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研究成果の概要（和文）：Rhoファミリーは力学的刺激によるアクチン骨格再編成を制御するが、力学的刺激によるRho
ファミリーの活性化機構は不明である。本研究では、shRNAライブラリーを用いて、力覚応答に関与するRhoファミリー
活性化因子(Rho-GEF)を探索し、血管内皮細胞の繰返し伸展刺激による細胞再配向に関わる11種のRho-GEFを同定した。
この中で、Soloはカドヘリン依存的な細胞間接着からの力学刺激によるRhoAの活性化と細胞配向に主に寄与することが
明らかになった。また、細胞外基質の硬さ依存的な形質転換に関わるRho-GEFとして同定したFarp1が細胞接着、増殖、
形態形成の促進に関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Rho family GTPases are crucial for mechanical force-induced actin cytoskeletal 
reorganization; however, the mechanism underlying force-induced activation of Rho family GTPases is 
unknown. A screen of short-hairpin RNAs targeting 63 Rho-guanine nucleotide exchange factors (Rho-GEFs) 
revealed that at least 11 Rho-GEFs are involved in cyclic-stretch-induced reorientation of vascular 
endothelial cells. Among 11 Rho-GEFs, Solo is involved in cell-cell-adhesion- and cadherin-mediated 
mechanical force-induced RhoA activation and reorientation of endothelial cells. We also identified at 
least 5 Rho-GEFs that are involved in extracellular matrix (ECM) stiffness-induced transformation of 
MCF-10A human breast epithelial cells cultured in 3D ECM conditions. Among them, Farp1 binds to integrins 
and plays a critical role in cell adhesion, proliferation, and morphogenesis.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 胚発生、器官形成、血管形成、組織再生な

どの組織構築過程において、力学的刺激に対

する細胞応答は重要な役割を果たしており、

その応答不全は器官形成不全、循環器疾患、

癌転移能の亢進等多くの疾患と密接に関与

している。細胞は外界からの力学的刺激に応

答して、その形態、極性、接着性、運動能、

増殖能を変化させる。例えば、血管内皮細胞

は拍動による繰返し伸展刺激や血流による

ずり応力を受けており、これらに応答してア

クチン骨格の再編成が起こり、細胞の配向性、

運動性、増殖能の変化が誘導される。また、

上皮細胞は通常の３次元培養下では内腔を

もつ嚢胞（シスト）や管腔等の秩序化された

組織を形成するが、細胞外基質の硬さの増加

に応答して極性・接着性の低下と運動能・増

殖能の上昇が誘導され、脱組織化、脱秩序化

した細胞コロニーの形成や上皮-間葉転換が

もたらされる。これらの例に見られるように、

力学的刺激による細胞応答は組織の形成・維

持において重要な役割を担っているが、化学

シグナルの受容・伝達機構の理解の進展に比

較して、物理的な力シグナルの受容・伝達機

構については不明の点が多く残されており、

今後解明すべき重要な課題である。 

 

２．研究の目的 

 細胞は力学的刺激に応答して、形態、極性、

接着性、運動能、増殖能を大きく変化させる

が、力学的シグナルを受容し化学シグナルに

変換するメカノトランスダクションの分子

機構の多くは不明である。Rho ファミリーは、

アクチン骨格の再編成を誘導し、力学的刺激

依存的な細胞応答を制御する中心的役割を

担っていると考えられるが、力学的刺激がい

かにして受容され、Rho ファミリーの活性化

へと変換・伝達されるのか、その機構は不明

である。本研究では、血管内皮細胞の繰返し

伸展刺激による細胞とストレスファイバー

の再配向（図 1）、３次元培養下における上皮

細胞の細胞外基質の硬さの増加によるシス

ト形成の脱組織化（図 2）、を力学的刺激応答

のモデル系として用い、力学的刺激依存的な

Rho ファミリーの活性化に関わる Rho-GEF を

同定し、力学的刺激の受容・伝達の分子機構

を解明するとともに、力学的刺激によるアク

チン骨格再編成の制御機構を解明すること

を目的とする。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 

 本研究では、力学的刺激依存的な Rho-GEF

及び Rho ファミリーの活性化機構、及びアク

チン骨格再編成の時空間的制御機構を解明

するため、２つの力刺激依存的な細胞応答の

モデル系、(1)血管内皮細胞の繰返し伸展刺

激による細胞とストレスファイバーの再配

向（図 1）、(2)上皮細胞のシスト形成におけ

る細胞外基質の硬さ依存的な脱組織化（図 2）、



を用いて解析した。２つのモデル系において、

Rho-GEF の shRNA ライブラリーを用いて網羅

的な発現抑制解析を行い、力刺激応答に関わ

る Rho-GEF を同定した。同定した Rho-GEF の

標的となる Rho ファミリーの同定、力学的刺

激依存的な Rho-GEF の活性、局在、結合蛋白

質、アクチン骨格動態を解析し、力学的刺激

依存的な Rho-GEF 及び Rho ファミリーの活性

化の分子機構を解明した。 

 

４．研究成果 

(1) 血管内皮細胞の繰返し伸展刺激依存的

な再配向に関わる Rho-GEF の同定と機能： 

 血管内皮細胞は血圧、血流、心拍動による

メカニカルストレスに曝されており、これら

の力学的刺激に適切に応答することによっ

て血管機能の動的秩序が維持されている。血

管内皮細胞に繰り返し伸展刺激を与えると、

Rho ファミリーの活性化を介して、細胞の長

軸とアクチンストレスファイバーが伸展方

向と垂直に配向する（図 1）。本研究では、Rho

ファミリーの活性化因子であるGTP-GDP交換

因子(Rho-GEF) 63 種類に対する shRNAライブ

ラリーをスクリーニングし、繰り返し伸展刺

激依存的な血管内皮細胞とストレスファイ

バーの配向に関与する 11 種類の Rho-GEF の

同定に成功した。得られた 11 種類の Rho-GEF

の中で、RhoA/RhoC の GEF として働き、ゼブ

ラフィッシュの発生において原腸陥入に関

与することが報告されている Solo に注目し

て、さらに研究を進めた。繰り返し伸展刺激

によって細胞が配向する過程において、細胞

間接着、又は、細胞−基質間接着のどちらの

シグナルによって Solo が関与するかを検討

した結果、Solo は、カドヘリンに依存した細

胞間接着からのシグナルによる細胞の配向

に主に寄与することが明らかになった。さら

に、カドヘリンの細胞外ドメインをコートし

た磁気ビーズを細胞に接着させ、磁気によっ

て細胞に張力を負荷して RhoA を活性化させ

たところ、Solo の発現抑制は RhoA の活性化

を抑制することが明らかとなった。これらの

結果から、Solo は、繰り返し伸展刺激による

血管内皮細胞の配向において、カドヘリン依

存的な細胞間接着からの機械的シグナルに

よる RhoA の活性化を介して細胞の配向に寄

与することが明らかとなった。本研究の成果

は、力学的刺激による Rho ファミリーの活性

化とアクチン骨格再編成の新たな分子機構

を明らかにしたものである。 

(2) 細胞外基質の硬さ依存的な脱組織化に

関わる Rho-GEF の同定と機能解析： 

 上皮細胞は通常の３次元培養下では内腔

をもつ球状のシスト構造を形成するが、硬い

細胞外基質の条件で培養すると極性・接着性

の低下と運動能・増殖能の亢進により脱組織

化が起こり、無秩序な細胞コロニーとなる

（図 2）。Rho-GEF の shRNA ライブラリーを用

いて各 Rho-GEF の発現抑制を行い、ヒト乳腺

上皮由来MCF-10A細胞の硬さ依存的な脱組織

化に関わるRho-GEFを探索し、５種のRho-GEF 

(CDEP/Farp1, Dbl, Duet, WGEF, -Pix)を同

定した。Farp1 については、インテグリンと

結合することを見出し、dorsal stress fiber

の形成や細胞の接着、増殖能、運動能の亢進

に関与することを明らかにした。 
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