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研究成果の概要（和文）：本研究において、メカノシグナル伝達に関与するRhoGEF, Soloの細胞集団の秩序化、
細胞へ負荷される機械的力における応答機構を解析した。3次元培養下の上皮細胞集団が形成する管腔構造にお
いて、Soloは、中間径フィラメントのケラチン8/18繊維の管腔の長軸方向への配向に寄与し、また、管腔の内腔
側、基底側の両方で発生する収縮力の発生に寄与し管腔の形状を制御することを明らかにした。また、上皮細胞
集団の集団移動において、移動速度を減速させる働きを持つことを見出した。また、Soloが、細胞－基質間接着
において収縮力を発生する部位に集積し、その部位の収縮力の発生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 RhoGEF, Solo, involved in 
mechanotransduction, on ordering of epithelial cell population. We showed that Solo contributes to 
align of keratin-8/keratin-18 intermediate filaments along the long axis of epithelial tubules of 
MDCK cells, which are cultured in 3D collagen gels. We also showed that Solo is required for the 
generating contractile forces in the lumen and basal regions of the epithelial tubules. Furthermore,
 we found that knockdown of Solo increases the velocity of collective cell migration of MDCK cells 
on collagen gel, but has no effect on the velocity of migration of solitary cultured cells. We 
showed that Solo accumulates in the basal region where contractile force is generated and functions 
in generating the contractile forces.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： メカノシグナル　RhoGEF　アクチン骨格　中間径フィラメント　上皮細胞集団　Rho　Solo

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、上皮細胞集団が秩序を形成し管腔構造を形成する過程や集団移動する現象において、その形態や運動
を決定する機械的な力を制御する機能蛋白質とその作用機構の一端を明らかにした。これは、上皮組織の恒常性
の維持や形態形成の新たな基本的な制御機構の発見であり、疾患発症の新たな原因解明につながることが期待さ
れる。また、人為的に細胞集団の形状を操作する技術につながり、再生医療や細胞工学に貢献することが期待さ
れる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

私たちの体は運動や重力などで機械的な力（メカノストレス）が常に作用しており、組織を構成

する細胞は、その力に適切に応答することで組織のリモデリングや恒常性の維持等の様々な生

理的応答を行っている。例えば、運動による筋肉や骨の発達、血圧の調節、さらに、臓器や組織

の形の維持や変化は個々の細胞が外環境のメカノストレスに対して適切な応答を行うことで成

り立っている。また、これらの機構が破綻することが循環器や癌などの種々の疾患の原因になる

と考えられる。細胞に作用するメカノストレスは、機械的刺激感受性チャネル、細胞接着分子、

細胞骨格等を介して感知されることが明らかになっている。しかし、そのシグナル（メカノシグ

ナル）伝達の分子機構については未だ多くの部分が不明であり、その解明は重要な意義を持つ。

私たちは、これまでアクチン骨格の再構築を制御するメカノシグナルの分子機構の研究を進め

てきた。アクチン骨格の再構築は、低分子量G蛋白質Rhoファミリー分子群がスイッチ蛋白質とし

て働きメカノストレス応答に重要であることは明らかであった。しかし、そのスイッチを細胞内

で時空間的に制御するRhoファミリー分子の活性化因子であるRhoGEFについてほとんど不明であ

った。そのため、私たちは血管内皮細胞に対する繰り返し伸展刺激による細胞の方向転換をモデ

ルにメカノストレス応答に寄与するRhoGEFを網羅的にスクリーニングし、11種類のRhoGEFを同

定することに成功した。その一つであるSoloについて解析を進め、繰り返し伸展刺激によるRhoA

の活性化にSoloが必要であることや細胞の整列において細胞間接着からのメカノシグナルに

Soloが寄与することを明らかにした。さらに、細胞への引張刺激によるアクチンストレスファイ

バー形成誘導においてSoloが必要であることを明らかにし、細胞−基質間接着からのメカノスト

レスによるRhoAの活性化にもSoloが寄与することを明らかにした。また、Soloの結合蛋白質をプ

ロテオミクス解析によって探索し、単層上皮細胞特異的なケラチン8とケラチン18からなる中間

径フィラメントとSoloが結合していることを見出した。中間径フィラメントは、細胞に対するメ

カノストレスに抵抗して細胞形態を維持する働きがあることは古くから知られており、メカノ

シグナル伝達において重要な要素であることは明らかであるがその分子機構は不明な点が多く

残されている。中間径フィラメントの細胞内ネットワークは、デスモソーム（細胞間接着）とヘ

ミデスモソーム（細胞−基質間接着）に連結され細胞の隅々まで張り巡らされた安定な構造であ

ることから、これらの接着部位や細胞内においてメカノストレスによる細胞の変形により発生

する力の部位、強さと方向の情報もった支点となると考えられる。私たちのこれまでのSoloにつ

いての研究と中間径フィラメントの特性から、中間径フィラメントに作用するメカノストレス

がSoloを直接、又は、間接的に活性化して細胞に作用するメカノストレスに対してベクトルを持

った対抗する力を発生させるアクチン繊維とミオシンIIから成るアクトミオシンの形成に寄与

している可能性が考えられた。さらに、Soloは、細胞−基質間、細胞間接着部位の一部に集積し、

アクトミオシンとケラチン8/18繊維束の集積を引き起こすことが明らかになり、細胞内におい

て張力の作用する部位に抵抗する力を発生させる機能があることが示唆された。これらの研究

から、Soloとケラチン8/18繊維ネットワークに関連する細胞間や細胞−基質間接着部位でのメカ

ノストレス応答の分子機構とその細胞および細胞集団における役割を解明することは重要な意

義を持つと考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究は、細胞内のケラチン8/18繊維により構成される中間径フィラメントのネットワーク構

造とSoloを介したメカノストレス応答の分子機構およびその機能を解明することを目的とする。

まず、上皮細胞集団の集団移動や管腔形成をモデルに、Soloによるケラチン8/18繊維ネットワー

クの形成制御が担う細胞間接着部位におけるメカノストレス応答の細胞集団の秩序化における

役割を解明する。また、細胞−基質間接着部位において、細胞への張力負荷が引き起こすストレ

スファイバーの形成促進におけるSoloとケラチン8/18繊維ネットワークの相互作用の役割を解

明する。これらの解析から、Soloによるメカノストレス応答の生物学的意義を解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) 上皮細胞の管腔形成モデルの構築 

イヌ腎上皮MDCK細胞を2 mg/mlのコラーゲンゲル上に播種し、その上に、0.1 mg/mlのコラーゲン

をゲル化させた。増殖培地を用いてコラーゲンゲルをゲル化させるとともに、細胞培養開始後、

肝細胞増殖因子(HGF)を終濃度10 ng/mlで添加し管腔形成を誘導した。培養開始から4日後に細

胞を4％パラホルムアルデヒドにより固定し、アクチン骨格、リン酸化ミオシン軽鎖のリン酸化



を蛍光染色して可視化し解析した。ケラチン8/18繊維ネットワークの構造は、YFPを融合したケ

ラチン18を恒常的に発現するMDCK細胞を用いた。Soloの機能解析は、Soloを特異的に発現抑制す

るsiRNAを用いて行った。 

(2) 上皮細胞の細胞集団移動のモデルの構築と動態解析 

1.6 mg/mlのコラーゲンゲル上の一部にガラスシリンダーを置いて、その中にイヌ腎上皮MDCK細

胞を高密度で播種し12時間培養してシリンダー内で細胞シートを形成させた。シリンダーを取

り除くことで細胞シートの縁の細胞集団が外側に向かって移動しフィンガー様の細胞集団の突

起が形成される。この突起部位の細胞集団移動を10分毎のタイムラプス観察を5-7時間を行い

個々の細胞の動態を観察した。siRNAによるSolo、ケラチン18およびプラコグロビンの発現抑制

を行ったMDCK細胞を用いてこの解析を行い、細胞集団内の個々の細胞の移動の軌跡から移動速

度等を測定して発現抑制した因子の機能を解析した。 

(3) 上皮細胞の基質における張力発生部位の可視化 

細胞が接着面にシワを形成できる硬さのシリコーン薄膜を作製し、細胞が付着できるように表

面をプラズマ処理により親水化した。親水化したシリコーン薄膜にヒト乳腺上皮MCF10A細胞と

ヒト骨肉腫U2OS細胞を播種し、細胞基底部で細胞が形成したシリコーン膜のしわとYFP-Soloの

局在、しわの形状に対するSoloの発現抑制の効果を解析した。 

(4) 上皮細胞への引張刺激によるアクチン骨格再構築の可視化 

ガラスボトムディッシュにシリコーン薄膜を固化させプラズマ処理により親水化した。その表

面に、アクチン骨格を可視化することができるYFP-lifeactを発現させたMDCK細胞を播種し、共

焦点顕微鏡の顕微鏡ステージに置き、37℃に維持した状態で細胞近傍のシリコーン膜をマイク

ロマニピュレーターに取り付けたガラス針で引き伸ばした。引き伸ばした後、5秒毎のタイムラ

プス観察を5分間行い、細胞内のアクチンストレスファイバーの動態を観察した。この実験系に

て、Soloを発現抑制と共にSoloの野生型およびN末端ドメインのケラチン8/18繊維との結合活性

を失った点変異体を発現させた細胞を用い、張力刺激に対するストレスファイバー増強に対す

るSoloとケラチン8/18繊維の結合の機能を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) Soloとケラチン8/18繊維ネットワークの上皮管腔形成における機能解析 

 MDCK細胞をコラーゲンゲル内で3次元培養し、HGFを添加することによってCystを管腔様に伸長

させるモデルを構築した。MDCK細胞が発現するSoloをsiRNAによって発現抑制した結果、コント

ロールに比べて管腔と内腔(Lumen)の形状が有意に短く太くなることを見出した。管腔を形成す

る細胞集団における中間径フィラメントのケラチン8/18繊維ネットワーク構造を解析した結果、

正常では管腔の長軸に平行にケラチン8/18繊維束が配向するのに対して、Soloの発現抑制した

管腔では、ケラチン8/18繊維束の配向が顕著に乱れていることが明らかになった(図1)。さらに、

管腔において細胞がアクチン骨格とミオシンIIによって発生させている収縮力をミオシン調節

軽鎖(MLC)のリン酸化を指標に解析し、Soloの発現抑制によって、管腔の基底側と内腔側の両面

でMLCのリン酸化が減少し、収縮力の発生が低下していることを明らかにした。さらに、ケラチ

ン18を発現抑制してケラチン8/18繊維ネットワ

ーク形成を乱した結果、Soloの発現抑制と同様

に、MLCのリン酸化が減少することを見出した。

これらの結果から、Soloは、上皮細胞の管腔形成

において、ケラチン繊維の配向を制御し、これら

と共に管腔の基底側と内腔側の両面でMLCのリン

酸化を促進し、アクチンとミオシンIIによる収縮

力の発生に寄与することをが明らかになった。こ

の働きによって、Soloは、管腔形成において、管

腔を細く維持する働きを持つことが示唆された

（発表論文②）。 

(2) Soloとケラチン8/18繊維ネットワークの上皮細胞集団移動における機能解析 

上皮細胞集団の秩序化におけるSoloとケラチン8/18繊維ネットワークの機能を解析するために、

MDCK細胞のコラーゲンゲル上の細胞集団移動をモデルに解析を行った。コラーゲンゲル上でMDCK

細胞集団をシートにして培養すると、シートの辺縁においてリーダー細胞が出現し、リーダー細

図1. MDCK細胞の管腔形成におけるケラチン8/18ネットワ
ーク構造に対するSolo 発現抑制の効果。Solo の発現抑
制により、ケラチン繊維の長軸方向に対する配向が乱れ、
ネットワークの密度が低下する傾向が観察された。（Scale 
bar = 50 µm） 文献②より改変。 



胞を先頭にしたフィンガー様の細胞

集団の突起が形成される。siRNAによ

ってSoloを発現抑制したMDCK細胞を

用いてこの集団移動を観察した結果、

移動する個々の細胞の移動極性や配

置に影響は見られなかったが、その移

動速度が有意に加速することが明ら

かになった(図2)。MDCK細胞を細胞間

接着を形成しない低密度でコラーゲ

ンゲル上に培養して観察した結果、単

一細胞の移動速度は集団移動時の倍

以上速く、しかし、細胞の移動速度、

運動性にSoloの発現抑制は影響しないことが明らかになった。また、ケラチン18や、細胞間接着

構造であるデスモソームにおいて中間径フィラメントの係留に寄与するプラコグロビンを発現

抑制した結果、Soloと同様に集団移動速度が加速することが明らかになった。これらの結果から、

Soloは、集団移動において細胞間に働く力の発生に関与し、集団移動におけるブレーキとして働

くことが示唆された（論文準備中）。 

(3) Soloの上皮細胞の細胞−基質間における収縮力発生における機能解析 

Soloは、細胞間接着部位だけでなく細胞−基質間接

着部位におけるメカノストレス応答にも関与する

ことをこれまでに見出しており、Soloが張力負荷

によるストレスファイバーの増強に必要であるこ

とを明らかにしてきた。さらに、Soloが、細胞基底

膜の一部に集積することから、細胞−基質間接着部

位において細胞に作用する張力、又は、細胞が発生

する収縮力を可視化するCell contraction assayを

大阪大学の基礎工学部の出口教授との共同研究によ

り行って解析した。その結果、細胞が基底部におい

て細胞外基質との接着を支点に収縮力を発生させ

る部位にSoloが集積することを明らかにした(図

3)。（発表論文③） 

(4) Soloとケラチン8/18繊維の結合のメカノスト

レス応答における機能解析 

張力の負荷によるSoloを介したストレスファイバー形成において、ケラチン8/18繊維ネットワ

ークとの結合の重要性についてはいまだ不明であった。Soloにはケラチン8/18繊維との結合部

位を少なくとも3箇所存在することが明らかになっていた。他のケラチン結合蛋白質の配列を参

考にSoloのN末端部位のケラチン結合配列を予想し、14番目と17番目のLeu、又は、49番目と52番

目のLeuがケラチン8/18繊維との結合に関与すると予想された。そのため、これらをArgに変異さ

せた点変異体を作製しケラチンとの結合を検討した。その結果、これらの変異を加えたN末端部

位はケラチン8/18繊維と結合活性が著しく低下していることが明らかになった。MDCK細胞への

引張刺激によるストレスファイバー形成誘導におけるSoloの発現抑制の効果に対してこれらの

変異体を用いた相補解析を行ったところ、この点変異体は他のケラチン結合部位が正常である

にも関わらず、張力の負荷に

対するストレスファイバー

形成誘導を回復することが

できなかった(図4)。これら

の結果から、Soloは、細胞内

でケラチン繊維にN末端を含

む複数の箇所で結合してい

ることがメカノストレス応

答への機能発現に必要であ

ることが強く示唆された。

（発表論文①） 

図2. MDCK細胞のコラーゲ
ンゲル上の集団移動におけ
るSolo発現抑制の効果。
（上）コントロールsiRNAまた
はSoloに対するsiRNAを導
入したMDCK細胞集団が
フィンガー構造を形成して
移動する様子を10分毎に
6時間観察した。写真は6
時間後の形態。個々の細
胞の軌跡を重ねてプロット
した。（下）上の写真にプロ
ットした個々の細胞の移動
の軌跡を集計した。（Scale 
bar = 50 µm） 

図3. 細胞の基底部位における収縮力発生部位のCell 
contraction assayによる解析。（上）YFP-Soloを発現させ
たMCF10A細胞を軟らかいシリコーン薄膜上に播種した。
YFPの蛍光像(左)と微分干渉像(右)を示す。（下）Cell 
contraction assayの原理のモデル（Scale bar = 20 µm）文
献③より改変。 

図4. YFP-lifeactを発現させアクチン骨格を
可視化できるMDCK細胞に対して内在性
Soloを発現抑制し、CFP及びCFPを付加し
たSoloとその変異体を発現させた。コントロー
ル細胞と共に各々の細胞をシリコーン薄膜
上に播種し、細胞近傍のシリコーン膜をガラ
ス針によって引き伸ばし細胞に引張刺激を
与えた。グラフは、引張刺激5分後に引張刺
激前より増強されたストレスファイバーの本数
を示す。siControlを導入した細胞において
増強されるSFの本数はSoloの発現抑制
(siSolo/CFP)によって有意に低下し、野生
型Soloの発現で回復する。これに対し、
Solo変異体(L14R/L17R又はL49R/L52R)
では回復しない。文献①より改変。 
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