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研究成果の概要（和文）：機械刺激によりTRPV2チャネルが機械刺激の局所に集積することを新規に見いだし
た。このことは「細胞膜上に固定されているカルシウムチャネルが、機械刺激にともなって開口しCa2+の流入が
生じる」とする従来のモデルとは全く異なる機構であり、チャネル分子自体が機械刺激で細胞表面にトランスロ
ケーションするという、『新規の細胞内カルシウム調節によるメカノトランスダクション制御機構である』。さ
らにこのTRPV2トランスロケーションがGd3+により抑制されること。ビンキュリンの持続的活性化にはTRPV2のト
ランスロケーションが重要であり、機械刺激でのアクチンのリモデリングに関与していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The effect of focal mechanical stress on the localization of TRPV2 was 
investigated in HT1080 cells. When focal mechanical stress was applied, subplasma membrane Ca2+ 
concentration ([Ca2+]s) was increased beneath the pipette, which propagated throughout the cell.   
The increase in [Ca2+]s was blocked by knocking down TRPV2. The focal mechanical stress induced 
vinculin conformation change was blocked by knocking down TRPV2. Elevation of [Ca2+]s was not 
observed by the application of Gd3+ and mechanical stress induced accumulation of TRPV2 -GFP       
beneath the pipette was not observed. 

研究分野：細胞生物学

キーワード： 機械受容　TRPV2チャネル　トランスロケーション　ビンキュリン　メカノセンサー
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様式	 C−１９，F−１９，Z−１９（共通）	

1.研究開始当初の背景	
生体内の組織・細胞には常に機械・物理的刺激が負
荷されている。そして、組織・細胞がこの力学的な
環境変化を受容して細胞機能を調節する機構は、細
胞増殖・分化・老化・再生・転写調節・高次の組織
形成ばかりでなく、炎症・動脈硬化・創傷治癒・が
ん転移などの病理学的な過程にも重要である。しか
し、細胞が物理・機械的刺激を受容伝達するメカノ
トランスダクション機構は解明されておらず、がん
細胞・組織がどのように物理的・力学的環境変化を
受容しているのか不明である。がん細胞での機械受
容チャネルによる細胞内カルシウム制御機構の解明
により、がん転移・浸潤におけるメカノトランスダ
クション機構を明らかにし、それに基づく治療戦略
の基礎の確立を目指す。	
	 生体内では伸展（ストレッチ）・ずり力（シェアー
ストレス）などの機械的刺激は絶え間なく働いてい
る。循環系・骨格系・呼吸器系では、特に恒常的に
作用する物理的・機械刺激に対応する調節機構は重
要である。機械刺激により血管内皮細胞の再配置・
増殖が促進されて、血管の形状が最適化される。組
織・細胞に負荷される機械的・物理的な力学的シグ
ナルは、リン酸化・たんぱく質の構造変化・エネル
ギー産生・転写調節などの多岐の化学的シグナル伝
達に変換される。このようなメカニカルストレスに
よる細胞内シグナル伝達で細胞機能が調節されてい
る。そして、機械刺激・物理刺激における細胞運動・
細胞接着の制御機構では、負荷された力学的シグナ
ルが化学的シグナル伝達に変換されて、さらに細胞
膜の伸展・退縮などの細胞運動の原動力になる物理
的・機械的な変化に再変換（メカノトランスダクシ
ョン）されることが重要である。また、このメカノ
トランスダクション機構のあるものでは、機械受容
カルシウム（Ca2+）チャネルがメカノセンサー分子と
して機能して、それによる細胞内 Ca2+変化が化学的シ
グナル伝達を調節して、細胞運動・接着分子群を時	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
空間的に調節・制御すると考えられている。しかし、
そのメカノトランスダクションを構成する分子実体
は十分に明らかにされていない。がんの転移・浸潤
機構においても、がん細胞への機械・物理的刺激→
細胞内の生化学的シグナル伝達→細胞骨格・接着調
節機構への物理的な出力伝達機構があり、その調節
機構の破綻が転移・浸潤機構に関与していると考え
られる。メカノトランスダクションは、組織形成・
再生・転写調節・細胞遊走などの生理学的な過程ば
かりでなく、炎症・動脈硬化・創傷治癒・がん転移
などの病理学的な過程においても極めて重要な機構
である。	
我々はがん肉腫細胞をモデルとして、機械刺激によ

り Ca2+透過性 TRPV2 チャネルが機械刺激の局所に集
積（トランスロケーション）することを見いだした。
このことは、従来の「細胞膜上に固定されている Ca2+

チャネルが、機械刺激に伴って開口し Ca2+の流入が生
じる」とするモデルとは全く異なる機構である。チ
ャネル分子自体が、機械刺激で細胞表面にトランス
ロケーションするという、『新規の細胞内 Ca2+調節に
よるメカノトランスダクション制御機構である』。	
がん細胞において機械刺激を負荷する、①。TRPV2 が
ストレッチ刺激を受けた部位にトランスロケーショ
ンする、②。その刺激部位を起点として細胞全体に
波及する TRPV2 依存性の Ca2+濃度勾配が形成される、
③。この Ca2+上昇により細胞接着斑の構造・機能調節
が起きて、細胞運動の原動力が生じる、④。また、
機械刺激の局所では、PI-3 キナーゼなど活性化がお
きる、という一連の反応が起きる。この反応を明ら
かにすることは、がん浸潤・転移におけるメカノト
ランスダクション機構の解明につながる。	
２.研究の目的	
がんの転移は細胞のがん化にともなって細胞運動・

細胞接着能が変化して、がん細胞が組織内を移動し、
結合組織をくぐり抜けリンパ管や血管に侵入する。
さらに循環系に入り、他の組織に潜り込み、転移・
増殖する。がんの浸潤・転移は細胞運動・接着制御
の破綻の結果として起こるが、がん細胞が全く新規
の特殊な機序で運動能を亢進・暴走しているわけで
ない。胎児期の形態形成や創傷治癒に見られる生理
的な過程と同様な機序・機構で浸潤・転移している。
がん細胞における細胞運動・接着の機構の解析は、
発生、組織形成、細胞の遊走などの生理的な過程や
炎症、動脈硬化、創傷治癒などの病理学的な過程な
どにおける細胞運動・細胞接着機構の解明にもつな
がる。以前より細胞内のカルシウム(Ca2+)は、細胞接
着・運動、細胞骨格、細胞増殖などに重要であるこ
とが知られていた。しかし、細胞接着・運動の伸展
において細胞内 Ca2+がどのように制御されているの
か、さらに、がん細胞の浸潤・転移での細胞伸展に
おいて Ca2+動態がどのように脱制御されているかは
不明である。本研究ではがん細胞における TRPV2 チ
ャネルの制御機構、とくにがんの浸潤・転移におけ
る細胞伸展刺激に伴う細胞内 Ca2+変化の意義とスト
レッチシグナル伝達機構を明らかにしたいと考えて
いる。	
３.研究の方法	
細胞膜直下の細胞内カルシウム(Ca2+)が計測可能な
高感度 Ca2+FRET プローブを利用して、機械受容 Ca2+	



チャネルである TRPV2 による、がん細胞内 Ca2+調節と
メカノトランスダクション機構を解析する。細胞骨
格、細胞骨格制御分子、細胞接着構成分子の可視化	
	
	
	
	
	
	
	
	
や細胞伸展が計測可能プローブなどを利用して、メ
カのセンサー分子群を同定してメカノトランスダク
ション機構を明らかにする。さらに、TRPV2 が発現・
機能しているがん細胞株を用い、TRPV2 発現量を遺伝
子工学的に制御した亜株を作製して in	vivo の転移
モデルを作製する。また、新規の機械受容 Ca2+チャネ
ルを探索して、TRPV2 によるメカノトランスダクショ
ンとの相違性を検討し、がん転移・浸潤におけるメ
カノトランスダクション機構を解明する。ヒトがん
（肉腫）細胞に高感度 Ca2+FRET プローブを発現させ、
機械刺激を負荷した際には機械刺激に伴い細胞内
Ca2+が上昇し、また、機械刺激が負荷されている間は
断続的に Ca2+上昇が繰り返して生じる。さらに、この
時の機械刺激部位に TRPV2 分子が集積（トランスロ
ケーション）する（上図）。	
（１）がん細胞のメカノトランスダクション解
析・メカノセンサー分子の探索	
外界の物理的・力学的な変化を受容し細胞内で生化
学的シグナルに変換する機構（メカノトランスダク
ション）は、細胞膜と細胞骨格間で機能する分子群
（メカノセンサー）で構成されている。申請者はこ
れまでの予備検討から、①TRPV2 チャネルが細胞膜
の機械刺激部位にトランスロケーションするメカ
ノセンサーの一つであること。さらに、②メカノセ
ンサーとして機能するザイキシンも、機械刺激によ
り刺激部に集積すること。また、③細胞接着斑構成
分子のビンキュリンの立体構造変化を可視化する
プローブで、機械刺激を負荷すると断続的に生じる
細胞内 Ca2+上昇に続いて、ビンキュリンの立体構造
変化が生じることなどを見いだした。このように、
機械受容 Ca2+チャネルである TRPV2 による Ca2+上昇
により接着斑の構造変化が生じる機序がある。しか
し、どのようなメカノセンサー分子が機能し、どの
ようにしてシグナルが伝達され、最終的に細胞運動
につながるかの詳細は不明である。そこで、細胞骨
格・接着斑構成分子・細胞伸展関連分子などを可視
化するプローブを作製してそれらの動態を明らか
にし、メカノトランスダクション機構の全容を明ら
かにする。また、さまざまな阻害剤でメカノセンサ
ー分子間のシグナルの流れを明らかにする。	
（２）さまざまな物理刺激・化学刺激における
メカノトランスダクション機構との関連性	
機械刺激以外の物理・化学刺激にがん細胞がどのよ
うに反応して、細胞内 Ca2+が変化するかは不明であ
る。申請者はこれまで TRPV2 チャネルが機械刺激だ
けでなく、増殖因子刺激・ケモカイン刺激でもトラ
ンスロケーションして活性化することを報告して
きた。さらに TRPV2 は 52℃の温度刺激でも活性化
されると報告されている。そこで、細胞に浸透圧刺

激、圧刺激などの物理刺激、酸・アルカリなどの化
学刺激、一酸化窒素、過酸化水素などのガス刺激、
温度刺激（細胞外の温度を 25℃から 60℃）などを
負荷して、TRPV2 チャネルの局在変化、細胞内 Ca2+

変化、その際のメカノセンサー分子群の変化を検討
する。このような検討により、さまざまな物理・化
学刺激におけるメカノセンサー分子群の役割を評
価する。	
（３）がん細胞浸潤・転移でメカノトランスダ
クションに関与する分子群の検討	
1)	PKCとの関連：プロテンキナーゼC群は、がんの
浸潤・転移・増殖に強く関連する。我々の細胞伸展
刺激による物理的刺激にPKCの活性化の関与を検討
する。	
2)	PLC との関連性についての検討	
（４）動物実験での検討	
TRPV2ノック・アウトマウスの作成	
TRPV2-floxマウスとCMV-creマウスを交配して全身
でTRPV2マウスが欠損したマウスを作成する。	
４．研究成果	
（1）ビンキュリン活性化プローブ作成・TRPV2 機械
受容シグナルの関連性の検討	

細胞接着斑の構造変化をモニターするために我々は

vinculinに着眼して検討した。Vinculinは接着斑に

あるアクチンと結合するタンパクです。さらに図の

左のような	 タンパク質と結合することが解ってい

る。また細胞接着を構造的にサポートする他に細胞

内シグナリングに関わる分子群とともに機能する。	

そこで	 我々は	 図の右のようにvinculinの２カ所

に蛍光蛋白質を付加したプローブを作製して機械刺

激によるvinculinの構造・機能変化のモニタープロ

ーブを作製した。	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
機械刺激を付加すると機械受容部位から徐々に細胞
内に波及するVinculinの構造変化がおきた。	

さらに細胞内のカルシウムの上昇を BAPTA-AM で抑
制したり、TRPV２を knock	down すると Vinculin の
構造変化が起きないことがわかった。	



（2）Gd3+による効果	
ガドリニウムは機械受容カルシウムチャネルの阻害
剤であることが知られている。しかし、その機序は
明らかにされていない。またTRPV2のチャネル活性化
もガドリニウムでブロックされると報告されている。
そこで我々のような機械刺激を付加した際における
TRPV2とガドリニウムによる機械刺激における影響
を検討した。ガドリニウム存在下で機械刺激を加え
るとカルシウムの上昇は認められなくなります。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HT-1080細胞にFRETプローブの高感度カルシウムセ

ンサープローブのYC-nano-PMを発現させて、機械刺

激を加えると上段のようにカルシウムの上昇が認め

られます。しかし、Gd3+100uM	 添加して機械刺激を

加えると、図の下段のように機械刺激に伴うカルシ

ウムの上昇は生じません。我々はTRPV２チャネルの

かルシウム流入の活性化には、チャネルのトランス

ロケーションによる調節機構が重要であると考えて

います。そこで次にTRPV２の局在変化について検討

しました。ガドリニウム存在下で機械刺激を加える

とカルシウムの上昇は認められないが、さらに、次

にガドリニウム添加に伴うV2の局在変化を検討しま

した。機械刺激に伴いV2は、刺激部位にトランスロ

ケーションします。そのような状態になった時にガ

ドリニウムを加えますと集積したV2が消失していく

のがわかります。	

	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

（３）浸透圧の効果	

	

	

	

	

	

	

	

血管平滑筋細胞の	A10に低浸透圧刺激を付加さいた

さいのカルシウム変化を検討では、低浸透圧刺激	

を加えると	 細胞辺縁,中心部などにある特定の局所

的部位にV2の細胞膜の局在変化と一過性のカルシウ

ム上昇を認めルことがわかった。この部位に低浸透

刺激として	 物理的・機械的な刺激が付加されたも

のと考えられます。	

（４）PKC 活性化・PLC の活性化	
PH-EGFP,C1-C2(PKCα)-EGFP,C1(PKCδ)-EGFP で機械
刺激による PLC 及び PKC の活性化をモニターすると
機械刺激により一過性の活性化を認めた。この活性
化は TRPV2 をノックダウンしても PKC の活性化は完
全には消失しなかった。	
（５）TRPV2 ノックアウトマウスを作成して共同
実験を進行中である。	
（6）まとめ	
がん肉腫細胞をモデルとして、機械刺激により Ca2+

透過性 TRPV2 チャネルが機械刺激の局所に集積し、
細胞内へカルシウムシグナルを伝達する。このこと
は「細胞膜上に固定されているカルシウムチャネル
が、機械刺激にともなって開口して Ca2+の流入が生じ
る」とする従来のモデルとは全く異なる機構である。
チャネル分子自体が機械刺激で細胞表面にトランス
ロケーションするという、『新規の細胞内カルシウム
調節によるメカノトランスダクション制御機構であ
る』。がん細胞において機械刺激を負荷する、	
(1)TRPV2 が伸展刺激を受けた部位に集まる、(2)その
刺激・集積部位を起点として細胞全体に波及する
TRPV2 依存性のカルシウムの細胞内の濃度勾配が形
成される、(3)このカルシウム上昇により細胞接着斑	
の構造・機能が調節されて、細胞運動の原動力が生
じる、(4)また、Gd3+には TRPV2 チャネルのトランス
ロケーションを抑制する。というなど新規の機械受
容シグナルがあることを見いだした。	
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