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研究成果の概要（和文）：本研究において、細胞に対する機械的な力の作用によって引き起こさ

れるアクチン骨格の再構築機構の解明を行った。血管内皮細胞に対する繰り返し伸展刺激によ

る細胞の配向と乳腺上皮細胞の 3 次元培養下における外環境の硬さ依存的な上皮間葉転換様の

形質転換に関与する Rhoファミリーの活性化因子 Rho-GEFを網羅的に探索し、前者で 8種類、

後者で 5 種類の Rho-GEF の同定に成功した。さらに、細胞移動における極性形成に p63RhoGEF

が重要な役割を持つことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the molecular mechanisms of 
mechanostress-induced actin cytoskeleton remodeling. We succeeded in identifying 8 
Rho-GEFs involved in cyclic stretch-induced cell alignment of vascular endothelial cells 
and 5 Rho-GEFs involved in the rigidity of extracellular matrix-induced 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) -like transformation in mammary epithelial cells. 
We also revealed that p63RhoGEF is plays a crucial role in the polarized cell migration. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞は、様々な外環境からの刺激に応答して

形態や運動性を変化させている。このような

細胞の形態変化は、細胞内アクチン骨格の再

構築によって行われており、細胞全体のバラ

ンスを保ちながら適切なタイミングで局所

の形態を変化させるために多様なアクチン

結合蛋白質と複雑なシグナル伝達経路によ

って時空間的に厳密に制御されている。これ

まで、液性因子などの刺激から受容体を介し

た細胞応答におけるアクチン骨格の再構築

制御機構が研究されてきたが、私達の体は、

重力、圧力などの様々な力をうけており、組

織を構成する細胞が外環境からの機械的な力の
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作用によってもアクチン骨格再構築のシグナル

伝達経路を作動させて応答していると考えられ

る。実際に、組織を構成する細胞において、

力を感知して応答する力覚（メカノセンシン

グ）が血管などの循環器、骨や筋組織の形成

と維持等に深く関与していることは知られ

ている。血管内皮細胞に対する力負荷刺激の

研究は比較的進んでおり、血管内皮細胞に対

する流れ負荷刺激は細胞が力学的に安定し

た形態をとるためにアクチンストレスファ

イバーと共に形態を流れ方向に配向させ、ま

た、繰り返し伸展刺激に対しては、伸展方向

に対して垂直に配向させる。これらの応答の

過程で細胞は時空間的に異なる多段階のア

クチン骨格の再構築を行っていることが示

唆される。しかし、細胞外からの力を細胞が感

知し、化学的な細胞内シグナルへ変換し、アクチ

ン骨格再構築を制御する分子機構は未知の部

分が多く残されている。これまで私たちは、アク

チン脱重合因子であるコフィリンの活性を制御

するリン酸化酵素 LIMキナーゼ、脱リン酸化酵素

Slingshotの機能、低分子量G蛋白質Rhoファミリ

ーを介するシグナル経路の役割を明らかにして

きた。これらのアクチン骨格の再構築制御機構が

細胞のメカノセンシングにおいてどのように機

能しているかを解明することは、細胞の機械的力

に対する応答の分子機構と共に、組織の恒常性維

持や形態形成の分子機構の解明にもつながる重

要な研究であると考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究は、メカノセンシングによるアクチン

骨格の再構築制御機構を解明するために、力

負荷刺激によって低分子量G蛋白質Rhoファ

ミリーを活性化するRho-GEFを同定する。さ

らに上流シグナルを探索し、メカノセンサー

の分子基盤を解明することを目的とする。本

研究において、血管内皮細胞や乳腺上皮細胞

に対する繰り返し伸展刺激、外環境の硬さの

変化に対する応答をモデルとし、アクチン骨

格の再構築制御のシグナル伝達機構とその

役割を生化学的解析と生細胞のイメージン

グ解析により解明する。Rhoファミリー構成

分子を活性化するシグナル伝達経路とメカ

ノセンサーの本体を探索するために、力負荷

刺激に応答するRhoファミリーの活性化因子

Rho-GEFを網羅的発現抑制実験によって同定

する。同定したRho-GEFのメカノセンサーと

しての働きを検証すると共に、プロテオーム

解析によって同定したRho-GEFの結合蛋白質

を探索し、メカノセンサーの本体の分子基盤

を解明する。本研究の遂行によるメカノセン

シングにおけるアクチン骨格の再構築のシ

グナル伝達経路とメカノセンサー本体の分

子基盤を解明することで、生体内の血管の形

成、維持、細胞の極性形成や癌細胞の移動形

態の制御の分子機構の解明に寄与し、血管循

環器や癌の浸潤・転移等の様々な疾患を抑制

する応用研究の基礎となることを目指す。 
 

３．研究の方法 

（１）Rho-GEFの発現抑制プラスミドライブ

ラリーの作製 

ヒトDblファミリーの69種類のcDNA配列に対

して、程博士らの方法を参考に19塩基の標的

配列を2箇所選定し、shRNAとなるように配列

を付加したオリゴDNAを合成し、これらを

pSUPERプラスミドのH1プロモーターの下流

に組み換えた。発現抑制の効果は、各々のDbl

ファミリーの標的配列を含むcDNA断片をル

シフェラーゼ発現プラスミドに組換え、これ

らのプラスミドとshRNA発現プラスミドをヒ

トT細胞由来Jurkat細胞に共発現させルシフ

ェラーゼの発現量を定量して測定した。コン

トロールに対してルシフェラーゼの活性を

40％以下に抑制するshRNAプラスミドを効果

のあるものとして用いた。また、14種類の

RhoA特異的マウスDblファミリーに対する

shRNA 発 現 プ ラ ス ミ ド を Enzymatic 

production of RNAi library(EPRIL)法を用

いて作製した（文献12）。 

（２）血管内皮細胞に対する繰り返し伸展刺

激とRho-GEF発現抑制の効果の測定 

ヒト血管内皮細胞に対してコントロール及

び各shRNA発現プラスミドをトランスフェク

ションし、翌日にフィブロネクチンコートし

たシリコーン製のストレッチチャンバーに

細胞を播種し、24時間後にストレッチチャン

バーを20％の伸展率で1 Hz、1 hの繰り返し

伸展刺激を行った。刺激後直ちに固定し、

Rhodamine-Phalloidinによってアクチン骨

格を染色した。細胞の配向角度は、細胞の輪

郭をトレースし、ImageJソフトウエアによっ

て楕円に近似後、長軸と伸展方向とのなす角

度として測定した。 

（３）乳腺上皮細胞の3次元培養とRho-GEF発

現抑制の効果の測定 

ヒト乳腺上皮MCF10A細胞に対してコントロ



ール及び各shRNA発現プラスミドをトランス

フェクションし、翌日に1 mg/ml (約100 Pa)

と3 mg/ml (約250 Pa)の異なる硬さのコラー

ゲンゲル内で3次元培養を行った。10日間培

養を行いシスト又はコロニーを形成させた。

柔らかいゲル内ではシストを形成し、硬いゲ

ル内では細胞は形質転換して増殖が促進し

細胞のコロニーが形成される。細胞の形質転

換は、増殖促進によって細胞数が増加するた

め、細胞塊の大きさを各々の条件で測定し判

定した。 

（４）細胞遊走実験とRho-GEF発現抑制の効

果の測定 

ヒト乳癌MDA-MB-231細胞に対してコントロ

ール及び各shRNA発現プラスミドをトランス

フェクションし、2日後にトランスウェル上

層に細胞を播種し、10％牛胎児血清を下層の

培養液にのみ、又は、上下層に添加して4-8

時間培養した。細胞の移動度の定量は、トラ

ンスウェルの膜の上層と下層に付着した全

細胞を染色し、全細胞数を数えた後、上層側

の細胞をぬぐい取って下層側に移動した細

胞を数え、総細胞数に対する下層に移動した

細胞の比率を算出する方法で行った。 

 
４．研究成果 

（１）細胞内平面極性に関与するRho-GEFの

同定とシグナル経路の解析 

細胞内平明極性(PCP)は、ショウジョウバエ

の羽の毛の向きが一方向に揃って生えるこ

となどに代表される細胞極性の形態であり、

卵発生時の原腸陥入における細胞集団の収

束伸長とも共通した分子機構であると考え

られている。これらの現象は、細胞間に働く

機械的力の作用が重要であることが示唆さ

れており、アクチン骨格の再構築がこれに関

与することが明らかになっている。液性因子

であるWntはPCPを制御しており、受容体の

FrizzledからDishevelledを介して RhoAを

活性化することでPCPを制御するPCP経路が

知 ら れ て い る が 、 RhoA を 活 性 化 す る 

Rho-GEFは不明であった。このため、Dblファ

ミリーの中からRhoA特異的なRho-GEFとして

知られる14種類について神経芽腫N1E-115細

胞においてshRNAによる発現抑制を行い、

Wnt3a刺激によるRhoA依存的なの神経突起退

縮に対する抑制効果を指標にスクリーニン

グを行った。その結果、p114RhoGEFとLfc 

(GEF-H1)が関与することが明らかとなった

(図 1)。さらに、p114RhoGEFとGEF-H1が、

Dishevelledに結合するDaam1と結合するこ

とを明らかにした（文献12）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）血管内皮細胞に対する繰り返し伸展刺

激による細胞配向に関与するRho-GEFの同定 

機械的な力負荷による細胞応答のモデルを

用いてメカノセンサーの実態を探索するた

めに、連携研究者の坂元と協力し、血管内皮

細胞に対する繰り返し伸展刺激による細胞

の伸展方向に対して垂直に配向する応答に

関与するアクチン骨格の再構築制御機構の

解析を行った。これまで繰り返し伸展刺激に

よるRhoAの活性化が配向に必要であること

が明らかとなっており、また、他のRhoファ

ミリー構成因子が関与することも示唆され

ていたが、メカノセンサーからRhoAやその他

のRhoファミリー分子を活性化するシグナル

伝達機構は不明であった。そのため、Rhoフ

ァミリーの活性化因子Rho-GEFであるDblフ

ァミリー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、ヒト血管内皮細胞

に対して各々のRho-GEFを発現抑制し、繰り

返し伸展刺激による細胞の配向角度に対す

る影響を指標にスクリーニングを行った。そ

の結果、GEF-H1、Larg、Soloを含む8種類の

Rho-GEFを同定することに成功した(図2)。 

図1. 神経芽腫N1E-115細胞に対するWnt3a刺激による

RhoA の活性化に対するLarg, GEF-H1, p114RhoGEFの発
現抑制の効果。GEF-H1とp114RhoGEFの発現抑制のみで
Wnt3a添加によるRhoAの活性化が抑制された。同じRhoA

のGEFであるLargの発現抑制ではRhoAの活性化は抑制さ
れなかった（文献12）。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）3次元培養下の乳腺上皮細胞の細胞外

基質の硬さ依存的な形質転換に関与する

Rho-GEFの同定 

メカノセンシングに関与する細胞応答とし

て、形態形成と癌化の関与を考え、3次元培

養下の乳腺上皮MCF10A細胞が細胞外基質の

硬さ依存的に上皮間葉転換様の形質転換を

引き起こす現象に注目した。この応答におい

ても、RhoAの活性依存的な細胞の収縮力の増

加と増殖シグナルの亢進が明らかとなって

いるが、メカノセンサーからのシグナルを受

けてRhoAを活性化するRho-GEFは不明であっ

た。そのため、前述のDblファミリー69種類

に対するshRNA発現プラスミドライブラリー

を用いてMCF10A細胞の細胞外基質の硬さ依

存的な形質転換に関与するRho-GEFのスクリ

ーニングを行った。その結果、Farp-1(CDEP)

を含む5種類のRho-GEFを同定することに成

功した(図3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、Farp-1に結合する蛋白質をプロテオ

ミクス解析によって探索した結果、インテグ

リンが結合していることが明らかとなった。

これらの結果から、乳腺上皮細胞は、細胞外

基質の硬さをインテグリンを介して感知し、

Farp-1を介してアクチン骨格の再構築と細

胞増殖を制御していることが示唆された。 

（４）細胞遊走に関与するRho-GEFの同定と

機能解析 

乳腺上皮細胞の形質転換は細胞の運動性を

増加させることが知られている。そのため、

癌細胞の移動におけるアクチン骨格の再構

築制御についてRhoファミリーの構成因子を

時空間的に制御するRho-GEFを探索した。高

転移性のヒト乳癌MDA-MB-231細胞において

Dblファミリー69種類に対するshRNA発現プ

ラスミドライブラリーを用いて、牛胎児血清

に対する走化性に関与するものをスクリー

ニングした。その結果、p63RhoGEFを含む6種

類のRho-GEFを同定した。p63RhoGEFはRhoA特

異的なGEFとして知られており、p63RhoGEFの

発現抑制は、細胞移動の先導端となるラメリ

ポディアが細胞周囲の多方向に形成される

異常が見られ、また、血清刺激による運動性

の亢進は抑制しないが走化性を阻害するこ

とが明らかとなった(図4)。これらの結果か

ら、p63RhoGEFはRhoAの活性を時空間的に制

御し、細胞移動時の極性の形成・維持に機能

することが明らかとなった（文献2）。 
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