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研究成果の概要（和文）：最近、細胞外基質(コラーゲンなど)の物理的な性質、すなわち硬さが細胞の挙動に大きな影
響を与えることが明らかとなってきた。本研究では、接着斑タンパク質のひとつビンキュリンとビネキシンの相互作用
は細胞外基質の硬さを感知するメカノセンサーとして働いており、硬さに依存した細胞の挙動の調節に関わっているこ
とを明らかにした。また、細胞外基質の硬さはがんの悪性化と密接な関係が示唆されている。そこで、ビネキシンと結
合するタンパク質Dlg5について前立腺がん細胞で解析を行ったところ、Dlg5はAkt-Gridin経路を調節することで前立腺
がんの悪性化に関わっていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Recent evidences have shown that stiffness of extracellular matrix(ECM) plays a 
critical role in regulating cell behaviors. Our research has clarified that an interaction of a focal 
adhesion protein vinculin with another focal adhesion protein vinexin works as a sensor for ECM 
stiffness. In addition, we have also found that Dlg5, a vinexin-binding protein, regulates cell migration 
and invasion of prostate cancer cell line via Akt-Girdin pathway. These observations shed light on 
mechanisms for sensing ECM stiffness and directing cell behaviors.

研究分野：応用細胞生物学

キーワード： 細胞外マトリックス　コラーゲン　メカノバイオロジー　がん　接着斑
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1)細胞外基質（コラーゲンなど）の硬さが

細胞の運命を制御している 

ヒトの体は、細胞だけでなくそれを取り

巻く細胞外基質(コラーゲンなど)から構成

されている。細胞は細胞外基質と接着する

ことで細胞外の環境を感知し、それに基づ

いて細胞の運命や行動を決定している。例

えば、正常細胞は細胞外基質と接着してい

る時のみ増殖し、浮遊状態になるとアポト

ーシスにより死んでしまう。この仕組みが

破綻すると異所性に増殖できるがん細胞と

なり、浸潤、転移に結びつく。申請者は細

胞と細胞外基質との接着領域(細胞接着斑)

に局在するタンパク質ビンキュリンとその

結合タンパク質ビネキシンが細胞接着の有

無を感知する接着センサーとして機能する

こと、これらが細胞増殖の細胞接着依存性

に関わることを明らかにしてきた。最近、

細胞接着の有無や細胞外基質分子の種

類だけではなく、細胞外基質の物理的な

性質、すなわち硬さが細胞の挙動に大き

な影響を与えることが明らかとなって

きた。特に、間葉系幹細胞は細胞外基質

が骨組織と同程度に硬いと骨細胞へ、脂肪

組織と同程度の柔らかさだと脂肪細胞へ分

化することや、細胞外基質が硬いと癌が

悪性化することが報告され、再生医療や

抗がん剤開発といった視点から大きな

注目を集めている。現在細胞外基質の硬

さを感知する「メカノセンサー」が研究

の焦点となっている。細胞は、細胞外基

質を接着斑を介して細胞内張力で引っ

張り、細胞外基質の硬さに釣り合う張力

を知ることで硬さを感知していると考

えられているが、まだその実態はほとん
どわかっていない。 

(2)メカノセンサー候補の接着斑ﾀﾝﾊﾟｸ質ビ

ンキュリンとビネキシン 

接着斑タンパク質のひとつビンキュリン

は、細胞内の張力に応じて細胞内局在を変

化させることなどから、細胞内張力の感知

すなわち細胞外基質の硬さの感知に関わる

メカノセンサーである可能性が考えられて

いる。ビンキュリンは頭部と尾部、および

それらをつなぐリンカー領域からなる(図

1)。頭部は細胞外基質受容体と、尾部は細

胞内張力を発生するアクチン細胞骨格と結

合する。2010年細胞内でこのリンカー領域
に様々な強さの張力が実際にかかっている

こと(つまり細胞はビンキュリンの尾部と
頭部を介して細胞外基質を引っ張ってい

る)が示されたことから、硬さや張力の感知
におけるビンキュリン、特にリンカー領域

の重要性が注目を集めることになった。し

かし、これまでビンキュリンのリンカー
領域の機能はほとんどわかっていない  

２．研究の目的 

本研究では、ビンキュリンのリンカー領域

とビネキシンが細胞外基質の硬さの感知に寄

与しているとの証拠を示し、その下流で調節

される仕組みを同定する。具体的には、様々

な硬さの細胞外基質上で細胞を培養したとき

に、ビンキュリンの挙動が硬さによって制御

されること、およびそれにはビネキシンの結

合が必要なことを示す。また細胞外基質の硬

さに依存して変化する細胞の挙動に与えるビ

ンキュリンやビネキシンの効果を調べる。さ

らに、ビネキシンについてより詳細に検討す

るために、ビネキシンの結合タンパク質の機

能についても解析する。このビネキシン結合

タンパク質 Dlg5 はがんとの関連が報告され
ており、前立腺に発現が多いにもかかわらず、

前立腺がんでの役割については不明であるの

で、前立腺がんに特に着目して解析する。 

 
３．研究の方法 
異なる硬さの細胞外基質の培養基板は、ア

クリルアミドゲルを用いた。反応させるビス

アクリルアミドの濃度を変えることにより、

アクリルアミドの架橋度を調節し、異なる硬

さのゲルを作成した。このアクリルアミドに

クロスリンカーを用いて I 型コラーゲンを付

ビンキュリン

細胞内
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図 1 細胞接着斑の模式図 

アクチン細胞骨格が、ビンキュリン-細胞外基質
受容体を介して、基質の硬さとつりあう張力で
細胞外基質を引っ張る。リンカー領域は天然変
性領域であり、張力に応じて構造が変化する。
細胞はこれによって硬さを感知する(モデル)。 



加し、コラーゲン濃度は一定で硬さが異なる

ゲルを作成した。 

 このゲル上にマウス胎児繊維芽細胞を播

種し、ビンキュリンの挙動を観察した。ビン

キュリンの挙動は、トリトン X100 不溶性と接

着斑での滞留性を指標とした。トリトン X100

不溶性のビンキュリンはアクチンをはじめと

する多くのタンパク質と複合体を作っている

と考えらえれる。接着斑での滞留性は

FRAP(Fluorescence recovery after 

photobleaching)法により解析した。細胞の遊

走能は、in vitro 創傷治癒アッセイと

xCelligence を用いた改変ボイデンチャンバ

ー法で行った。 

 
４．研究成果 
(1) 細胞外基質の硬さを感知するメカノセ
ンサーとしてのビンキュリンとビネキシン
の相互作用 

 ビンキュリンが細胞外基質の硬さを感知

するセンサー、つまりメカノセンサーである

という仮説を考えている。この仮説が正しい

のであれば、ビンキュリンの挙動は細胞外基

質の硬さによって調節されることが予想され

る。そこで、異なる硬さの細胞外基質上でマ

ウス胎児繊維芽細胞を培養し、その細胞での

ビンキュリンの挙動を観察、評価した。まず、

アクリルアミドゲル上で培養した細胞をトリ

トン X100 を含む緩衝液で洗浄し、トリトン

X100不溶性のタンパク質だけを免疫染色によ

り可視化した。トリトン X100 処理をしない条

件下では、ビンキュリンは 3.8kPa の柔らかい

培養基板上でも 43kPa の硬い培養基板上でも

接着斑に局在していた。一方で、トリトン不

溶性のビンキュリンは、43kPa の硬い培養基

板上では接着斑にきれいに局在が観察できた

が、培養基板が軟らかくなるにつれ、その量

が低下し、3.8kPa の基板上では、ほとんどが

洗い流されていた。他の接着斑タンパク質で

あるパキシリンや FAK では硬い培養基板上で

も柔かい培養基板上でもトリトン X100 緩衝

液によって洗い流されていた。このことから、

ビンキュリンが特異的に培養基板の硬さに応

答していることが示唆された。また、FRAP 法

により、接着斑におけるビンキュリンのター

ンオーバーについても検討した。硬い培養基

板上では安定的に接着斑に局在して細胞質の

タンパク質と入れ替わりが起こらないビンキ

ュリン画分が 3 割程度見られたのに対し、軟

らかい培養基板上では、2 割に低下した。こ

のことからも、ビンキュリンの挙動は、細胞

外基質の硬さによって調節されていることが

示された。 

 次に、細胞外基質の硬さによってビンキ

ュリンの挙動が調節される仕組みを明らかに

するために、ビンキュリンのリンカー領域に

着目した。リンカー領域には、細胞内で様々

な強さの張力がかかっていることが報告され

ており、細胞外基質の硬さの感知に関わって

いる可能性があると考えた。この領域に突然

変異 P2 を導入したところ、培養基板の硬さを

硬くしてもトリトン不溶性画分は低いままで

あり、しかも、接着斑で安定的に局在するビ

ンキュリン画分も小さいままであった。この

ことから、ビンキュリンのリンカー領域が細

胞外基質の硬さによるビンキュリンの挙動の

調節に必要であることが示唆された。 

 私たちはこれまでにビンキュリンのリン

カー領域に別の接着斑タンパク質ビネキシン

が結合することを報告している。そこでビネ

キシンの役割について調べるために、ビネキ

シン遺伝子破壊細胞を用いてビンキュリンの

挙動を調べた。ビネキシン遺伝子破壊細胞で

は、硬い培養基板上で細胞を培養しても、ビ

ンキュリンのトリトン X100 不溶性は低いま

まであり、接着斑で安定的に局在する画分も

小さいままであった。このことから、リンカ

ー領域に結合するビネキシンがビンキュリン

の細胞外基質の硬さに応じた挙動の調節に必

要であることが示された。 

 さらに、この仕組みについて調べるため

に、ビンキュリンとビネキシンの結合につい

て免疫沈降法によって調べた。その結果、硬

い培養基板上ではビンキュリンとビネキシン

は複合体を作っていることが示唆されたが、

ミオシン II を阻害して細胞内張力を低下さ

せるとこの複合体量が低下した。また、軟ら

かい培養基板上では硬い培養基板上に比べ、

ビンキュリンとビネキシンの複合体量が少な

かった。このことは、硬い細胞外基質上では

ビネキシンとビンキュリンが結合して機能し

ていることを示唆している。さらに、ビネキ

シンの結合がビンキュリンに与える効果につ

いて in vitro で調べるために、ビンキュリン

とビネキシンを大腸菌で発現、精製した。こ



のタンパク質を用い、FRET 法にてビンキュリ

ンの構造変化に与えるビネキシンの効果につ

いて検討した。その結果、ビネキシンの結合

は、ビンキュリンをアクチン低親和型の構造

から、アクチン高親和型の構造に変化させる

ことがわかった。 

 ビンキュリン-ビネキシン系が実際に細

胞外基質の硬さに依存した細胞の挙動の調節

に関わる可能性について検討するために、異

なる硬さの培養基板上での細胞遊走を in 

vitro 創傷治癒アッセイにより行った。野生

型細胞は、硬い培養基板上で速い遊走能を示

したのに対し、軟らかい培養基板上では遅い

遊走能しか示さなかった。一方、ビネキシン

遺伝子破壊細胞は、硬い培養基板上でも柔か

い培養基板上でも遅い遊走能しか示さず、硬

さによる違いが見られなかった。 

 以上の結果から、ビンキュリンとビネキ

シンの相互作用は細胞外基質の硬さを調節す

るメカノセンサーとして働いており、硬さに

依存した細胞の挙動の調節に関わっているこ

とが明らかとなった(図 2)。 

 

図 2 

 

(2) ビネキシン結合タンパク質 Dlg5 の前立
腺がん細胞における機能 

細胞外基質の硬さはがんの悪性化と

密接な関係が示唆されている。また、ビ

ネキシン結合タンパク質 Dlg5はがんと
の関連が示唆されている。近年日本人男

性の前立腺がんの罹患率が大きく上昇

しており、Dlg5 が前立腺で高い発現を
示すにもかかわらず、Dlg5 の前立腺が
んでの役割は不明であった。そこで、ビ

ネキシン結合タンパク質 Dlg5について
前立腺がんでの機能解析を行った。前立

腺がん組織を Dlg5抗体によって免疫染
色したところ、正常前立腺組織に比べ、

がん組織では Dlg5の発現が低下してい
ることが示唆された。ただし、進行がん

では特に高い Dlg5の発現を示す例もあ
り、複雑な役割を持つ可能性が示された。

つぎに、前立腺がん細胞 PC3 を用いて、
in vitro 創傷治癒アッセイ、xCelligence
アッセイ、in vitro 浸潤アッセイ、を行
ったところ、Dlg5 の発現抑制により、
遊走能および浸潤能が上昇することが

示唆された。この遊走能、浸潤能の上昇

には、Akt 経路が関わることが阻害剤を
用いた実験により示唆された。この仕組

みについてさらに検討するために、

Dlg5 結合タンパク質を探索したところ、
Akt の基質 Girdin が単離された。さら
に確認したところ、Dlg5 と Girdin は細
胞内で一部共局在し、Girdin のリン酸
化を抑制していること、Girrin のノッ
クダウンにより、Dlg5 による遊走能の
制御が見られなくなることがわかった。

これらの結果から、ビネキシン結合タン

パク質 Dlg5 は Akt-Gridin 経路を調節
することで前立腺がんの悪性化に関わ

っていることが示された(図 3)。今後こ
の仕組みとビンキュリンおよび細胞外

基質の硬さの感知との関連について調

べていくことは非常に重要な課題とな
るであろう。  

図 3 
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