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研究成果の概要（和文）：本研究では，接着基質の繰り返し伸展刺激に対する極性を有した細胞形態変化におい
て，細胞核の力学特性と局所的なタンパク質合成プロセスとの関係を検討した．細胞核内RNA合成分布および細
胞内タンパク質産生布と細胞核力学特性との明確な関係は得られなかったものの，細胞骨格の一つであるアクチ
ンフィラメントと細胞核との結合が細胞の形態変化，また細胞核力学特性の経時的変化に対しても重要な役割を
果たすことを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：This study explored the role of the relationship between the nuclear 
mechanical properties and the local protein synthesis in the polarized morphological changes of 
cells induced by substrate cyclic stretching. We did not find any detectable interactions between 
the nuclear mechanical properties and the distributions of intranuclear RNA and intracellular 
protein syntheses. However, our results indicate that the bindings of actin filaments, one of the 
cytoskeletons, to the nucleus play important roles in the formation of polarized shapes of cells and
 the time course changes of intranuclear mechanical properties under cyclic stretching condition.

研究分野： メカノバイオロジー
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
力学環境に対する細胞応答は身体の生理機能維持や病理に深く関与することが知られている．細胞の力学環境へ
の応答メカニズムにおいて，細胞外部の力学環境情報の細胞核への伝達および細胞核の変形が重要な役割を担う
として注目されている．力学特性は変形に極めて密接にかかわる物性であり，本研究結果は，アクチンフィラメ
ントを介した細胞核への力学刺激伝達，さらに伝達された力学刺激によって細胞核自身の力学特性およびそれに
伴う変形が経時的に変化することを意味しており，細胞応答メカニズムの解明に大きく寄与すると考えられる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞の多くは力学刺激を感知して形態的・機能的応答（力学応答）を示す．力学応答は，発生

過程における細胞分化・組織形成，生理機能の維持，さらに様々な病理にも重要な役割を担って
おり，そのメカニズム解明が求められている．力学応答プロセスにおいて，力学刺激の方向や大
きさの感知および生化学的シグナルへの変換を行うメカノトランスダクション機構が根幹的役
割を担うと考えられている．しかし，細胞核ー細胞骨格結合を抑制した細胞に力学刺激を負荷す
ると，刺激方向の感知は維持されるものの，方向性（極性）を有した形態変化のみが低下する現
象が報告されている[1]．従来のメカノトランスダクション機構だけではこの現象を説明できず，
力学応答の統合的理解には，応答プロセス対する力学刺激の影響を新たに見出す必要性を強く
示唆している． 
 刺激を感知した細胞内では，生化学シグナルに応じた遺伝子発現変化に基づき，タンパク質

合成（翻訳）が生じる．翻訳には細胞内全体で生じるものに加えて細胞内局所性も存在し，局所
的な翻訳は細胞の極性を持った応答に関わることも知られており[2,3]，この局所的な翻訳も細
胞力学応答に寄与する可能性が考えられ，これを明らかにするためには細胞内局所の力学的状
態と局所翻訳双方を組み合わせて評価する必要がある． 
 
２．研究の目的 
 本研究では局所翻訳プロセスにおいて細胞内および細胞核内の力学的要因が影響を与えると
いう仮説を立て，細胞力学環境計測とタンパク質合成との関係を検証した． 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養およびタンパク質発現抑制 
ヒト皮膚線維芽細胞および HeLa 細胞を実験に用いた導入試薬を用いて．線維芽細胞に対し

siRNA を導入し，Nesprin-1 もしくは Nesprin-2 の発現抑制を行った．免疫蛍光染色により Nepsrin
の発現抑制を予め確認した．また，細胞骨格の一つアクチンフィラメントの影響を検討する際に
は，アクチンフィラメント重合阻害薬 Cytochalasin D で予め細胞を処理した． 
 
（２）細胞内力学環境計測 
力学刺激に対する応答を検討するため，ストレッチチャンバ（Strex）に播種した細胞に対して

10%ひずみ，1Hz の単軸繰り返し伸展刺激を負荷した． 
伸展に伴う細胞核内ひずみ分布計測の際には，ストレッチチャンバ内で予め Hoechst33342 で

細胞核を蛍光標識した細胞に 10%ひずみを負荷し，負
荷前後の細胞核蛍光画像を取得した（図 1）．MATLAB
を用いた画像相関により細胞核変形前後の画像から相
対変位を求め，相当ひずみを算出した． 
局所力学特性を評価するため，ピペットプラーを用

いて作製した先端外径約１マイクロメートルのガラス
キャピラリーを顕微鏡ステージ上で細胞に刺入し，細
胞核内部に微小蛍光ビーズを導入した．導入したビー
ズの連続画像を撮影し，その熱振動挙動から局所動的
弾性特性を算出した． 
 
（３）細胞イメージング 
細胞を 4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液で固定し，細胞核およびアクチンフィラメント

を蛍光標識した．倒立型蛍光顕微鏡を用いて取得した蛍光画像から画像解析ソフト ImageJ
（National Institutes of Health）を用いて細胞の形態評価を行った． 

Click-iT RNA AlexaFluor 488 Imaging Kit および Protein Synthesis Assay Kit（ThermoFisher 
Scientific）を用いた蛍光標識によって一定時間内に新たに合成された RNA およびタンパク質の
可視化をそれぞれ行った．ウリジンアナログである 5-ethynyl uridine（EU）を培養細胞の培養液
に添加することで，新たに合成される RNA に EU を付与し，抗体により EU を検出することで
RNA 合成量を検出した．またメチオニンアナログである L-ホモプロピルギルグリシンを細胞に
取り込ませ，蛍光標識することで新たに合成されたタンパク質（新生タンパク質）を検出した． 
 
４．研究成果 
（１）細胞核―アクチンフィラメント結合を抑制した細胞の形態変化 
siRNA 処理により Nesprin-2 を発現抑制した線維芽細胞に繰り返し伸展刺激を負荷した結果，

野生型群同様に負荷 1時間で一旦収縮した形状を示した．その後負荷 24 時間で両群ともに，伸
展刺激方向に対して直交方向への再配向を示した．しかし，野生型細胞群に比べ Nesprin-2 発現
抑制細胞では形態変化時の細胞伸長の低下が観察された．本変化はこれまでに調べた Nesrpin-1
を発現抑制した細胞と同じ変化であり，これらの結果から細胞核とアクチンフィラメント結合
が繰り返し伸展刺激に対する極性を有した細胞形態に重要な役割を持つことが示唆された． 
 
（２）繰り返し伸展刺激による細胞核内ひずみの分布・極性変化 

図 1 伸展前（左）および伸展後
（右）の細胞核蛍光画像 



細胞核を予め蛍光染色した HeLa 細胞に対して繰り返し伸展刺激を 15 分間加えた後，さらに
15 分間静置培養した．刺激負荷前後および静置培養後の細胞に対して，接着基質伸展によって
細胞核に生じる変形量を求め，ミーゼス相当ひずみを算出した．繰り返し伸展刺激負荷前は細胞
核の辺縁部に比べ中心部で高いひずみが生じたが，伸展刺激負荷後辺縁部でのひずみに増加傾
向が見られ，細胞核全体のひずみも増加した（図２）．静置培養後は伸展刺激負荷前と同様のひ
ずみ分布に回復した．細胞への力学的刺激負荷により細胞核全体のみならず局所ひずみ分布も
経時的に変化することが明らかになった．また，アクチンフィラメント重合阻害処理により，繰
り返し伸展刺激負荷による細胞全体および局所ひずみの変化が消失したことから，アクチンフ
ィラメントが繰り返しの力学刺激による
細胞核内ひずみ変化に重要な役割を有す
ることが示唆された．一方で，細胞核内の
ひずみ分布と細胞核形状との関係を検討
した結果，伸展刺激負荷前および後におい
てもひずみ分布に顕著な極性は見られな
かった． 
 
（３）細胞核内局所力学特性分布評価 

HeLa 細胞核内部に，蛍光マイクロビーズをマイクロインジェクションによって導入した．細
胞核内に導入されたビーズの変位は 100 nm 四方程度の領域内で生じた．ビーズの平均二乗変位
から算出した貯蔵弾性率 G’ (ω)，損失弾性率 G“(ω)は ω = 1 [1/s]においてそれぞれ G’ = 0.1~16 Pa，
G” = 0.1~6 Pa の範囲の値であった．こ本研究ではさらに，導入した蛍光ビーズの細胞核内位置と
細胞核内局所力学特性との関係を評価した．蛍光ビーズの細胞核内位置を細胞核重心から細胞
核辺縁部までの距離で規格化した結果，細胞核の中心部から辺縁部に向かに従い G’，G’’がそれ
ぞれ増加する傾向が得られた．また，DNA 染色蛍光輝度を基に評価したビーズ周囲の DNA 凝
集密度と力学特性との相関が得られた．しかし，細胞核および細胞の伸長方向と局所力学特性分
布に明らかな関係は認められなかった． 
 
（４）合成 RNA およびタンパク質の合成量および局在性の変化 
細胞内 RNA を蛍光標識することで，繰り返し伸展刺激を負荷した細胞内における RNA の局

在性および合成量変化の評価を試みた．蛍光標識された RNA はほぼ細胞核内で観察され，細胞

質内での局在は観察されなかった．細胞核内部で観察された RNA の蛍光輝度分布に核内位置と

の顕著な相関は見られなかった．繰り返し伸展刺激を負荷した細胞で経時的変化を調べた結果，

刺激負荷１時間で，細胞核内の RNA 蛍光の減少傾向，２４時間の地には回復傾向がそれぞれ見

られ，RNA 合成そのものに伸展刺激負荷の影響が示唆された．核膜タンパク質の一つである

Nesprin-1 を発現抑制した細胞においても，伸展刺激負荷時に同様な RNA 合成の変化傾向が観察

され，細胞骨格であるアクチンフィラメントを介した力学刺激伝達の影響は確認されなかった． 
同様に，細胞内で新たに作成されたタンパク質（新生タンパク質）を蛍光標識することで，繰

り返し伸展刺激を負荷した細胞内におけるタンパク質産生局在性も評価した．蛍光標識された

新生タンパク質はほぼ細胞内全体で観察され，細胞形態との顕著な相関は認められなかった．繰

り返し伸展刺激を負荷し，伸展方向に対して垂直方向に配向した細胞においても同様に新生タ

ンパク質の細胞内分布の局在性は見られなかった． 
繰り返し伸展刺激による RNA 蛍光の減少傾向と，（２）で得られた細胞核ひずみ分布の変化

には何らかの関係が存在することが考えられる．本研究において，細胞力学特性の極性とタンパ

ク質産生との関係に明確な関係は認められなかったものの，細胞核の変形特性と RNA 合成との

関係，さらにアクチンフィラメントを介した力学刺激伝達の関与は未だ明らかになっておらず，

今後さらに調べる必要があると考えられる． 
 
＜引用文献＞ 
[1] Sakamoto et al, Cell Mol Bioeng, 2017 
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図２ 細胞核内相当ひずみ分布 
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