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研究成果の概要（和文）：力感受性転写調節因子 MKL2 について、せん断応力への応答が極めて早い反応である
こと、Ca シグナルによって調節されていることなどが明らかとなり、MKL2の挙動に関して、新たな知見が得ら
れた。また、MKL2 KO マウスの作製を行った。MKL2 KO マウスは胎生致死と報告されてきたが、我々は null マ
ウスを生存させることができた。この結果、これまでの報告にない表現型を確認した。また、エネルギー代謝の
関係から推測できる表現型を認めた。加えて、眼の異常もあり、生後すぐから白濁している。以上、これまでの
報告にない、新しい知見が得られ、現在、論文としてまとめている。

研究成果の概要（英文）：We have found that force-sensitive transcriptional co-activator MKL2 
shuttles from cytoplasm into nucleus in very rapid response to shear stress, which completes within 
10 minutes. We also found that this response is mediated by purinergic receptor activation and 
subsequent Ca signaling. To explore further the roles played by MKL2, we successfully made Mkl2 KO 
mice, which shows interesting phenotypes in circulatory system, such as heart and vasculatures. 
These phenotypes can be explained by a loss of response to mechanical stress in circulation. In 
addition, we found other unexpected interesting phenotypes in eyes and energy metabolism. We are 
preparing a manuscript, in which all data found in this project will be included.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 転写　遺伝子発現　力刺激

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
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萎縮現象
（ロコモチブ症候群）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）、反応することで分化の方向を基質
の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
ながら、力を感知する分子の探索を始め、物
理的刺激を生化学的反応に変換する仕組み、
その生物学的意義は、ここ数年、大きな関心
事となってきている。例えば、National 
University of Singapore (NUS) は 
Mechano-biology の一大拠点を作り、この問
題 に 取 り 組 も う と し て い る
（http://mbi.nus.edu.sg/）。また、Nature 
Reviews Molecular Cell Biology 誌は 2009
年 1 月号を Mechanotransduction 特集とし
て、この問題の最新の潮流を概説している。
また、申請者は、細胞工学 9月号で『新メカ
ノトランスダクション』という特集号を監修
した。 
  これは、mechanotransduction の解明が、
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からである。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。そして、細胞工学 9 月号特集号でも、
工学系研究者に執筆頂き、融合的研究を自ら
推進して来た。また、申請者らは、基盤研究
（B）「細胞力覚が遺伝子発現を制御する分
子機構とその生物学的意義」（平成 24〜26
年度）を通して、心臓発生に必須な転写因子 
Tbx5 の co-activator を探し、MKL2 を見い
だした。MKL2 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、MKL2 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。また、細胞を伸
展することで核内移行を起こすことができ
るし、マウスの心臓では大動脈を結紮する左
室圧負荷（TAC）によっても核内移行が起こ
る。このことは、MKL2 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。また同時に、
MKL2/Tbx5 を介した力による遺伝子発現制御
には、未知の因子の関与がわかり、Hippo/Yap
系シグナル伝達機構との関連も明らかにな
りつつある。 
 
２．研究の目的 
 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、形態形成に必須
であることを意味する。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。そして、血流に起因するせ
ん断応力が弁形成に必須であることを報告
した（ Nature Communications 4, Article 
number 1978, 2013）。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
（Physico-Physiology loop）を解明するこ
とを目的とする。また、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
すると同時に、物理的な力が成体の恒常性維
持にどのように影響するか、そのメカニズム



を解明する。 
 
３．研究の方法 
平成 27 年度 
1）Tbx5/MKL2 転写活性化複合体 Tbx5/MKL2
による転写活性化には、A/T-rich 配列に結合
する未知の転写因子が関与することがわか
った。この因子が YAP/TAZ 経路の構成因子で
ある可能性も考慮して、その分子実体を明ら
かにする。 
2）MKL2-PPAR/ERR 代謝調節経路 Tbx5/MKL5
が核内受容体を活性化して力刺激依存的に
脂質代謝を調節することがわかったので、こ
の経路を明らかにする。 
3） miR-21 ノックアウト（KO）マウス 
miR-21KO マウスは、皮膚損傷に対するユニー
クな応答を示すことから、miR-21 標的を含め
てメカニズムを明らかにする。 
平成 28 年度以降 
1）Tbx5/MKL2 転写活性化複合体 Tbx5/NKL2
複合体構成因子の全貌を、細胞骨格や接着因
子との関連を含めて詳細な検証を行う。 
2）MKL2-PPAR/ERR 代謝調節経路  
MKL2/核内受容体の相互作用様式の詳細を明
らかにし、標的遺伝子の網羅的同定も行う。 
3）miR-21 の発現制御機構  
KO マウスを用いて、血管狭窄部位での機能、
血流動態による制御機構を解析する。 
 
４．研究成果 
1）MKL2 を中心とした研究成果  
 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。MKL2 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。 
  MKL2 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 vitro mutagenesis で壊したが、Tbx5/ 
MKL2 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/ MKL2 による転写活
性化は消失した。このことは、Tbx5/ MKL2
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。このスクリーニングを継続してきたが、
その結果、A/T-rich-motif に結合する転写因
子の候補を同定した。この因子は、ANF 遺
伝子発現のスイッチにもあり得るもので、解
析を継続している。  
  力感受性因子 MKL2 に関する新たな事
象を見いだすことができた。従来、MKL2 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 MKL2 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、MKL2 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。 
  また、血管内皮細胞にせん断応力を印可
した時の MKL2 の挙動を蛍光顕微鏡下で観
察する目的で、せん断応力印可装置を透明化
した。これによって、せん断応力印可前後の



MKL2 の挙動を動画として取得することが
可能となった。そして、MKL2 が、せん断応
力に反応して分単位で進行する極めて早い
核内移行を示すことが明らかとなった。せん
断応力印可直後に MKL2 は細胞質から核内
に移行し、約 8 分で細胞質のほぼすべての
MKL2 タンパク質は核内にシャトルする。そ
の後、せん断応力を加え続けても、MKL2 は
ゆっくりと細胞質に排出されるが、せん断応
力を切ると細胞質への排出速度は著しく早
くなる。その後、もう一度、せん断応力を加
えると、MKL2 は同様に速やかに核内に移行
する。このことから、MKL2 は、せん断応力
の変化に即応していると考えられる。 
  次に、せん断応力と MKL2 の核移行を
つなぐシグナルが何かを検討した。その結果、
Ca があることがわかった。Ca ionophre で
刺激しても MKL2 の速やかな核移行は再現
できる。また、せん断応力を印可した直後に、
細胞質の Ca 濃度が一過性に著増することも
確認できた。また、Ca をキレートすると、
せん断応力に MKL2 は反応しなくなる。ま
た、一過性の Ca 増加によって、一過性のア
クチン骨格リモデリングが起こることがわ
かった。このリモデリングは、核の形を変え
るほどの強いリモデリングである。加えて、
Purinergic receptor をブロックすることに
よっても MKL2 の、核移行を阻害できるこ
ともわかった。これらの知見を総合すると、
せん断応力→ATP 放→Purinergic receptor 
活性化→Ca 流入→一過性アクチンリモデリ
ング→一過性 F-actin/G-actin 比の増加→
MKL2 の核移行、という一連のシグナル伝達
が速やかに起こることがわかった。以上のデ
ータは、現在、論文にまとめている。 
  これまでの知見をマウスで詳細に検証
する目的で、MKL2 KO マウスの作製を行っ
た。MKL2 KO マウスは、胎生致死と報告さ
れてきたが、我々の研究室で null マウスを
生存させることができた。この結果、これま
での報告にない表現系を確認できた。Null 
マウスは、循環器系に大きな異常を示してお
り、左心房は著名に肥大する。また、静脈瘤
が多発する。また、MKL2 とエネルギー代謝
の関係から推測できるように、lipodystrophy 
様の表現系があり、脂肪組織の萎縮が見られ
た。加えて、眼の異常があり、生後すぐから
白濁している。現在、このような表現系の異
常を、詳細に解析しており、異常の原因を突
き止めようとしている。加えて、microarray、
メタボロミクス解析を行い、網羅的に表現系
の検索を行っている。 

 
2）miR-21 に関する研究成果 
  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。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（上図）。   
  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に
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/MKL22 複合体が形
成されてmiR-21プロモーターを活性化する。
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。 
  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。その結果、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/MKL2
が結合すること、SRF/ MKL2 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。 
  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。 
  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。 
  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 CRISPR/Cas9 を
用いて KO マウスを作製することを目指し
たいと考えている。 
3）その他の成果 
  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、これを論文に投稿した。 
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