定処理し鏡検に供した。遺伝子導入された細胞の面積を NIH Image 1.62 を用いて測定した。 

 

プラスミド 

 野生型 FLAG 標識 ASAP1 は Paul A. Randazzo 博士（米国NCI）より、myc 標識 FAK は佐々木 輝

捷 博士（札幌医科大学）より、myc 標識 CD2AP は Andrey S. Shaw博士（米国ワシントン大学）よ

り供与された。変異体および各種標識体等は野生型を鋳型に PCR 法により伸張し、pFLAG6（Sigma）、

pEGFPC（クロンテック）、pGEX-5X（GE ヘルスケア）に導入することにより作成した。 

 

培養細胞におけるタンパク発現 

 COS-7および NIH3T3細胞は 10％胎仔ウシ血清添加 Dulbecco's modified Eagle's培地(DMEM)中

で培養し，遺伝子導入は COS-7 細胞については FuGENE 6  (Roche Diagnostics)、NIH3T3細胞につ

いてはリポフェクトアミン２０００（インビトロジェン）を製造元の指示通り用いて施行した。 

 

結果・成果 

 
A. 伸展血小板におけるASAP1 と Hic-5 の局在の検討 

 無核である血小板においては、タンパク相互作用の解析において一般的である cDNAを基盤とした、イ

ーストツーハイブリッドなどの手法を用いた解析が困難であるため、これまで我々は、質量分析法を用い

たタンパク相互作用のスクリーニング法を確立し、ヒト血小板において、アダプタータンパク CrkL の新

規リガンドとしてASAP1を同定してきた。 

 この ASAP1 は低分子量 G タンパク ADP-ribosylation factor の GTPase activating protein (以下

Arf-GAP)であるが、そもそも血小板においては、ASAP1 をはじめ、いかなるArf-GAP の存在も報告され

ておらず、今回の検討から我々は、ヒト伸展血小板において、ASAP1 と Hic-5 が細胞接着班に存在する

ことを見いだした。しかし、両者は完全な一致では無く、ASAP1 はわずかに Hic-5 より辺縁部に位置す

ることから、両者が直接では無く間接的に結合する可能性を示唆するものであった。（図１）また、血小板

溶解液から ASAP1 または Hic-5 を免疫沈降させた際に、それぞれ Hic-5 および ASAP1 との共沈は認め

られなかった。 

 

B. Cos-7細胞におけるASAP1 と Paxillin/Hic-5 結合様態の検討 

 血小板では、タンパクの発現実験が困難なことから、Cos-7細胞を用いた発現実験から、ASAP1とHic-5

結合様態の解明を行うこととした。なお、Hic-5 は、細胞接着班タンパク質として有名な paxillin と、相

同性の高いタンパクで、細胞接着や細胞骨格制御等に関与する事が知られており、血小板においては、

paxillin の代わりとして Hic-5 が存在し、その機能を担っていると考えられている。本検討においては、

Hic-5 と相同性が高く、Cos-7 細胞に豊富に存在する paxillin との結合様態を検討することとした。 

Hic-5 や paxilln には、いくつかのタンパク相互作用部位が存在し、多種のシグナル分子と、相互作用

することが知られており、いくつかのArf-GAPがPaxillinと相互作用することが報告されている。しかし、

その詳細な検討は無く、我々の血小板を用いた免疫沈降の結果からは両者の結合は認められなかった。 

そこで、paxillin とも ASAP1 とも結合することが知られており、細胞接着班に豊富に存在する FAK の

関与を検討するために、３者間の免疫沈降により検討した。 

 

 

 



 

 

図２A に示すように、ASAP1 のみを発現した場合、また ASAP1 と FAK を発現させたもの免疫沈降し

たところ、ASAP1を単独で発現させたときに比べ、FAKを共発現させた場合の方が、Paxllin をより多く

共沈させる事をみいだした。そこで、FAKと結合することの出来ない SH3 ドメインを欠損させた ASAP1

を作成し、野生株と同様の実験を行ったところ、Paxillin を全く共沈出来なることを見いだした。これは、

両者は直接結合せず、ASAP1 が SH3 ドメインを介して FAK に結合し、そのため Paxillin/Hic-5 に結合

できることが示唆された。しかし、FAK を強制発現していないものでも、Paxillin の共沈僅かに観察され

るため、これは内因性 FAK によるものであると考察し、図 2Bに示すような、実験にて確認した。ASAP1

の野生株強制発現時では、抗 FAK 抗体によって内因性 FAK の共沈が確認されると同時に Paxillin の共沈

も確認された。しかし、SH3 ドメイン欠損株においては FAK、Paxillin 共に共沈は観察されなかった。さ

らに、この現象が ASAP1 の SH3 ドメインを介した結合であることを確認するため、ASAP1 の SH3 ド

メイン GST 融合タンパクを作成し、FAK を強制発現させたCos7細胞、または、発現させていない Cos7

細胞融解液で pull-down 実験を行ったところ、先ほどの結果と同様に、FAK を発現させた場合の方が、

より多く Paxillin を共沈してくることを観察した。（図３） 

今回、我々の検討から考察すると、ASAP1 と Paxillin/Hic-5 との結合は FAK を介した間接的なもので

あることが示唆された。 

 

C. NIH3T3細胞におけるASAP1 と Paxillin 結合の生理的意義の検討 

 この FAKを介したASAP1 と Paxillin との結合に、どのような意義が有るかを検証するため、ASAP1と

FAKの結合を競合的に阻害すると報告の有る分子CD2APを用いて、その生理的意義について検討行った。

まず、CD2AP が ASAP1 と FAK の結合を競合的に阻害し、その結果、Paxillin の共沈も抑制している事

を見いだした。(図４) 

 ASAP1 は細胞の伸展に重要で有ることが、これまでの報告により示唆されている。そこで、CD2APを

NIH3T3細胞にトランスフェクトし、ファイブロネクチンコートカバーグラス上に培養し観察したところ、

CD2APが発現している細胞では、細胞の伸展が悪くなっている事が観察された。（図５A）さらに、NIH3T3

細胞において、GFP 標識 CD2AP と GFP のみを、それぞれにトランスフェクトし、細胞の伸展を経時的

に観察したものでは、CD2AP が発現することによって、細胞の伸展が悪くなっている事が確認された。（図

５B）これらの結果より、以前にパーソンらの研究グループが、ASAP1 の SH3 デリーションミュータン

ト株および Arf-GAP ミュータント株を、REF52 細胞に過剰発現させると、細胞の伸展が悪くなるとの報

告や、トーマスらの研究グループによる、Paxillin の欠損によって、細胞の伸展が悪くなるとの報告のメ

カニズムの一端を解明するものであり、すなわち、ASAP1 と Paxillin が結合できなくなる事によって、

Paxillin下流におけるArf-GAP活性の低下が細胞の伸展に大きく関与すものであることを示唆するもので

あった。 

 

今後の展望 

 

 今回の検討から、ASAP1 と Paxillin との結合は FAK を介した間接的なものであることが示唆され、そ

の結合が細胞の伸展能に大きく関与することを見いだした。現在、我々は FAK のチロシンキナーゼ部位を

欠損したバイアントである FRNK が、FAKと競合的に、この結合を制御している可能性を見いだし、より

詳細な検討を行っている。細胞接着班は、フィブリノゲン、フィブロネクチンなどの細胞外マトリックス

分子と結合すると、インテグリンの集積とともに、インテグリンの細胞内ドメインに多数のシグナル伝達

分子が集合し、その結果、巨大な接着構造体が形成される。血栓症、動脈硬化症成立やガン細胞の浸潤な

どに深く関与しているため、その分子機構の解明は極めて重要であると思われる。 
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図の説明 

図１．伸展血小板における ASAP1と Hic-5 の局在の検討 

洗浄血小板はカバーグラス上に伸展させた後、PBS で洗浄し、3.7% パラホルムアルデヒドにて 20分

間固定、再び洗浄後に 100 mM Tris-HCl（pH 7.4）にて処理し、その後、0.15 % Triton X-100によ

り膜を透過性にし、ブロックエース（雪印），１次抗体（抗ASAP1 抗体、抗 Paxillin 抗体）、次いで Alexa

標識２次抗体((Molecular Probes)による処理後に、さらに洗浄し、レーザー共焦点顕微鏡で観察を行っ

ている。パネル左上は ASAP1、パネル右上は Hic-5、パネル左下はASAP1、Hic-5 の Merge画像を示し

ている。 

 

図２．ASAP1SH3 ドメインおよび FAKを介した paxillin の共沈 

 （パネル A）COS-7 細胞を細胞培養用シャーレに培養し、①FLAG 標識野生型 ASAP1 のみ、②FLAG

標識野生型 ASAP1 および myc 標識 FAK、③FLAG 標識 SH3 ドメイン欠損型 ASAP1 のみ、④FLAG 標

識SH3ドメイン欠損型ASAP1およびmyc標識FAKを、それぞれ１ディッシュあたり2mgをFuGENE6

を用いて導入し発現させた。細胞を可溶化し、抗 FLAG M2 ビーズにて免疫沈降を行い、または、全 lysate

を SDS-PAGE で分離し、PVDF 膜への転写後、抗 FLAG M2 抗体、抗 myc 抗体、抗 Paxillin 抗体を用い

て免疫ブロッティングに供した。（パネル B）では、上記と同様の方法で、①FLAG標識野生型ASAP1の

み、③FLAG 標識 SH3 ドメイン欠損型 ASAP1 のみの発現を行い、抗 FLAG M2 抗体、抗 FAK 抗体、抗

Paxillin 抗体を用いて免疫ブロッティングに供した。 

 

図３．ASAP1SH3 ドメインによる pull-down アッセイ 

大腸菌で作製した GST融合 ASAP1 SH3 ドメイン、あるいは、GST単独をグルタチオンセファロース

ビーズに固定した後、COS-7 細胞に myc 標識 FAK を発現させたもの、または、発現させていないもの

細胞溶解液にて pull-down を行い、前記と同様の方法にて抗myc 抗体、抗 Paxillin 抗体を用いて用いて

免疫ブロッティングに供した。 

 
図４．CD2AP がASAP1と FAKの結合を競合的に阻害 

COS-7 細胞に①FLAG 標識野生型 ASAP1 および myc 標識 FAK、②FLAG 標識野生型 ASAP1、myc

標識 FAKおよびmyc 標識 CD2APを発現させ、図２と同様の方法により、抗 FLAG M2 抗体、抗 FAK 抗

体、抗 Paxillin 抗体を用いて免疫ブロッティングに供した。 

 
図５．NIH3T3細胞伸展における強制発現 CD2APの影響 

（パネル A）NIH3T3細胞を細胞培養用シャーレに培養し、myc 標識 CD2AP を１ディッシュあたり２

ｍｇをリポフェクトアミン２０００を用いて導入し、２４時間後にトリプシン処理により細胞を剥がし、

フィブロネクチンコートカバーグラス上にて４時間培養した。PBSで洗浄後、3.7% パラホルムアルデヒ

ドにて 20 分間固定、再び洗浄し 100 mM Tris-HCl（pH 7.4）にて処理し、その後、0.15 % Triton X-100

により膜を透過性にし、ブロックエース（雪印），１次抗体（抗 ASAP1 抗体、抗 myc 抗体、抗 Paxillin

抗体）、次いで Alexa 標識２次抗体((Molecular Probes)による処理後に、さらに洗浄し、レーザー共焦

点顕微鏡で観察を行っている。パネル左上は ASAP1、パネル右上は Paxillin、パネル左下は myc 標識

CD2AP、パネル右下はASAP1、Paxillin、myc 標識 CD2AP のMerge 画像を示している。 

（パネル B）NIH3T3細胞を細胞培養用シャーレに培養し、GFP標識 CD2AP または、GFPベクターの

みを１ディッシュあたり２ｍｇをリポフェクトアミン２０００を用いて導入し、２４時間後にトリプシン

処理により細胞を剥がし、フィブロネクチンコートカバーグラス上にて培養し、一定時間ごとに、PBS で

洗浄後、3.7% パラホルムアルデヒドにて 20分間固定し、再び洗浄後、レーザー共焦点顕微鏡で観察を

行った。遺伝子が導入された細胞の面積を NIH Image 1.62 を用いて測定し、各時間ごと４サンプルを

２回、計８サンプルの平均を算出した。なお、誤差線は標準誤差である。 



ASAP1 Hic-5

Merge

図１．間接蛍光抗体法によるASAP1とHic-5の伸展血小板

における局在
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図５．NIH3T3細胞伸展における強制発現CD2APの影響


