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研究成果の概要（和文）：本研究において、低分子量G蛋白質Rhoファミリーの活性化因子Rho-GEFであるFarp1とSoloの
上皮細胞の管腔形成過程における機能を解析した。Farp1は、乳腺上皮細胞のインテグリンを介した接着依存的な増殖
に寄与することを発見した。また、Soloは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、ケラチン18に結合
し、ケラチン8/18繊維の細胞内ネットワークの形成、維持に寄与することを発見した。また、Soloは細胞間接着からの
張力に応答して機能すること、さらに、上皮細胞の集団移動速度の制御に寄与すること、上皮細胞の管腔形成において
管腔の内腔の大きさの制御に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the roles of Rho-GEFs, Farp1 and Solo, which are 
involved in mechanoresponses, in the ordering and the tubule formation of epithelial cells. We found that 
Farp1 facilitates the adhesion-dependent growth of mammary epithelial cell through integrins. We found 
that Solo binds to a simple epithelium-specific intermediate filament, keratin8 and keratin18, and Solo 
is required to organize and maintain of the keratin8/18 network in epithelial cells. We also showed that 
Solo is required to activate RhoA and to generate the resistance force in response to tensile-force 
application. Furthermore, we showed that knockdown of Solo accelerates the velocity of collective cell 
migration of MDCK cells, and enlarges the lumen area of HGF-induced tubule of 3D-cultured MDCK cells.

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 
上皮管腔組織が形成される過程において、
個々の上皮細胞は三次元的な位置情報を認
識し、協調的に極性化して管腔を形成する。
これらの過程が円滑に進行するためには、細
胞内シグナル伝達機構によって細胞骨格再
構築、細胞-基質間、細胞間接着、極性形成
を時空間的に厳密に制御しなければならな
い。これまで、二次元培養下における上皮細
胞の極性化や細胞-基質間、細胞間接着の役
割や分子機構は徐々に明らかとなってきて
いるが、三次元環境下の細胞集団において細
胞骨格の再構築やシグナル伝達分子の活性
化状態の時空間的な変化が管腔の形成と伸
長、分岐に果たす役割は不明であった。特に、
このような管腔形成における細胞の形態形
成、極性形成、細胞集団の運動といった現象
には、細胞内アクチン骨格の時空間的な再構
築制御が重要であり、また、細胞集団が秩序
化して極性化し、管腔の形状を制御するため
に、細胞−基質間、細胞間接着から機械的刺
激に対する応答（メカノストレス応答）が重
要な役割を持つことが明らかとなりつつあ
る。私たちは、細胞内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につい
て生化学的な解析とイメージング技術を用
いて解析してきた。これらの技術をもとに、
上皮細胞集団が秩序化して管腔形成を行う
過程で引き起こされるメカノストレス応答
とそれによるアクチン骨格の再構築の時空
間的制御機構の解明を行うことができるの
ではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、管腔組織の形成・維持過程におい
て上皮細胞が外環境を感知し、アクチン骨格
を中心とする細胞骨格、細胞接着、機械的力
負荷、細胞極性、細胞分裂を時空間的に制御
する分子機構をイメージング解析と分子の
探索、機能解析によって解明することを目的
とする。特に、上皮細胞集団が秩序化し極性
化していく過程における外環境からメカノ
ストレス応答に注目し、外環境の硬さや細胞
間にかかる力によるアクチン骨格の再構築
に関与する分子の網羅的探索を行いその制
御機構を分子レベルで解明する。また、細胞
-基質間、細胞間にかかる力を可視化するプ
ローブの開発を行う。さらに、上皮管腔組織
形成における3次元的な細胞集団の運動や形

態の制御におけるメカノストレス応答の関
連分子の役割を解明する。本研究は上皮組織
形成過程の基本的な細胞の動きや応答、ま
た、その破綻による癌の悪性化の機構を理解
するものであり、医療における基盤研究とな
ることが期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）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の探索 
正常乳腺上皮MCF10A細胞を1 mg/ml (約
100 Pa)と3 mg/ml (約250 Pa)で重合させた
コラーゲンゲル内で10日間培養し、3 mg/ml
のコラーゲンゲルで細胞が大きなコロニー
を形成すること確認した。Dblファミリーの
Rho-GEF分子のほぼ全てに対するshRNA発
現プラスミドを各々導入したMCF10A細胞
を用いて同様の検討を行い、形成されたコロ
ニーの大きさを測定して各々のRho-GEFの
発現抑制の効果を評価した。 
（２）Soloの結合蛋白質の探索 
Haloタグを付加したSolo (Halo-Solo)、Halo
タグのみを恒常的に発現させた乳腺上皮由
来のMCF7細胞を樹立し、その細胞より、
Haloリガンドを固相化した磁気ビーズを用
いてHalo-Solo、Halo蛋白質を沈降させ結合
蛋白質をSDS-PAGEにより分離した。Halo
タグのみの結合蛋白質と比較し、Halo-Solo
特異的に共沈する分子を検出した。検出した
Solo結合蛋白質をゲルより抽出し、質量分析
によって蛋白質を同定した。 
（３）細胞への張力負荷によるRhoAの活性
化の検出 
ファイブロネクチンをコートした磁気ビー
ズと、IgG-Fc領域とE-カドヘリンの細胞外ド
メインを融合した可溶型カドヘリンをプロ
テインA固相化磁気ビーズに結合させたもの
をMDCK細胞に接着させ、培養ディッシュの
上から永久磁石を乗せることで、細胞に接着
した磁気ビーズに張力を負荷した。直後に細
胞を溶解し、RhotekinのRhoA結合ドメイン
とGSTの融合蛋白質により活性型RhoAを沈
降させ、沈降した活性型RhoAをWestern blot
により検出しその量を測定した。 
（４）MDCK細胞の集団移動モデルの確立 
1.6 mg/mlで重合させたコラーゲンゲル上に
内径6 mmのクローニングシリンダーを置
き、その中にMDCK細胞を細胞シートになる
密度で播種した。細胞が接着した後、クロー



ニングシリンダーを取り除き、細胞シートの
辺縁から突出する集団移動を5分毎でタイム
ラプス観察した。個々の細胞の移動の軌跡を
追跡し、細胞集団の速度を計測した。 
（５）3次元培養下のMDCK細胞のHGF依存
的な管腔形成モデルの確立 
2 mg/mlで重合させたコラーゲンゲルの上に
0.1 mg/mlのコラーゲンゲルに懸濁した
MDCK細胞を播種し、硬いゲルと軟らかいゲ
ルの境界面に細胞を置き培養した。HGFを50 
ng/mlで添加してMDCK細胞の管腔形成を促
進させた。2日から3日培養後、細胞を固定し、
アクチン骨格を蛍光染色して観察し、管腔の
形状、内腔の形状と大きさを測定した。 
 
４．研究成果 
（１）上皮細胞の基質への接着依存的な増殖
におけるFarp1の機能解析 
乳腺上皮細胞の細胞外基質の硬さ依存的な
増殖に関与するRho-GEFの網羅的探索を行
い5種類のDblファミリー分子を同定するこ
とに成功した。その中でN末端にFERMドメ
インを有するFarp1に注目して研究を進め
た。FERMドメインはIntegrinの細胞内ドメ
インと結合することが報告されていたこと
から、Integrinとの結合を解析した結果、
Integrin 8と結合することが明らかとなっ
た。さらに、Farp1の基質への結合依存的な
細胞増殖に対する機能を解析するために、乳
腺上皮MCF10A細胞においてFarp1の発現
抑制を行い検証した。その結果、コラーゲン
上への接着刺激によるMAPキナーゼの活性
化においてFarp1が寄与することが明らかと
なった。さらに、Farp1の発現抑制は、 Hela
細胞の細胞外基質への接着による細胞の広
がりを抑制することが明らかとなった(論文
準備中）。 
（２）Soloの結合蛋白質としてのケラチン
8/18の同定 
これまでに、メカノストレスの一つである繰
り返し伸展刺激による血管内皮細胞の配向
に寄与するRho-GEFの網羅的探索を行い、
Soloを同定することに成功した。Soloは、血
管内皮細胞だけでなく、広い組織に発現して
おり、上皮細胞におけるメカノストレス応答
にも寄与することが予想されたため、乳腺上
皮由来のMCF7細胞からSoloの結合蛋白質を
プロテオミクス解析によって探索した。その
結果、Soloは単層上皮特異的なケラチン8と

ケラチン18によって構成される中間径フィ
ラメントに結合していることが明らかとな
った（図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）Soloの上皮細胞のケラチン線維構造に
対する機能解析 
Soloがケラチン8/18線維に結合することか
ら、細胞内のケラチン8/18ネットワーク構造
にSoloが何らかの役割を持つことが示唆され
た。これを検証するために、イヌ腎上皮由来
のMDCK細胞にYFP-ケラチン8を恒常的に
発現させ、細胞内のケラチン8/18線維を可視
化できる細胞株を樹立した。この細胞に対し
て、Soloの発現抑制を行った結果、ケラチン
8/18線維の細胞周囲への広がりが抑制され、
そのネットワーク構造が大きく乱れること
が明らかとなった(図2）。逆に、Soloを過剰発
現させた場合、Soloは、細胞の基底部や細胞
間接着部位に集積し、その部位にケラチン
8/18線維が集積することが明らかとなった。
また、この過剰発現の効果は、SoloのGEF活
性に依存していることがGEF活性の不活化
型変異体を用いた解析から明らかとなった。
これらの結果から、Soloは、RhoAの活性化
によるアクチン骨格の再構築を介してケラ
チン8/18ネットワーク構造の形成、維持に寄
与していることが明らかとなった(文献1）。 
（４）Soloのデスモソーム構造の形成におけ
る機能解析 
Soloは、細胞の基底膜付近に集積すると共に
細胞間接着部位にも集積し、ケラチン8/18線
維に結合することから、中間径フィラメント
が結合する細胞間接着構造であるデスモソ
ーム構造に対しても何らかの機能を持つこ
とが考えられた。そこで、MDCK細胞におけ
るデスモソーム構造をデスモソームに局在
するプラコグロビンを抗体染色し検討した。
その結果、Soloの発現抑制によって細胞間に
局在するプラコグロビンの量が有意に減弱
することが明らかとなった (文献1）。こ 

図1. プロテオミクス解析
によるSolo結合蛋白質の
検出。Haloタグのみ、また
は、Halo-Soloを発現させ
たMCF7細胞からHaloリガ
ンドによりHalo蛋白質を
沈 降 さ せ 、 共 沈 物 を
SDS-PAGEにより分離した。
ゲルを銀染色して共沈し
た蛋白質を染色した。
Halo-Solo特異的な蛋白質
ケラチン8、ケラチン18を
質量分析により同定した 
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の結果から、Soloは、ケラチン8/18線維のデ
スモソーム構造への連結に寄与し、デスモソ
ーム構造の形成と維持に寄与する可能性が
強く示唆された。 
（５）上皮細胞に対する張力負荷による
RhoAの活性化におけるSoloとケラチン8/18
ネットワーク構造の機能解析 
Soloは張力によって活性化されることが示唆
された。これを検証するために、MDCK細胞
にfibronectinをコートしたビーズを接着さ
せ、磁気によってビーズと共に細胞に張力を
負荷した際に引き起こされるRhoAの活性化
を指標に検討を行った。Soloを発現抑制した
場合、又は、ケラチン18を発現抑制してケラ
チン8/18ネットワーク構造を乱した場合どち
らも、張力の負荷によるRhoAの活性化が抑
制されることが明らかとなった(文献1)。これ
らの結果から、MDCK細胞に対するインテグ
リンを介した細胞−基質間接着からの張力の
負荷が、Soloを活性化しRhoAを活性化する
ことが明らかとなった。この結果から、Solo
は、上皮細胞集団が3次元環境で秩序化して
形態形成を行う上で機械的な力の調節に重
要な機能を持つことが示唆された。 
（６）Soloの上皮細胞の集団移動における機
能解析 
Soloの上皮細胞集団の秩序化における機能を
解析するために、細胞集団の秩序化のモデル
として集団移動を対象に検討を行った。
MDCK細胞がコラーゲンゲル上を集団で移
動する実験方法を確立し、Soloの発現抑制に

よる影響を解析した。その結果、Soloの発現
抑制細胞は、細胞単独の移動速度には影響し
なかったが集団移動の速度が有意に速くな
った(図2)。ケラチン8/18の発現抑制も細胞の
集団移動の速度が速くなることが報告され
ており、Soloの発現抑制が細胞間を結びつけ
るデスモソーム構造を減弱させ、細胞間にか
かる張力を弱めることで集団移動時の移動
速度の抑制が弱くなり、移動速度が速くなっ
たことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（７）Soloの管腔形成における機能解析 
Soloは、上皮細胞集団の秩序化と形態形成に
おいてメカノストレス応答を制御して寄与
することが考えられたため、コラーゲンゲル
内の3次元環境におけるMDCK細胞のHGF
依存的な管腔形成のモデルを作製し、Soloの
機能解析を行った。Soloを発現抑制した
MDCK細胞は、管腔形成における極性形成に
は影響せず、内腔の大きさの割合が有意に大
きくなる傾向があることが明らかとなった
(図4)。また、管腔の形状が伸長せず、球に近 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図4. MDCK細胞の管腔形成におけるSoloの発現抑制の効
果。(上)コントロールsiRNA、又は、SoloのsiRNA 2種を
導入したMDCK細胞をHGFを含むコラーゲンゲル内で3日間
培養した。固定後、アクチン線維を染色し、内腔の最も
面積の大きな部分を示した。Scale bar: 50 m.(下)内
腔が最も広く見える断層像において、管腔全体の面積に
対する内腔の比率を示した。*P<0.05． 

図3. MDCK細胞の集団
移動の速度に対する
Solo発現抑制の効果。
MDCK細胞にコントロー
ル、又は、Soloに対す
るsiRNA 2種を導入し、
コラーゲンゲル上での
集団移動の速度をタイ
ムラプス解析により測
定した。*P<0.05. 

図2. Soloの発現抑制によるケラチン8/18ネットワーク
構造への影響。YFP-ケラチン8発現MDCK細胞に対して、
Soloの発現抑制を行い、細胞内のケラチン8/18線維の構
造をYFPにより可視化し、正常な構造の細胞の割合を定量
した。Scale bar: 20 m. **P<0.01．文献1より改変。 



い状態になる傾向があることが明らかとな
った。これらの結果から、Soloは、細胞間、
細胞−基質間からのメカノストレスに応答し
て、内腔の大きさと管腔に形状を制御する機
能を担うことが強く示唆された。 
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