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研究成果の概要（和文）：本研究は、RhoGEFであるSoloを介した中間径フィラメントとアクチン骨格の再構築に
よる、上皮細胞の外力に対する順応機構とその役割を解明することを目的に行った。Soloは、細胞間接着部位の
張力負荷に依存してその部位へ局在し、集団移動時の細胞間の張力の発生に寄与することが示唆された。また、
Soloのプロテオーム解析から、Soloは、PDZ-RhoGEFと結合し、PDZ-RhoGEFの局在を制御することを明らかにし、
SoloとPDZ-RhoGEFは、力覚応答のシグナルにおいて、カスケードとして機能することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our research aimed to elucidate the mechanism of adaptation of epithelial 
cells to mechanical forces through reorganization of the actin cytoskeleton and intermediate 
filaments by Solo, a RhoGEF. We found that Solo translocates cell-cell adhesion sites where a 
tensile force is subjected. This result suggests that Solo contributes to the generation of tensile 
forces at cell-cell adhesion sites in the collective migrating cells. Proteomic analysis of Solo 
revealed that PDZ-RhoGEF binds to Solo and Solo regulates the intercellular localization of 
PDZ-RhoGEF. These results suggest that Solo and PDZ-RhoGEF function as a signaling cascade in 
mechanotransduction.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： アクチン骨格　RhoGEF　Rho　メカノバイオロジー　中間径フィラメント　ケラチン繊維　Solo　上皮細
胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちの体を構成する組織の多くの部分は、細胞同士が接着した層構造で形成されている。その状態を維持する
ためには、細胞同士が適切な力で引っ張り合い、また、細胞が壊れない強度になることが必要である。本研究
は、細胞が隣の細胞に引っ張られたときに、Soloという細胞内のアクチン骨格を制御する蛋白質がケラチン繊維
網を介して引っ張り返すという働きをすることを発見した。また、Solo蛋白質がPDZ-RhoGEFという蛋白質を活性
化して働くことを発見した。これらの分子機構は、組織の丈夫さを維持する働きと関係することが考えられ、
様々な疾患の悪性化などに関連すると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
私たちの体は様々な機械的な力を常に受けており、組織を構成する個々の細胞は負荷された力

を感知して様々な応答をすること(力覚応答)が知られている。組織として秩序化された細胞集

団の個々の細胞は、存在する場所の力学的環境に適応するために負荷される力の方向と強さを

感知して応答する基本的な分子機構が必要であると考えられる。これまで、いくつかのメカノセ

ンサー機構が発見されている。機械刺激依存性カチオンチャネルは機械刺激を感知する主要な

センサー機構であり、応答が速く、機械刺激の頻度や強さを感知する上で有効なシステムである。

これに対し、アクチン線維や細胞接着部位の構成蛋白質は力負荷に依存した立体構造変化によ

ってセンサーとして機能することが知られている。しかし、細胞への機械刺激のパターンの複雑

さを説明するには圧倒的に種類が少ないと考えられる。未だ、メカノセンサーやその下流で機能

する蛋白質が多数存在することが強く示唆された。私たちは、これまでに血管内皮細胞に対する

繰り返し伸展刺激による細胞の配向をモデルに、アクチン骨格の再構築に関与する低分子量 G

蛋白質 Rhoファミリーの活性化因子を探索し、Soloを同定していた。また、Soloは、細胞への

張力負荷によるアクトミオシンの形成促進と RhoA の活性化に必要であることを見出した。一

方、Soloの結合蛋白質を探索し、単層上皮特異的な中間径フィラメントであるケラチン 8/18繊

維と結合することを発見した。Soloのケラチン繊維との結合は、張力負荷による RhoAの活性化

に必要であり、また、Soloは、細胞内のケラチン繊維網の形態に関与することを明らかにした。

さらに、上皮細胞の集団移動に対し、Soloの発現抑制は集団移動の移動速度を加速することを見

出し、Soloが、細胞間接着部位で細胞同士を引き合う働きに寄与することが示唆されていた。中

間径フィラメントはアクチン骨格に比べて静的な構造であり、その構造の変化はアクチン骨格

の再構築に依存していることが知られている。また、中間径フィラメントは細胞の強度の維持に

寄与することはよく知られている。これは、ケラチン繊維網の構造が細胞に負荷された機械的な

力を感知する装置として働いてアクチン骨格を時空間的に制御すると共に、そのシグナルによ

るアクチン骨格の再構築がフィードバックとしてケラチン繊維網を再構築し、細胞の力学的な

環境への応答に重要な役割を担っていることが考えられた。この細胞の力覚応答は、細胞に負荷

された力の方向、強さ、時間に対して定量的に応答する分子機構として機能すると考えられる。

私たちが発見した力覚応答に関与する RhoGEFの Soloは、アクチン骨格の制御因子であるとと

もにケラチン繊維網の形状を制御することから、細胞の力覚応答においてケラチン繊維とアク

チン骨格の共役したメカノセンサー機構に関与するだけでなく、負荷された力の強さに応じた

アクチン骨格の再構築による力の発生とケラチン繊維束の配置による強度の調整にも寄与する

ことが推測された。 

 
２．研究の目的 
本研究は、細胞が外環境から負荷された機械的力に対し、RhoGEF である Solo を介して中間径

フィラメントとアクチン骨格の再構築を共役させて応答し、外力に対して順応する分子機構と

その意義を解明することを目的とする。そのため、上皮細胞の集団移動時の細胞間接着部位の張

力の制御について Soloとケラチン繊維網の働きを解析する。また、Soloのプロテオーム解析を

進め、Soloの局在、活性、Soloによるアクチン骨格、ケラチン繊維網の構造変化に関与する蛋白

質を探索する。また、細胞へ人為的に張力負荷を行う実験方法の確立と細胞内に働く力とその方

向を可視化する方法の開発を行い、細胞への力負荷と Solo の局在化との関係、アクチン骨格と

ケラチン繊維網の再構築に対する Soloの機能を解明する。 

 



 

 

３．研究の方法 
(1) 上皮細胞の細胞集団移動のモデルにおけるSoloの機能解析 
1.6 mg/mlのコラーゲンゲル上の一部にガラスシリンダーを置いて、その中にYFP-Solo、又は、

YFP-ケラチン8を発現するイヌ腎上皮MDCK細胞を高密度で播種し、12時間培養してシリンダー

内で細胞シートを形成させた。シリンダーを取り除くことで細胞シートの縁の細胞集団がフィ

ンガー様の突起となって外側に向かって移動する形態になるまで培養した。その時点で細胞を

パラホルムアルデヒドで固定し、YFP-Soloの局在部位を解析した。また、YFP-ケラチン８の発現

細胞はアクチン線維とDNAを共に蛍光染色して解析を行った。 
(2) BioID法によるSoloに対するプロテオーム解析 
改良型のBioID法によるSoloのプロテオーム解析を行うため、ヒト上皮由来の細胞としてDLD1細
胞を用い、改良型のビオチン化酵素であるTurboIDと、TurboIDをSoloのN末端の付加したTurboID-
Soloを恒常的に発現する細胞を樹立した。これらの細胞の培養液にビオチンを終濃度50 μMで添

加して4時間培養後、細胞を回収して溶解し、可溶化画分からタマビジンを固相化した磁気ビー

ズによってビオチン化蛋白質を精製した。精製されたビオチン化蛋白質は、SDS-PAGEによって
分離し、銀染色によって可視化した。TurboIDとTurboID-Soloを比較して、TurboID-Solo特異的に
ビオチン化された蛋白質をゲルごと切り出し、ゲル内でトリプシン消化してペプチドを回収し、

MALDI-TOF-MS/MS解析によって蛋白質を同定した。 
(3) 任意に収縮可能なMDCK細胞の作製と細胞間接着部位への張力負荷実験方法の確立 

FK506-binding protein (FKBP)に細胞膜局在化シグナルを付加し、FKBP12-rapamycin associated 

protein (FRB)に RhoAの GEFである LARGの活性型欠失変異体を融合した蛋白質を共に発現す

るMDCK細胞（収縮細胞）を作製した。さらに、その細胞を視認するため、赤色蛍光蛋白質で

ある TagRFPにアクチン結合配列を付加した TagRFP-Lifeactを発現した収縮細胞を樹立した。こ

の収縮細胞と黄色蛍光蛋白質 YFPを N 末端に付加した Soloを発現するMDCK細胞（YFP-Solo 

MDCK 細胞）を共培養し、モザイク状の細胞層を形成したところでラパマイシンを添加して収

縮細胞を収縮させることで YFP-Solo MDCK細胞を引張する実験方法を確立した。 

 

４．研究成果 

(1) 上皮細胞の集団移動における Soloの機能解析 

イヌ腎上皮由来MDCK細胞の集団移動をモデル

に Soloの発現抑制の効果を解析した結果、集団

移動速度が加速することを見出していた。その

作用機序を解析するために、Solo の細胞間接着

部位における局在やケラチン繊維網の集団移動

時の構造的な特徴に対する Soloの働きを解析し

た。その結果、Solo は、進行方向に対して垂直

に配向する辺に多く局在していることが明らか

になった(図 1)。これに対し、集団移動する細胞

内のケラチン繊維網は、繊維束の集積が存在す

る細胞を抽出して位置を解析した結果、移動方

向に対して核の前方に有意に位置することを見

出した。これに対し、Soloを発現抑制した細胞

でケラチン繊維束の集積を解析すると、ケラチ

ン繊維束の集積が有意に減少し(図 2A, B)、さら

に、細胞集団の縁ではなく、細胞に囲まれた内

ピリオドが 1個多い 

意味がわかりにくい 
Solo が局在する細胞間接着部位
の向き？ 

図1. Soloは、集団移動の進行方向に垂直な細胞間接着
部位に多く局在する．A. YFP-Soloを恒常発現するMDCK
細胞の集団移動時のYFPの蛍光像と微分干渉像を示
す．Scale bar = 50 μm. B.集団移動の移動方向に対する
細胞間接着部位の向きの分類方法．細胞間接着部位の
ラインプロットの角度を測定し、垂直方向(<45˚〜<135˚, 
Parallel)と平行方向(〜45˚<, <135˚〜, Perpendicular)に分
類した．C. 集団移動する細胞の細胞間接着部位でBの
分類によるSoloが局在する部位の比率．*p < 0.05. 



 

 

部の細胞について、ケ

ラチン繊維束の集積

する部位が移動方向

と相関を示さなくな

ることが明らかにな

った(図 2A, C)。これ

らの結果は、Soloが、

細胞間接着部位に負

荷される張力の発生

に必要であり、前方の

細胞を引き戻すブレー

キとして働くこと、そ

して、個々の細胞の移

動する方向に相関した

ケラチン構造の形成に寄与することが示唆された（発表論文③）。 
(2) 上皮細胞への力負荷によるSoloの細胞間接着部への局在化機構の解析 

化学誘導二量体化法を原理としたラパマイシンの添加でLARGのRhoAの活性化ドメインを細胞

膜直下にリクルートしRhoAを活性して細胞自体が収縮するMDCK細胞（収縮細胞）を作製して

いた(図3)。この収縮細胞によってとなりの細胞の引張刺激を行う実験の条件を検討した。収縮

細胞と親株のMDCK細胞をモザイク状に培養し、細胞シート内に数個から数十個の収縮細胞の

集団を対象とすることにした。その場合、ラパマイシンの添加から20分程度で連続的に面積が約

20%程度収縮することが明らかになった。。この実験方法を用いて、YFP-Soloを恒常的に発現す

るMDCK細胞を引張した結果、Soloが、ラパマイシンの添加から30分以降に細胞間接着部位へ集

積する様子が観察された(図

3B)。Soloの細胞間接着部位

への局在変化は、張力の負

荷から30分以上後で起こる

と考えられることから、Solo

の局在化が張力による何ら

かの蛋白質の構造変化によ

るものではなく、力の負荷

によって引き起こされた細

胞内構造変化に依存してい

ると考えられた。 
(3) Soloの結合蛋白質のBioID法によるプロテオーム解析 

Soloによるケラチン繊維網の形態の制御に関与する蛋白質を同定するために、生細胞内での近位

依存性なビオチン化により相互作用蛋白質を標識するBioID法を用いて、Soloの相互作用蛋白質

のプロテオーム解析を行った。改良型のビオチン化酵素であるTurboIDのみとTurboIDを付加した

「A.」の位置 

図2. Soloは、集団移動する細胞のケラチン構造の前後極性に関与する。A. YFP-ケラチン8 
(YFP-K8)を発現するMDCK細胞でSoloを発現抑制したもの(siSolo)とコントロールの細胞
(siControl)を集団移動させ、固定後、アクチン線維(Actin)と核(DNA)を染色した画像。矢印はケ
ラチン8が集積した部位を示す。B. Aの条件の細胞におけるケラチン8の集積を持つ細胞の割
合。C. Aの条件の細胞にて、ケラチン8の集積が移動方向に対して核の前方ある細胞の割合。
Scale bar = 50 μm. 
 

図3. Soloは、張力負荷によって細胞間接着部位に局在する。A, ラパマイシンを用いた
化学誘導二量体化法によって人為的に収縮させることができるMDCK細胞（収縮細胞）
の収縮する作用機序のモデル。B. YFP-Soloを恒常的に発現するMDCK細胞（緑）を
mCherry-Lifeact （アクチン線維のマーカー）を発現させた収縮細胞（赤）と共培養し、ラ
パマイシンを添加して収縮細胞を収縮させて経時観察を行った。添加前（左）と添加後
30分（右）の細胞の蛍光像を示す。図中の白矢印は収縮細胞の収縮した領域を示し、
黄色の矢印は細胞間接着部位に集積したYFP-Soloを示す。スケールバー：10 μm。 



 

 

Solo (TurboID-Solo)を各々恒常的に発現するヒト大腸癌由来のDLD1細胞株を作製した。これらの

細胞を大量に培養し、ビオチンを添加することでTurboID-SoloとTurboIDの近傍の蛋白質を生細

胞内でビオチン化した。ビオチン化された蛋白質をタマビジンによって回収し、SDS-アクリル

アミドゲルで分離した後、TurboID-Soloに特異的にビオチン化された蛋白質をゲルより回収し、

質量分析によってその蛋白質を同定した。その結果、アクチン骨格と中間径フィラメントとの結

合蛋白質や細胞膜骨格の構成蛋白質、Soloと同じRhoGEFであるPDZ-RhoGEFが同定された(表1)。

それらの中からアクチン骨格と中間径フィラメントに関連するいくつかの蛋白質について

cDNAを入手して発現させ、Soloとの局在の相関を解析した。その結果、PDZ-RhoGEFがSoloと共

局在することが明らかになった。 
(4) Solo結合蛋白質としてのPDZ-RhoGEFの機能解析 

YFP-Soloと赤色蛍光蛋白質mCherryを付加したPDZ-RhoGEF (mCherry-PDZ-RhoGEF)をMDCK細胞に

共発現させたところ、Soloの特徴的な基底部の集積部位にPDZ-RhoGEFが集積することを見出し

た(図4)。mCherry-PDZ-RhoGEFを単独で発現させた時にはその局在を示さないことから、Solo依

存的にPDZ-RhoGEFの局在

が制御されていることが強

く示唆された。そして、Solo

とPDZ-RhoGEFを共発現さ

せた場合、Soloの集積部位

付近のアクチン重合が有意

に促進されることが明らか

になった(図4)。次に、Solo

とPDZ-RhoGEFのシグナル

伝達における機能を解析す

るために、YFP-Soloの過剰

発現によるアクチン骨格の

再 構 築 に 対 す る PDZ-

RhoGEFの発現抑制の効果

を検討した。その結果、

YFP-Soloの集積部位におけ

る ア ク チ ン 重 合 が PDZ-

RhoGEFの発現抑制によって

有意に抑制されることが明

らかになった(図5)。これらの

結 果 か ら 、 Solo と PDZ-
RhoGEFは、シグナル経路に

おいてカスケードを形成し、

SoloがPDZ-RhoGEFの局在

と活性を制御し、アクトミオ

シンを形成する場所とその

量を制御している可能性が

強く示唆された。 

YFP-Lifeact etc 削除？ 
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図4. PDZ-RhoGEFはSoloの局在部位に集積しアクチン重合を促進する。A. MDCK細
胞にYFP-SoloとmCherry-PDZ-RhoGEFを各々単独、又は、共発現させ、アクチン線維
を蛍光染色し、各々の局在とアクチン骨格への影響を解析した。図中の矢じりはSolo
の局在部位を示す。スケールバー：10 μm。 B. YFP-Solo単独、YFP-SoloとmCherry-
PDZ-RhoGEFを共発現させた細胞において、Soloの局在部位におけるアクチン線維の
相対量を蛍光輝度によって測定した(** P < 0.001) 

図5. PDZ-RhoGEFの発現抑制はSoloの発現によるアクチン重合促進を抑制する。A. 
YFP-Soloを発現するMDCK細胞においてPDZ-RhoGEFをsiRNAによる発現抑制し、
Soloとアクチン骨格を可視化した。isControlは、発現抑制をしていないコントロール
細胞である。YFP-Soloの集積部位を矢じりで示す。スケールバー：10 μm。B. Aの
siRNAによるPDZ-RhoGEFの発現抑制のWestern blotによる確認。C. 2種類のsiRNA
によってPDZ-RhoGEFを発現抑制した時のSoloの局在部位のアクチン輝度の
siControlに対する相対輝度。(*** P < 0.0005) 
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