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研究成果の概要（和文）：宇宙飛行士に見られる筋萎縮など、力刺激を失うことで生体の恒常性は維持できなくなる。
本研究では、力という物理的な刺激を細胞／組織がどのように受容し、反応するかを、特に遺伝子発現制御の視点から
研究し、力感知性転写制御因子を複数同定した。これらの因子は、心臓発生、血液循環の恒常性、代謝、創傷治癒など
、様々な現象で重要な働きをもつことが本研究で明らかとなった。このような研究成果は、宇宙飛行士や寝たきり老人
の廃用性萎縮や肥満／糖尿病の治療薬を開発する上で、重要な基盤的知見を提供する。

研究成果の概要（英文）：As observed as severe muscular atrophy of astronauts in micro-gravity situation, 
a loss of mechanical stimuli causes failure of homeostasis maintenance. However, molecular mechanisms by 
which cells and tissues sense physical force stimuli are largely unknown. In this research, we have 
identified several force-sensitive factors that control gene expression in living tissues. By extensive 
analyses, we now know that these factors play essential roles in cardiac development, maintenance of 
circulatory homeostasis, energy metabolism wound healing/regeneration. Our data provide fundamental 
insights into the disuse syndrome of astronauts and bedridden old patients, obesity/diabetes and their 
therapeutic approaches.

研究分野：分子生物学、発生生物学

キーワード： 細胞力覚　遺伝子発現
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  心臓は心拍、血流が無いと正常発生しな
い。また、心臓内の血流が乱れると、先天性
心疾患のような奇形が生じる（Nature 421, 
172, 2003）。このことは、心臓を構成する細
胞への力学刺激が、分化、増殖、形態形成に
重要であることを意味している。しかし、力
学刺激と形態形成を結びつけるシグナル伝
達機構は、ほとんど解析されていない。申請
者は、容易に心拍動態を制御できるゼブラフ
ィッシュ心をモデルに、心拍／血流によって
発現が維持され、弁形成に必須の働きをもつ
複数の遺伝子を単離した。本研究では、これ
らの遺伝子を糸口に、血流、心拍に起因する
力学的刺激から遺伝子発現、ひいては弁形成
に至る未踏のシグナル伝達機構を解明する
ことを目的とする。また、適宜、マウスを用
いて、ヒトの循環器疾患を念頭においた研究
を展開する。 
 
２．研究の目的 
生物は、常に力の刺激を受けて生活して
いる。これは、無重力下の宇宙飛行士に見ら
れる顕著な骨や筋肉の萎縮を見れば明らか
であり、長期病臥患者にも同様の現象が見ら
れる。これとは逆に、運動による力学刺激を
筋肉や骨は感知し、肥大や骨組織の強化によ
って適応している。また、循環器系において
も、長期、短期の血圧負荷、循環血液量の増
大などは心肥大を起こすし、力学刺激の受容
系、反応系の破綻が拡張性／肥大型心筋症を
発症することが示されている。 
このような機構は、胎児発生にも見られ
る。例えば、心拍／血流の異常は心奇形の原
因となり、遺伝子異常をもたない先天性心疾
患の原因になると考えられている（Nature 
421, 172, 2003）。また、幹細胞は、その外
部環境（細胞外基質）の硬さを感知し（Active 
Touch と呼ばれる）、反応することで分化
の方向を硬さに応じて変える（Cell 126, 677, 
2006）。以上の事実は、細胞が種々の力学
刺激を感知し、生化学的、遺伝的反応で応え
る能力を持つことを意味する。 
力学的刺激を受容して遺伝子発現を変化
させたり、生化学的な反応で応えるメカニズ
ムをmechanotransduction と呼ぶが、その
分子実体はほとんど解明されていない。しか
し、mechanotransduction の解明は、加齢
や長期病臥による筋肉／骨萎縮、心肥大や心
不全、拡張性／肥大型心筋症などの新しい治
療法の発見、先天性心疾患発症メカニズムの
理解と予防、幹細胞の分化制御や組織構築技
術など、きわめて多くの応用的研究に発展す
る可能性を秘めている。しかも、これらの問
題は、従来の分子生物学的な視点とは異なり、
工学、物理、数理などの複合的、学際的な着

眼点と手法を内包しており、生命現象を新し
い視点で再解釈する糸口となる。 
申請者らは、心臓発生に必須な転写因子 

Tbx5 の co-activator を探し、Mrtf-b を見
いだした。Mrtf-b は Tbx5 に対し強力な転
写活性可能をもつが、その詳細な解析によっ
て、拍動による心筋細胞の伸展刺激が引き金
となって核内に速やかに移行することを見
いだした。ゼブラフィッシュをモデルに用い
ると、Mrtf-bは心拍を止めると細胞質に、心
拍を再開させると核に局在する。このことは、
Mrtf-b が細胞への力学刺激に反応して核内
に入り、Tbx5 などの転写を調節しているこ
とを意味し、力学刺激の遺伝子発現への影響
は、予想以上に大きく、直接的であることを
物語っている。 
また、Mrtf-b のように、力学刺激が遺

伝子発現を制御する経路が存在することを
踏まえ、ゼブラフィッシュ心臓をモデルに、
拍動／血流によって発現誘導、維持される遺
伝子の同定を試みた。その結果、miR-143（す
でに論文として発表）、miR-21 などの
miRNA、Egr1 などの転写因子遺伝子、
Crip2、Filamin などの細胞骨格蛋白遺伝子
を複数同定した。 
本研究では、これまでに申請者が同定し

た拍動／血流感受性の遺伝子、タンパク質を
糸口に、力刺激から遺伝子発現に至る 
mechanotransduction の一経路を解き明か
すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1）Bac DNA から様々な領域を取り出し、
レポーターに繋いで解析することによって、
miR-21 の弁特異性、力反応性制御部位を
同定する。また、この制御部位を用いて in 
vivo、in vitro で力刺激に対する反応を定
量的に可視化するシステムを構築する。ま
た、miR-21 とヒレ／心筋再生との関連を
解析する。加えて、miR-21 KO マウスの
解析も進める。 
2）これまでに同定した力刺激反応タンパ
ク Crip2、Mrtf-b の力刺激依存的核内シ
ャトルの分子メカニズムを、最新の 
MEMS 技術を用いて再現し、解明する。 
3）Egr1、Filamin などの新規分子につい
て、力反応性がどのようにして生まれるか、
その分子メカニズムを解析する。 
4）Mrtf-b KO マウスを解析し、Mrtf-bに
よって支配され、しかも力刺激と結びつい
た生命現象を見つけ出し、分析する。 
 
４．研究成果 
1）Tbx5/Mrtf-b 転写複合体の研究成果 
  これまでの実験から、Tbx5 の標的遺伝
子 ANF（Atrial Natriuretic Fctor）プロモ
ーター上に、Tbx5 結合部位が複数、タンデ
ムに並び、ここに Tbx5 が結合することが明



らかとなっている。Mrtf-bは、細胞に力が加
わってアクチンリモデリンゲが起こると細
胞質から核内にシャトルし、Tbx5 と複合体
を形成してANF遺伝子を強力に活性化する。 
  Mrtf-b は、別の転写因子 SRF（Serum 
Response Factor）とも複合体を形成するこ
とがわかっており、ANFプロモーター上には
Tbx5結合部位の近傍に SRF結合配列が存在
している。また、SRF 結合配列に酷似した
A/T-rich motif も存在している。MKL２が
SRFを活性化して ANF遺伝子の発現誘導を
起す可能性を確かめるため、SRF結合配列を
in vitromutagenesis で壊したが、Tbx5/ 
Mrtf-b による転写活性化には変化がなかっ
た。このことは、Tbx5による ANFの力刺激
依存的な発現には、SRFの関与が無いことを
示している。 
  しかしながら、SRF結合配列様 A/T-rich 
motifを壊すと、Tbx5/ Mrtf-bによる転写活
性化は消失した。このことは、Tbx5/ Mrtf-b
による転写活性化には、A/T-rich motifに結
合する転写因子が必須であることを意味し
ている。 
  そこで、この A/T-rich-motifに結合する
転写因子の探索を行った。まず、SRF、MEF
の関与を確認したが、これらの因子の影響は
皆無であった。転写因子データベースから、
A/T-rich-motif に結合し得るものを抽出し、
発現ベクターに組み込んで半網羅的に解析
したが、ANFを Tbx5/ Mrtf-bとともに転写
活性化する因子の同定には至らなかった。さ
らに、データベース探索を拡大して検索し、
いくつかの候補をピックアップして同様の
実験を行った結果、Tbx5/ Mrtf-bと協調的に
働く因子をした。この転写因子は、
Cut-homeodomain を持つ蛋白質で、核内で
は nuclear matrix と結合していることが知
られている。 
  このようなアプローチに加え、
A/T-rich-motif に結合する蛋白質を精製する
実験も並行して行った。ビオチン化した
A/T-rich-motif プローブを用いて核抽出液か
ら結合を精製した所、約 85kDa の蛋白質の
特異的なバンドを得た。前述の因子の分子量
が計算上 85kDa であり、同じ因子を検出し
ている可能性が高い。この因子はプロテオミ
クス解析によってその identityを解析中であ
る。 
  Tbx5/ Mrtf-b 複合体の全貌解明には至
っていないが、この研究成果は力依存性転写
活性化のメカニズムが予想以上に複雑で、核
内マトリックスとの関連も出て来たことか
ら、新しい視点で解析する必要がおることを
意味している。なお、この新規遺伝子のノッ
クダウンなどの実験をゼブラフィッシュな
どで行っている。 
  加えて、力感受性因子 Mrtf-b に関する
新たな事象を見いだすことができた。従来、
Mrtf-b が活性化できる転写因子は SRFのみ

と考えられて来たが、我々の研究はこれに
Tbx5 を加えることになった。さらに、我々
は、核内にシャトルした Mrtf-b が、核内受
容体を活性化し、脂質代謝の活性化と通じて
エネルギー代謝（ATP産生）を制御している
ことを見いだした。血圧が上昇したり、頻脈
などで心筋にエネルギー需要が高まると、心
筋は ATP産生を上昇させて適応する。また、
心不全などによって心筋の収縮動態に病的
な変化が起こると、正常時には脂質を燃焼し
て ATP を産生していた心筋が、脂質を利用
できなくなり糖質を使って ATP 産生を行う
ようになる。これは ATP 産生効率が悪く、
エネルギー代謝の観点から不利である。また、
代謝されない脂質が心筋組織に蓄積すると 
Fatty heart を呼ばれる極めて危険な状態に
陥る。従って、エネルギー源を糖質から脂質
に戻してやる必要が末期心不全の治療には
ある。しかし、この治療法が現時点で知られ
ていない。 
  我々の見いだした力依存性代謝調節機
構は、この病態を理解する手だてとなる。血
圧上昇や頻脈によって心筋への力学負荷が
増大すると、Mrtf-bが核内に移行して複数の
核内受容体を活性化する。この結果、脂質代
謝が亢進して ATP 産生を促進する。これは
今まで報告されたことの無い新しいシグナ
ル経路で、力刺激とエネルギー代謝を結びつ
ける重要な知見となった。 
2）miR-21、Egr1 プロモーターによる力刺
激への反応可視化 
  miRNA のひとつ miR-21 は、力刺激依
存的に発現誘導される遺伝子（特に、血流に
起因するずり応力によって血管内皮細胞に
誘導される遺伝子）を検索して同定した。ま
た、Egr1 も同様の手法で見いだし、しかも
その発現が miR-21と酷似し、ゼブラフィッ
シュ心臓の弁形成心内膜細胞に心拍依存的
に発現する（下図）。すなわち、拍動する心

臓では弁形成細胞に発現し、心拍を止めると
発現が消失する。心拍が止まって発現を失っ
た心臓の拍動を再開させると、egr1遺伝子の
発現はすみやかに回復する。この力依存性発
現制御は、培養ヒト血管内皮細胞HUVECを
用いても確認できた。そこで、ヒトとゼブラ
フィッシュ egr1 遺伝子のプロモーター配列
を解析、比較した。その結果、5つの SRF結
合配列が直列の配置されていることが明ら
かとなった（次ページ図）。 



   
  次に、miR-21 の力刺激依存的な発現が
どのように制御されているかを知る目的で、
miR-21 プロモーターを同定して解析した。
驚くべきことに、転写開始点の上流 200bpの
短い領域は、ヒトとゼブラフィッシュで高度
の保存されており、重要なモチーフが同定可
能であった。そして、これらのモチーフには、
前述した SRF 結合サイトが高度に保存され
た状態で見つかった。すなわち、弁形成前、
心内膜細胞には、強い逆流刺激が加わってい
て、これによってMKL2が細胞質から核内に
シャトルする。その結果、SRF/Mrtf-b2複合
体が形成されて miR-21プロモーターを活性
化する（下図）。さらに、miR-21プロモータ
ー上には、Egr1 結合もモチーフとなる
GC-richな配列も見つかった（下図）。 

  この可能性を確かめるため、約 200bpの
短いプロモーター断片を EGFP 遺伝子に繋
ぎ、トランスジェニックフィッシュを作製し
て EGFP 蛍光を確認した。園結果、EGFP
は心内膜、心筋を含む心臓全体で発現するこ
とがわかった。そして、BDM を用いて心拍
を止めると EGFP の蛍光も消失した。BDM
の除去による心拍再開では、EGFPの発現は
速やかに回復した。以上の事実は、200bpの
小さな領域に力反応性部位があり、その部位
には SRF/Mrtf-b が結合する可能性があるこ
と、SRF/Mrtf-bは独立に転写因子 Egr1を誘
導し、Egr1もmiR-21の発現誘導に寄与する
こと、弁特異的な miR-21 の発現調節は
200bp 以外の部分になることを結論できる。
実際、miR-21を含む大きな BACクローンを
用いると、EGFPはきれいに弁形成部位に限
局し、血流依存性も再現できた（次図）。 
 

3）miR-21と組織再生 
  miR-21の発現が力によること、miR-21
の発現によって細胞増殖は正に制御される
ことから、例えば、組織が外力によって損傷
した場合、miR-21 の発現が誘導されて細胞
増殖が促進されて創傷が治癒し、動物種によ
っては再生が起こることも考えられる。 
  ゼブラフィッシュでは、尾びれ先端の切
除、心臓先端（心尖部）の外科的切除によっ
て再生が起こる。この再生過程で miR-21の
関与があるかを検証した。その結果、尾びれ
切除、心尖部切除の療法で、miR-21 の強い
発現誘導が確認できた。このことは、ゼブラ
フィッシュの組織再生の過程で miR-21の関
与があることを示唆している。 
4）miR-21ノックアウトマウスの解析 
  miR-21 の機能を、ゼブラフィッシュ以
外の生物種で解析する目的でノックアウト
マウスを作製した。残念ながら、miR-21 KO
マウスは、正常に発生し、心臓形態、循環動
態も正常であった。これは、miR-21 の機能
には種による違いがあることを意味してい
る。しかし、培養細胞への力学刺激印加では、
miR-21 の発現誘導が速やかに起こることを
確認していたので、マウスでも力刺激への反
応過程で miR-21が何らかの意義をもってい
ることは予想された。 
  そこで、マウスの創傷治癒過程での
miR-21 の機能解析行った。まず、マウス背
部を剃毛して一定の大きさで皮膚をパンチ
アウトして欠損を作製した。そして、予想通
り、皮膚欠損部位には miR-21の発現が強く
誘導されることを確認した。miR-21 KO マ
ウスでは miR-21の発現誘導は全く起こらな
い。 
  皮膚損傷後の治癒過程を観察した結果、
驚くべきことに、miR-21 KO マウスでは、
皮膚損傷が極めて速やかに治癒することが
確認できた。しかも、治癒した皮膚では繊維
化が抑制され、皮膚は瘢痕を形成せずにきれ
いに治癒した。創傷治癒過程で、miR-21 が
どのような標的遺伝子を制御しているか、詳
細な探索を行おうとしたが、皮膚損傷部位か
らの mRNA の精製が充分に行えず、網羅的
に検索するに至っていない。 
  本研究助成金によって、CRISPR/Cas9
のシステムを導入した。現時点で、ゼブラフ
ィッシュを用いた egr1、miR-21遺伝子への
変異導入に成功した。現時点で、変異を持っ
たゼブラフィッシュ個体の成長を待ってい



る段階であり、解析可能となった時点で詳細
な分析を進める。また、マウス Egr1 に関し
ては、発生過程の腱でその発現が顕著であり、
筋肉の収縮によって腱に力学的な負荷が加
わることから、腱の力刺激依存できた形成に
Egr1 は関与していることが示唆される。
Egr1 のノックアウトマウスの作製は、購入
した ES細胞の質が悪く、germ line への導
入が起こらず、本研究期間内に KOマウスを
作出すことが出来なかった。Egr1 遺伝子の
機能は、代謝、腱／筋発生と維持、心筋恒常
性の維持など、多様であることを考え、今後
もKOマウスを作製することを目指したいと
考えている。 
5）mechanotransduction因子としての YAP
とその転写活性化機構に関与する新規因子 
  Hippo 経路に属する YAP は、細胞が基
質の硬さに反応したり、細胞密度を検知して
反応を起す際に、転写因子 Tead にシグナル
を伝達するものとして注目されている。我々
は、この YAP の転写活性化に深く関与する
因子を同定した。 
  マウスの初期胚発生時、コンパクション
を起してタイトな細胞集団を形成するが、こ
の細胞集団の外側は trophectoderm 細胞と
して分化する。内側の細胞は未分化性を保持
して ICM となるが、タイトな細胞集団の外
側、内側には、それぞれ引張りと圧縮という
正反対の力が加わる。 
  我々が以前からノックアウトマウスを
作製して、マウス初期胚の発生を解析して来
たが、Sbno1 遺伝子の KO マウスでは、
trophectoderm細胞の分化が選択的に失われ
る。trophectoderm 細胞の分化には YAP が
重要であることが知られており、Sbno1 と
YAP の機能的な関連を見た所、Sbno1 は
YAP/Tead の転写活性化能を正に制御する因
子であった。そして、YAP/Tead/Sbno1 転写
活性化複合体は、Trophectoderm細胞の分化
に必須な Cdx2遺伝子プロモーターの一部に
結合し、その転写を制御していた。 
  Sbno1 は、YAP/Tead 以外にも Notch のシ
グナルと協調的に働くなど、これまでに無い
新しい知見が得られ、現在、論文投稿に向け
てデータを整理中である。 
  また、Sbno1 は、様々な癌で修飾を受け
て い る こ と も 明 ら か と な り 、
mechanotransduction と 癌 化 、
mechanotransduction と trophectoderm 分
化という局面を、Sbno1 という新しいクロマ
チン因子から解析する突破口となると期待
できる。 
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