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研究成果の概要（和文）：力学的刺激に対する細胞応答は生体の恒常性維持や組織形成において重要な役割を担
っている。私達は最近、細胞の力覚応答に関与するRhoA活性化因子(RhoA-GEF)としてSoloを同定した。本研究で
は、Soloの力学的刺激依存的な活性化機構、および細胞機能を解明することを目的として研究を行った。その結
果、Soloはケラチン8/18繊維と複数箇所で結合すること、張力刺激依存的なRhoAの活性化やストレスファイバー
の形成・強化において、Soloとケラチン8/18繊維の結合が重要であることを明らかにした。さらに、Soloは、細
胞の集団移動や管腔形成に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mechanical force-induced cytoskeletal reorganization is essential for cell 
and tissue remodeling and homeostasis. Solo (ARHGEF40) is a RhoA-targeting guanine nucleotide 
exchange factor (GEF) involved in cyclic stretch-induced endothelial cell reorientation. In this 
study, we showed that Solo binds to keratin-8/18 (K8/K18) intermediate filaments through multiple 
sites. Knockdown of Solo suppressed stress fiber formation and led to disorganized keratin networks,
 indicating that the Solo serves to precisely organize keratin networks as well as to promote stress
 fibers. Knockdown of Solo or K18 suppressed tensile force-induced RhoA activation and stress fiber 
reinforcement. These results suggest that Solo and K8/K18 filaments play crucial roles in tensile 
force-induced RhoA activation and consequent actin cytoskeletal reinforcement. We also provided 
evidence that Solo plays roles in collective cell migration and tubule formation.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 細胞は多様な力学的刺激を受けており、こ

れらの刺激に適切な応答をすることで生体

の恒常性が維持されている。組織の形態形成

過程においても、外環境の硬さや細胞集団内

の力の負荷分布が細胞の運動、形態、極性や

分化状態を制御することが明らかになりつ

つある。例えば、血管内皮細胞に対する血流

によるずり応力や血管拍動による繰返し伸

展刺激は、細胞の形態・配向を制御し、血管

の恒常性維持に寄与している。また、原腸陥

入時の中胚葉の収束伸長や上皮組織の形態

形成は、液性因子の作用とともに外環境の硬

さ、細胞間、細胞-基質間に発生する力によ

っても制御されている。このように力学的刺

激に対する細胞応答(力覚応答)は組織の恒

常性維持や形態形成に極めて重要であるが、

力学的刺激を化学的シグナルに変換する機

構については不明な点が多い。力覚応答には

アクチン骨格の再構築が必須であり、Rho フ

ァミリーが中心的な役割を果たしている。し

かし、力学的刺激による Rho ファミリーの活

性化機構は全く不明である。私達は、最近、

血管内皮細胞の繰返し伸展刺激による細胞

配向の変化をモデル系として用いて、力覚応

答に関与する Rho-GEF（Rho ファミリー活性

化因子）の網羅的探索を行い、11 種類の

Rho-GEF を同定することに成功した。本研究

では、これらの分子の中で、RhoA の GEF であ

り、ゼブラフィッシュ胚の収束伸長に関与す

ることが示されている Solo に焦点を当てて、

力学的刺激による Solo の活性化機構と、細

胞の力覚応答、集団移動、３次元組織構築に

おける Solo の機能について、解析を行った。 

 

２．研究の目的 

 力学的刺激に対する細胞応答は生体の恒

常性維持、胚発生、器官形成、組織再生にお

いて重要な役割を担っており、Rho ファミリ

ー分子群によるアクチン骨格再構築はこれ

らの過程に必須である。細胞の力覚応答にお

ける Rho ファミリーの活性制御は活性化因子

である Rho-GEF に依存しているが、力覚応答

における Rho-GEF の活性化機構は全く不明で

ある。本研究では、力覚応答に関与する

Rho-GEFとして私達が同定したSoloに焦点を

当てて、Solo が力学的刺激によって活性化す

る分子機構について検討するとともに、力学

的刺激による細胞骨格の再構築や、細胞の集

団移動、３次元組織構築における Solo の機

能を解明することを目的とした。本研究によ

り、細胞の力覚応答の新たな分子機構を解明

し、細胞の集団移動や３次元組織構築におけ

る力覚応答のシグナル伝達機構を解明する

ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) Solo とケラチン 8/18 繊維の結合と細胞

の力覚応答における機能： 

① Solo 結合タンパク質のプロテオミクス解

析：Halo タグを付加した Solo を MCF-7 細胞

に発現させ、細胞溶解液を Halo リガンドビ

ーズと混合し、Halo-Solo と共沈降したタン

パク質を SDS 電気泳動で分離し、トリプシン

で消化後、質量分析により Solo 結合タンパ

ク質を同定した。 

② 引張刺激による RhoA の活性化の測定：シ

ート状に培養した MDCK 細胞にフィブロネク

チンコートした磁気ビーズを付着させ、永久

磁石で上方に引張刺激を与えた。磁力負荷後

に細胞を回収し、Rhotekin の Rho-binding 

domain を用いたプルダウンアッセイにより、

細胞内の活性型 RhoA-GTP 量の変化を測定し

た。Solo とケラチン 18 の機能は、siRNA の

トランスフェクションによる発現抑制の効

果を測定した。 

③ 引張刺激によるストレスファイバー形成

の測定：フィブロネクチンでコートしたシリ

コーン膜上にYFP-Lifeactを発現させたMDCK

細胞を播種した。ガラス微細針でシリコーン

膜を引っ張ることで、細胞に引張刺激を加え

た。YFP-Lifeact でストレスファイバーを可

視化し、引張刺激により形成・増強されたス

トレスファイバーの数の変化を測定した。 

 

(2) 細胞の集団移動における Solo とケラチ

ン繊維の機能： 

 コラーゲンゲル上にガラスリングを置き、

その中に MDCK 細胞をシート状の集団として

培養した後、ガラスリングを除き、辺縁から



フィンガー様の形状で細胞が集団移動する

時の速度をタイムラプス観察した。Solo とケ

ラチン 18 の機能は、siRNA による発現抑制の

効果を測定した。 

 

(3) 管腔形成における Solo とケラチン繊維

の機能： 

 管腔形成におけるSoloとケラチン繊維の

機能を解明するために、MDCK細胞をHGF存在

下、コラーゲンゲル内で4日間、三次元培養

した。形成された管腔様構造の長軸／短軸比

を測定した。Soloとケラチン18の機能は、

siRNAによる発現抑制の効果を測定した。 

 

４．研究成果 

(1) Solo とケラチン 8/18 繊維の結合と細胞

の力覚応答における機能： 

細胞の力覚応答における Solo の活性化機

構と機能を解明するため、Solo の結合タンパ

ク質のプロテオミクス解析を行い、上皮細胞

における主要な中間径フィラメントである

ケラチン 8/18 を同定した。Solo は少なくと

も 3箇所のケラチン結合領域をもつことを示

した。次に、引張刺激による RhoA の活性化

に対する Solo とケラチンの関与について検

討した。シート状に培養した上皮細胞にフィ

ブロネクチンをコートした磁気ビーズを付

着させ、磁石によって細胞に張力を負荷する

と、RhoA が活性化された。siRNA のトランス

フェクションによって Solo やケラチン 18 の

発現を抑制すると、張力負荷による RhoA の

活性化が抑制された。以上の結果から、Solo

とケラチン 18 は両者ともに張力負荷依存的

な RhoA の活性化に関与することが示された。 

また、細胞は張力を負荷されると、その方

向にストレスファイバーを形成・増強させる。

このような応答をリアルタイムで可視化解

析するため、ガラスボトムディッシュに薄い

シリコーン膜を張り、フィブロネクチンでコ

ーティングした上に細胞を接着させ、シリコ

ーン膜を針で引っぱって変形させることで

細胞に引張刺激を負荷する系を構築した。蛍

光タンパク質 YFP を付加した Lifeact でアク

チンを可視化した上皮細胞に引張刺激を負

荷したところ、Solo やケラチン 18 の発現抑

制によって、引張刺激で新生・増強されるス

トレスファイバーの数が減少することがわ

かった。以上の結果から、Solo とケラチン繊

維は、引張刺激依存的な RhoA の活性化とス

トレスファイバーの形成・強化に関与するこ

とが明らかとなった。一部のケラチン結合領

域を欠失した Solo では引張刺激依存的なス

トレスファイバーの形成・強化がみられない

ことから、引張刺激依存的なストレスファイ

バーの形成・強化には Solo とケラチン繊維

の結合が重要であることが示唆された。 

 

(2) 細胞の集団移動における Solo とケラチ

ン繊維の機能： 

 細胞の集団移動は創傷治癒、器官形成など

でみられる重要な現象である。集団移動にお

いて、細胞-基質間、細胞間における力の制

御が重要な役割を果たしていると考えられ

る。本研究では、上皮細胞の集団移動におけ

る Solo の機能を解析した。イヌ腎上皮 MDCK

細胞において、siRNA を用いて Solo を発現抑

制すると、単独細胞の移動速度には影響が見

られなかったが、細胞集団の移動速度は有意

に促進された。また、Solo の発現抑制によっ

て、ケラチン繊維が減弱し、配向が乱れるこ

とを見出した。ケラチン 18 の発現を抑制す

ると、Solo の発現抑制と同様に、細胞の集団

移動速度が上昇した。また、ROCK の阻害剤

Y27632 の効果を解析したところ、適度な濃度

で添加すると、細胞の集団移動速度が上昇し

た。以上の結果から、Solo は RhoA-ROCK 経路

の活性化を介してアクトミオシンの活性化

を促進し、細胞間の張力を増加することで、

集団移動速度を抑制している可能性が示唆

された。 

 

(3) 管腔形成における Solo とケラチン繊維

の機能： 

 管腔構造は様々な上皮組織にみられる構

造であり、極性化した上皮細胞に囲まれた内

腔を持つ。上皮管腔形成において、力覚応答

の重要性が明らかになりつつある。本研究で

は、管腔形成におけるSoloの機能を解明する

ために、MDCK細胞のコラーゲンゲル内での三

次元培養による管腔形成モデルを構築して



検討を行った。その結果、Soloやケラチン18

の発現抑制によって管腔構造の長軸／短軸

比が減少し、管腔における内腔の占める割合

が有意に増加した。また、ミオシンII依存的

な収縮力のマーカーである二重リン酸化ミ

オシン軽鎖(ppMLC)の局在を観察したとこ

ろ、Soloとケラチン18の発現抑制によって細

胞頂端部（内腔側）におけるppMLCの有意な

低下が認められた。さらに、ミオシンIIの阻

害剤の添加によって、同様に内腔の肥大が認

められた。以上の結果から、SoloはRhoAを活

性化し、アクトミオシンにより生み出される

細胞間の収縮力を増加し、管腔の長い形状と

内腔の形態の維持に関与していることが示

された。 

 

(4) 成果のまとめと展望 

 本研究では、様々なモデル系を用いて、細

胞の力覚応答における Solo とケラチン繊維

の機能を解析し、これらが、引張刺激による

RhoA の活性化とストレスファイバーの形

成・強化、細胞の集団移動速度の抑制、上皮

細胞集団の管腔形成の制御に関与すること

を明らかにした。力学的刺激による Solo の

活性化機構は未だ不明であるが、Solo が複数

箇所でケラチン繊維と結合することから、力

学的刺激によるケラチン繊維の構造変化に

よって、Solo が立体構造変化し、活性化する

可能性や、他のタンパク質との結合が変化す

る可能性が考えられる。Solo の引張刺激依存

的な構造変化や活性変化を測定する系を構

築することが今後の課題である。また、集団

移動や管腔形成における Solo の機能が明ら

かになったが、Solo 遺伝子改変マウスの表現

型解析によって、個体レベルでの Solo の機

能を解明することも今後の重要な課題であ

る。細胞の力覚応答の破綻は多くの病気の原

因となっていると考えられる。細胞の力覚応

答機構の解明が進むことによって、これまで

化学的シグナルだけでは説明できなかった

さまざまな疾患について病因が解明される

ことが期待される。 
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寿弥、水野健作、Rho-GEF Solo によるアクチ

ン繊維と中間径フィラメントの制御とメカ

ノセンシングにおける機能、日本生化学会東

北支部第 81 回例会、2015.5.9、東北大学さ

くらホール（宮城県・仙台市） 
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ホームページ等 

http://www.biology.tohoku.ac.jp/lab-www

/mizuno_lab/ 
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