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研究成果の概要（和文）： 

 我々の身体には多くの力を感じる細胞があり、組織や器官が力に応じて機能を発揮するよう
制御されているが、その機構は不明であった。本研究では、血管壁、骨、骨格筋の細胞を主た
る対象にした。その結果、細胞が接着している部位や細胞の形を決める役目をしている細胞骨
格などがセンサの働きをして、シグナルの機能を果たしているタンパク質も分かった。また、
生体の発生過程の器官形成において力が重要な役割を果たしていることが明らかとなってきた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
There are many cells sensing mechanical forces in our body and the cells control the functions of tissues 

and organs to be adapted to mechanical environment. However, the mechanisms were not elucidated yet. 

In this study, we mainly focused on vascular endothelial cells, osteocytes and myocytes. It became clear 

that cell-cell and focal adhesions and cytoskeletons such as stress fiber are working as mechanosensors 

and some proteins in cytoplasm were identified as signal messengers. Mechanical forces were also 

playing important roles in organogenesis such as valve formation in cardiovascular system. 
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１．研究開始当初の背景 

 生体内において力を感知して機能する細
胞は多く存在するが、我々は血管内皮細胞、
骨細胞、筋細胞に主として注目した。例えば、
内皮細胞には、血液の流れによるせん断応力、
血管壁の変形に伴う張力および血圧による
静水圧が絶えず作用している。内皮細胞は、
せん断応力負荷に対して流れの方向に配向

し、繰返し張力に対して負荷方向と直交する
方向に配向する。その際、細胞内の骨格構造
の分解・形成並びに葉状仮足の発達を経て最
終的な細胞形状に至っていることは現象論
的には分かっていた。また、静水圧に対して
は、全く配向を示さず多層化現象を示すなど
複雑な応答が観察された。力を感知している
と考えられる細胞の小器官として、細胞間接
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着部位、細胞膜のチャネルやレセプタ、スト
レスファイバー、などが挙げられていたが、
力の感知がどのようにして細胞の最終的な
形態変化につながるのか、その機構は明らか
ではなかった。骨においては、骨の萎縮と形
成には、破骨細胞、骨芽細胞および骨細胞が
関与しているが、これらのどの細胞が力を感
知し相互に情報伝達をしているのか全く不
明であった。筋細胞においても力学刺激と細
胞応答機構については未知の課題が多かっ
た。これらの機構解明に当たっては、主とし
て分子生物学、生化学などの立場から細胞内
に普遍的に伝わる信号を想定した研究が多
く、これだけでは作用した力に応じた細胞の
応答を十分に説明できない。我々は、細胞の
形態を最終的に決定する因子は、細胞骨格の
配向とそれを支える焦点接着斑の位置であ
り、それを制御しているのは細胞に作用する
力を最小限に留めようとする細胞自身のダ
イナミックなフィードバック機構と力学的
な視点が重要であると考えた。 

 

２．研究の目的 

 細胞の多くは力を感じるセンサ（力覚）を

有している。細胞に外力が負荷されると、こ

れらの力覚が力学的刺激を生化学的信号へと

変換し、その結果細胞の機能や形態に様々な

変化が生じると考えられる。我々もこれまで

に血管内皮細胞に血流を模した流体せん断応

力や血管壁の伸縮を模した繰返し伸展刺激を

負荷することによって、内皮細胞の力学刺激

に対する形態的応答に特に着目し研究を行っ

てきたが、一般的に細胞がどのように力学刺

激を感知し、力学刺激の方向に依存してその

形態や細胞骨格構造を変化させるのかについ

ては不明であった。そこで本研究では、細胞

に特異的に力学刺激を負荷する手法と最先端

のバイオイメージング技術を融合した実験系

を駆使して、各々の力覚候補部位に備わる機

能と、細胞の形態的応答に潜む原理或いはこ

れらの時空間的関係について研究し、最終的

には細胞力覚機構の全容を解明することを目

的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 流れ負荷実験に基づいた細胞の応答機構 

①新たに開発した逆Ｔ型の分岐部を有するフ

ローチャンバを用いてせん断応力の空間的な

変化（せん断応力勾配）にさらされた内皮細

胞の形態変化および遊走性を評価した。さら

に分子メカニズムを検討するため、主要な細

胞内シグナル伝達因子の一つ細胞外シグナル

調節キナーゼ（ERK）の役割を阻害因子を用

いて、またアクチンフィラメント構造変化に

関与するRhoGTPase活性変化をFRET法によ

り評価した。 

②細胞牽引力を計測するためのPDMS製マイク
ロピラーアレイ基質をMEMS技術とソフトリソ
グラフィー技術により作製した。マイクロピ
ラー上面をフィブロネクチンでコーティング
した後、GFPアクチンを導入した内皮細胞をコ
ンフルエントな状態までマイクロピラー上に
て培養した。その後、せん断応力を負荷し、
内皮細胞のリモデリングに伴う牽引力の変化
を経時的に観察した。牽引力はマイクロピラ
ーの撓みより画像処理により計測した。 
③せん断応力を加えた細胞を使って、発現誘

導される遺伝子（miRNA を含む）を検索し、

ゼブラフィッシュ心臓、血管系をモデルに発

現部位を特定した。探索した遺伝子について、

morpholino oligo を作製してノックダウン実

験を行い、それぞれの遺伝子機能を解析した。

力学刺激によって制御される遺伝子の発現

調節領域から、力学刺激応答部位を特定し、

EGFP などのレポーターにつないだコンスト

ラクトを作製し、力学刺激を可視化する方法

を探った。 

(2) 張力負荷実験に基づいた細胞の応答機構 

①細胞の力覚応答に寄与する機能分子を探索

するために、内皮細胞に対する繰返し伸展刺

激による細胞の配向と 3 次元培養下の乳腺上

皮 MCF10A細胞の細胞外基質の硬さ依存的な

上皮間葉転換様の形質転換をモデルに、これ

らに必要な Rho ファミリーの活性化因子

Rho-GEF の網羅的スクリーニングを行った。

Rho-GEF として働く Dbl ファミリー遺伝子 69

種類に対する shRNA 発現プラスミドライブ

ラリーを構築し、内皮細胞と MCF10A 細胞に

おいて各々のRho-GEFの発現抑制を行いその

効果を測定した。 

②細胞核と細胞骨格を結合する LINC 複合体

の内、ネスプリンを RNA 干渉法により発現抑

制した内皮細胞の繰り返し伸展刺激に対する

形態応答を評価した。また細胞核への力学伝

達を評価するため、伸展負荷前後の細胞核形

状、さらに原子間力顕微鏡を用いてアクチン

フィラメントと細胞核の結合力の評価を行っ

た。 

③14 日齢のニワトリ胚から単離した骨細胞

に対して一酸化窒素（NO）の蛍光指示薬を導

入し、次いでフィブロネクチンをコーティン

グした磁性ビーズを付着した後、磁気ピンセ

ットを用いて定量的な力学刺激を負荷した際

に生じる骨細胞内の NO 産生挙動を検討した。

また、骨細胞の持つ特徴的な形態と力学刺激

応答との関係を考察するため、骨細胞への力

学刺激を細胞体部位と細胞突起部位に分けて

負荷し、力学刺激部位の違いが NO 産生に与



 

 

える影響を検討した。 

(3) 細胞の力学応答プロセスにおける細胞内

シグナルの分子イメージング 

①内皮細胞に予め RhoGTPaseを可視化するた

めのプローブである Raichu-Rac1 および

Raichu-RhoA コンストラクトの遺伝子を含ん

だプラスミドベクターを導入し、せん断応力

が負荷した状態で Rac1と RhoAの活性化状態

を FRET 技術によってイメージングした。細

胞の初期配向とアクチン細胞骨格の影響によ

る細胞内におけるシグナル分子の局在の時間

変化を解析した。 

②電気パルス刺激(EPS)を適切に付与するこ

とにより、培養ディッシュ上で活発な収縮活

動能力を発達させることができる「運動でき

る培養筋細胞系」を開発した。EPS 誘発性の

収縮活動に依存した細胞応答を生化学的・分

子生物学的手法により評価した。また、スト

レッチチャンバーを用いた比較検討も行った。

細胞内における機能分子を蛍光ナノ粒子

(Qdot)にて特異標識して視覚化し、その挙動を

ナノ計測した。共焦点と全反射光学系と超高

感度 EM-CCD カメラを利用して１分子の

Qdot 挙動を計測できる顕微鏡システムを構築

した。分子動態は、拡散係数と分子輸送速度

として定量化した。 

(4) ストレスファイバーが力覚に果たす役割 

 平滑筋細胞から低イオン強度処理と界面
活性剤処理によってストレスファイバー
（SF）を抽出した。二本のガラスニードルの
硬さを調節し、一方を収縮力検出用、他方を
支持用として利用した。抽出された一本の SF

の両端を捕捉し、SF をわずかにたるませた状
態で濃度 1mM になるようにマグネシウムと
複合体を作らせた ATP 溶液を加えた。SF が
等尺性収縮状態（定常状態）に達した後に、
溶液のイオン強度を固定したまま ATP の濃
度を変えてその影響を調べた。また二本のニ
ードルの位置の差から SF の長さおよびその
時間変化から収縮速度を求めた。 

 
４．研究成果 

(1) 流れ負荷実験に基づいた細胞の応答機構 

①せん断応力勾配が存在する場合には特定の

方向に対する遊走性、配向性が見られなくな

った。せん断応力により引き起こされるアク

チンフィラメント構造変化もせん断応力勾配

環境下では観察されなかった。FRET実験の結

果、せん断応力勾配によってRhoGTPaseの内、

RhoAの過剰な活性が引き起こされることが

明らかになった。さらにERK活性を阻害する

ことで、RhoA活性化が抑制され、せん断応力

に対する遊走性、配向性が回復することを発

見した。これらのことから、せん断応力勾配

の存在によりERKの活性化が引き起こされ、

RhoGTPase活性が過剰に上昇し、せん断応力

環境下で見られる流れの方向に沿った内皮細

胞の遊走性、配向性が抑制されることが明ら

かになった。 

②マイクロピラー基質上に培養した内皮細胞

は、細胞下のマイクロピラーの撓みを計測す

ることで牽引力の経時変化を追跡することが

できた。流れを負荷すると内皮細胞は流れの

方向に伸長・配向した。牽引力はこのリモデ

リングの過程で一旦減少し、その後形態変化

前のレベルまで回復することがわかった。ま

た、形態変化前にランダムな方向を向いてい

た牽引力は形態変化後には流れの方向に揃う

傾向が見られた。さらに、マイクロピラーの

断面形状を円形から楕円形に変化させた結果、

ピラーの剛性異方性が内皮細胞の形態変化に

大きく影響を与えることを見出した。 

③内皮細胞などにせん断応力を負荷すること

によって発現誘導が起こる遺伝子を検索した

結果、miRNA の miR-143、miR-21、転写因

子をコードする egr1 遺伝子を同定した。特

に、miR-21、egr1 は、せん断応力負荷後、15

分程度で発現が上昇することが確認できた。

この発現誘導は、これまで報告されているも

のの中で、最も早い。ゼブラフィッシュを用

いて発現部位を解析した結果、miR-143 は、

大動脈に相当する心筋層で、miR-21 と egr1 

は房室弁と大動脈弁に特異的に発現すること

を確認した。miR-143、miR-21 に対する 

morpholino oligo を合成し、機能阻害実験を行

った。その結果、miR-143 の機能を阻害する

とレチノイン酸シグナル伝達の異常を来し、

心室と大動脈弁の形成異常が起こることが明

らかとなった。せん断応力の負荷で最も早く

誘導される egr1 遺伝子の発現調節領域を解

析し、力学刺激応答制御部位を同定した。こ

の部位を複数つなぐことによって、伸展やせ

ん断応力によって EGFP の発現上昇を起こ

す可視化ベクターを作ることができた。 

(2) 張力負荷実験に基づいた細胞の応答機構 

①内皮細胞に対する繰り返し伸展刺激による

細胞の配向に必要なものとしてGEF-H1、Larg、

Soloを含む8種類、MCF10A細胞の細胞外基質

の硬さ依存的な形質転換に必要なものとして

Farp-1(CDEP)を含む5種類のRho-GEFを同定

することに成功した。さらに、Soloは、繰り

返し伸展刺激における血管内皮細胞の配向の

過程で、細胞間接着に依存した配向に寄与す

ることが明らかとなった。 

②ネスプリンを発現抑制した内皮細胞では、

繰返し伸展刺激に対する形態変化および細胞

骨格構造変化が見られなくなった。ネスプリ



 

 

ン発現抑制細胞では、細胞核の幅が減少する

様子が確認された。さらにネスプリンの発現

抑制により細胞核とアクチンフィラメントの

結合力は大きく減少した。これらのことから

アクチンフィラメントを介した細胞核への力

学伝達は内皮細胞の形態応答に対して必須の

働きを持つことが明らかになり、細胞核も力

覚機構において重要な役割を持つことが示唆

された。 

③骨細胞に対する力学刺激負荷は、1000 pN、

1 Hz、30 secとし、刺激の負荷時間を含めて

合計10分間観察した。その結果、NOの産生

挙動に大きな振動が観察された。この振動は、

細胞内において蛍光輝度の高い局所部位で顕

著に観察される現象であり、NOの産生部位が

細胞内に偏在していると考えられた。細胞に

対する刺激負荷部位を骨細胞の細胞体部と細

胞突起部に分け、磁性ビーズを介して細胞に

力学刺激を負荷し、骨細胞のNO産生を観察し

た。細胞突起部位への刺激による蛍光輝度は、

細胞体部位への刺激による蛍光輝度に比して

大きく上昇したことより、骨細胞は、細胞体

部位に比して、細胞突起部位でより敏感に外

部からの力学刺激を感知していることが明ら

かとなった。 

(3) 細胞の力学応答プロセスにおける細胞内

シグナルの分子イメージング 

①水平方向に配向した細胞は上流側で RhoA

活性が、下流側で Rac1 活性がそれぞれ上昇
した。一方、垂直方向に配向した細胞では上
流部での RhoA 活性上昇のみが生じ、Rac1 活
性は変化しなかった。さらにアクチン細胞骨
格を脱重合させた場合 Rac1 活性上昇が細胞
全体で生じるようになり、RhoA 活性上昇が
著しく抑制されることを明らかにした。これ
らの結果から細胞の配向方向がせん断応力
負荷によって生じる局所的な Rac1 および
RhoA 活性上昇に影響を与えることが明らか
になり、アクチン細胞骨格を介した細胞内の
力学伝達によって生じることが示唆された。 

②収縮運動に応答して発現亢進する収縮筋細

胞由来分泌因子（マイオカイン）群を新たに

同定した。さらに、収縮活動依存性に惹起さ

れる「細胞内シグナル伝達系活性化」から「新

規マイオカインの発現」に至る過程を解明し

た。新規マイオカイン CXCL1/KC の発現には

JNK1/2 路が必須であること、一方、収縮依

存性の IL-6 発現には、Ca2+/カルシニューリ

ン経路が関与することを明らかにした。さら

に、この IL-6 発現亢進現象は細胞内グリコー

ゲン含量によって負に制御されることを見い

だした。これらの結果は、代謝と力覚シグナ

ルを統合するクロストークの存在を示唆し、

骨格筋の運動効果を理解する上で重要な新知

見である。 

 筋収縮活動は、２型糖尿病の治療的効果と

して、インスリン反応性糖輸送担体(GLUT4)

の機能亢進をもたらすが、その分子基盤は不

明である。Qdot 標識 GLUT4 分子の挙動を定

量化し、収縮活動やインスリン刺激によって

惹起される GLUT4 輸送動態変化を世界最高

精度にて定量理解することに成功した。そし

て、運動刺激は「Tbc1d1 の制御モードシフト」

を誘導し、そのインスリン応答性を改善する

ことを発見した。今後、この運動効果の発現

に及ぼす細胞力覚系の重要性をさらに明らか

にできるものと考えられる。 

(4) ストレスファイバーが力覚に果たす役割 

 SF 一本の収縮力は ATP 濃度が 1mM から
3mM の範囲で最大となった。収縮速度—収縮
力の関係を調べた結果、無負荷では SF は約
1μm/sの速さで収縮する一方、SF に外部から
負荷を与えると収縮速度は無負荷時に比べ
て二桁減少した。この負荷によって SF 内の
非筋 II型ミオシンの収縮機能の活性が損なわ
れないことを別途確認した。一方、従来 SF

と似た性質を有するとしばしば仮定されて
いる筋原線維では、負荷によって緩やかに収
縮速度が減少することが知られる。しかし SF

一本の力覚機構を調べた本成果から、筋原線
維内の骨格筋ミオシンに比べ、SF 内の非筋 II

型ミオシンでは、等尺性収縮状態においてア
クチン分子との親和性が著しく上昇するこ
とを示した。SF では負荷により ATP の加水
分解サイクルが著しく遅れ、収縮速度の減少
につながったと考えられる。このことから SF

は少ない ATP の消費量で、端部の焦点接着斑
に一定の張力を与え続けることに適した細
胞内収縮構造物であることが示唆された。 
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