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研究成果の概要（和文）：細胞は、刺激に伴って形態を変え、接着したり、移動したり、分裂し

たりする。これらの過程で細胞内のスイッチとして働いているのが Rho という蛋白質である。

本研究では、Rho とその下流の経路の細胞と個体での役割を解析した。その結果、この経路が、

細胞の移動や分裂で働いている仕組みが解明され、この仕組みが、神経が正常に分布したり、

血管が正常に発生するのに必須であること、また，癌細胞ではこの仕組みががん遺伝子産物に

利用され癌化に働くことが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：The small GTPase Rho functions as a molecular switch of cell 

morphogenesis, adhesion, migration and division by acting on downstream signaling 

molecules.  Here we studied the spatiotemoral role of this signaling in cultured cells and 

the body.  We revealed the role and mechanism of the Rho signaling in cell migration and 

cell division in cultured cells and further found that this pathway plays an essential role 

in development such as embryo vasculogenesis and proper path finding of axon, and that 

this pathway is exploited by oncogenes in cell transformation and tumorigenesis. 
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１１１１．．．．研究開始当初研究開始当初研究開始当初研究開始当初のののの背景背景背景背景    
細胞が刺激を受けると接着、移動、分泌、増
殖など様々な細胞応答を呈する。低分子量 G
蛋白質は、GDP 結合型の不活化体と GTP 結合
型の活性化体の間を往復して、これら反応の
分子スイッチとして働く。なかでも、Rho フ
ァミリー蛋白質は、細胞骨格の再編成を介し
て、細胞の形態、接着、移動、細胞周期制御
などの分子スイッチとして働いている。これ
までの研究で、Rho の下流のシグナル伝達分

子が同定され、Rho からアクチン細胞骨格の
再構成までの基本的機構は、明らかになった
が、これが細胞の中でどのように時間空間特
異的に使用され、生理作用を介達しているか
は必ずしも明らかでない。さらに、細胞のが
ん化などの病態でこの経路がいかに使われ
ているかも明らかでない。また、培養細胞で
見られた現象が、動物個体の中でどのように
働いているかも不明な点が多い。 
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２２２２．．．．研究研究研究研究のののの目的目的目的目的    
本研究は、Rho ファミリーの中でも Rho に主
眼をおき、下流のエフェクター分子、とくに、
ROCK と mDia による細胞骨格制御とシグナル
伝達機能を解析することにより、細胞機能の
時空間特異的制御機構とこれら経路の個体
での組織構築、生理、病態での役割を明らか
にすることである。 
 
３３３３．．．．研究研究研究研究のののの方法方法方法方法    
(1) mDia は GTP 型 Rho の結合によって活性化
され、アクチン重合を行なう。この機構を 1
分子イメージング法および単分子蛍光偏光
による可視化により検討した。また、mDia の
活性制御を起こす mDia 結合分子の探索を行
なった。 
(2) 培養細胞を用いて Rho GTPases による細
胞機能の時空間特異的制御を、細胞周期、細
胞質分裂、細胞移動を対象に解析した。 
(3) これまでに作製した ROCK-I, ROCK-II の
欠損マウスに加え、mDia の３つのアイソフォ
ーム、mDia1, mDia2, mDia3 の各遺伝子欠損
マウスを作出し、これら分子を介する Rho シ
グナルの個体での意義を解析するとともに、
これらのマウスやそれ由来の細胞を用い、
Rho シグナルの細胞がん化、腫瘍形成におけ
る役割を解析した。 
 
４４４４．．．．研究成果研究成果研究成果研究成果    
(1)(1)(1)(1) mDiamDiamDiamDia ののののアクチンアクチンアクチンアクチン重合機序重合機序重合機序重合機序のののの解明解明解明解明とそのとそのとそのとその
制御制御制御制御メカニズムメカニズムメカニズムメカニズムのののの発見発見発見発見。。。。    
mDia による重合を一定の濃度の蛍光化アク
チン下で in vitro で行わせしめ、アクチン
線維の挙動を単分子蛍光偏光により可視化
することにより、mDia がアクチン線維の
barbed end に結合し、生成する線維をその螺
旋に沿って回転させながら重合を触媒する
ことを見出した (文献①)。また、細胞内での
mDia1 によるアクチン線維形成を蛍光
speckle 法でモニターすることにより、mDia1
によるアクチン線維形成は Rhoによる活性化
とともに細胞内 G-アクチンの局所濃度が重
要であることを見出した (文献⑮)。さらに、
mDia 結合蛋白質として Liprin を見出した。
Liprinが刺激依存的なmDiaの細胞辺縁部の
集積を阻害してRho-mDia経路によるアクチ
ン形成を調節していることを見出した
(Sakamoto et al. J. Cell Sci. in revision)。 

(2)(2)(2)(2)    細胞周期細胞周期細胞周期細胞周期、、、、細胞質分裂細胞質分裂細胞質分裂細胞質分裂でのでのでのでの Rho GTPaseRho GTPaseRho GTPaseRho GTPase
のののの機能機能機能機能とととと機能発現機構機能発現機構機能発現機構機能発現機構のののの研究研究研究研究。。。。    
Rho GTPases を 不 活 化す る Clostridium 
difficile toxin B を用い HeLa 細胞の G2/M
期進行での Rho GTPases の関与を検討した。
その結果、Rho GTPases が G２期初期から中
心体で PAK の活性化を起こすこと、この PAK
の活性化により、中心体で Aurora A が活性
化され、これが CDK1/cyclin B の活性化を起

こし G2/M 期進行に働いていることを明らか
にした（文献⑲; 図１）。 

 

 

 

 

 

 
 また、NIH3T3 細胞を用い、mDia の３種の
isoformの各々の分裂期での局在とRNAiでの
枯渇が細胞質分裂に与える効果を検討した。
その結果、mDia2 が、anaphase より特異的に
分裂溝に集積し、そこでのアクチン形成と生
じた収縮環の維持安定化に働くことを明ら
かにした。mDia2 が無いと、収縮環は正常に
形成、維持されず、細胞は異常収縮を繰り返
し、分裂に失敗する (文献⑯; 図２)。つい
で、pull down 法を用い、細胞質分裂期にお
ける mDia2 の結合蛋白質を探索し、anillin
を同定した。Anillin-mDia2 の結合が mDia2
の収縮環局在と細胞質分裂遂行に必須であ
ることを見出した(文献⑥)。 

 

 

 

 

 

 

 
 

 さらに、mDia アイソフォームの細胞での動
態を解析し、mDia2 が importin-α/βと CRM1
を用いる核輸送系により特異的に核と細胞
質を行き来していることを明らかにした（文
献⑬）。 
((((3333) ) ) ) 細胞運動細胞運動細胞運動細胞運動におけるにおけるにおけるにおける Rho GTPasesRho GTPasesRho GTPasesRho GTPases    およびおよびおよびおよび
mDiamDiamDiamDia のののの寄与寄与寄与寄与にににに関関関関するするするする研究研究研究研究。。。。    
細胞移動における Rhoシグナリングの役割を
グリオ–マ細胞を用いて検討し、Rho-mDia1 経
路が細胞の移動と方向性を決めること、その
機構の一つとして、mDia1 が Src を細胞接着
斑に集積して、接着斑のターンオーバーを促
進していることを明らかにした（文献○21）。
また、マウス胎児繊維芽細胞（MEF）の PDGF
に対する細胞遊走に関わる Cdc42 および Rac
関連遺伝子産物の役割を、4 種の Cdc42 関連
蛋白質、4種のRac関連蛋白質の各々を単独、

図 2: mDia2 
RNAi による多
核細胞の出現
（左）が RNAi
耐性の mDia2
の 発 現 で
rescue されて
いる（中、右）。 

図１:toxin B 添加による G2/M 期進行の
阻害。Toxin 処理細胞では、histone H3
のリン酸化が障害されている。 



あるいは、組み合わせて RNAi で枯渇し、そ
の挙動を Dunn チャンバーにより観察した。
その結果、Cdc42, Rac 1, RhoG の各々の RNAi
で、細胞移動のスピードが減少するが、移動
の方向性は損なわれないことを明らかにし
た (文献⑫) 
((((4444) ) ) ) 遺伝子欠損遺伝子欠損遺伝子欠損遺伝子欠損マウスマウスマウスマウスのののの作出作出作出作出ととととmDia1mDia1mDia1mDia1欠損欠損欠損欠損ママママ
ウスウスウスウスをををを用用用用いたいたいたいた mDia1mDia1mDia1mDia1 のののの免疫系免疫系免疫系免疫系でのでのでのでの役割解析役割解析役割解析役割解析。。。。    
mDia1, mDia2, mDia3 の各々の遺伝子を欠損
する conditional KO マウスを作出した。こ
のうち、mDia1 欠損マウスでは、T リンパ球
の末梢リンパ臓器へのトラッフィック不全
があり、これが、mDia1 欠損 T 細胞が遊走刺
激に対して正常なアクチン産生と極性を呈
さないためであること、このため、このマウ
スは免疫不全を呈することを明らかにした
（文献⑱）。 
((((5555) ) ) ) 遺伝子欠損遺伝子欠損遺伝子欠損遺伝子欠損マウスマウスマウスマウスをををを用用用用いたいたいたいた mDiamDiamDiamDia のがんのがんのがんのがん
化化化化でのでのでのでの役割解析役割解析役割解析役割解析。 
上記 Rho-mDia1 経路による Src の末梢への移
動が、Src による細胞癌化に働いている可能
性を、mDia1 欠損マウス（以下に示す）より
得た MEF 細胞に温度感受性の v-Src を感染さ
せることで検討した。その結果、mDia1 が
v-Src による細胞の悪性化、浸潤、個体での
腫瘍形成に必須であること明らかにした（文
献⑤；図 3）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 A. ts-v-Src の移動。Control MEF 細胞
では温度シフトで v-Src (green)は末梢に移
動するが(左)、mDia1 欠損 MEF 細胞では核周
囲に貯留する（右）。B. soft agar での colony
形成。mDia1-/-MEF 細胞（右）は、WT（左）
と異なり、v-Src 発現下でもコロニーを形成
しない。C. 腫瘍形成。v-Src 発現 WT- MEF 細
胞は、ヌードマウスへの移植で腫瘍を形成す
る(左)が、mDia1-/-MEF 細胞は腫瘍を形成し
ない(右). 

 
また、mDia1、mDia3 欠損マウスを Ras の変異
により腫瘍が形成される DMBA-TPA による皮
膚発ガン実験に供し、mDia1 欠損マウスで選
択的に腫瘍形成が有意に抑制されることを
見出した(解析中、図４)。 
 
 

 

図 4．DMBA-TPA による皮膚発ガン。左のパネ

ルの対照マウスに対し、右の mDia1-/-マウス

では、皮膚癌の発生が抑制されている。 

    
((((6666))))    mDia1/3mDia1/3mDia1/3mDia1/3 二重欠損二重欠損二重欠損二重欠損マウスマウスマウスマウスをををを用用用用いたいたいたいた mDiamDiamDiamDia
のののの生体生体生体生体でのでのでのでの役割解析役割解析役割解析役割解析    
mDia1/3 の２重欠損マウス (mDia1/3-DKO) 
は、両足を揃えて動く miffy 型歩行異常を呈
する（図 5A）。一次運動野への順行性トレー
サー注入による大脳皮質脊髄路の解析で、
mDia1/3-DKO では多くの軸索が正中線を越え
て脊髄の両側に投射しており、軸索ガイダン
ス異常が疑われている（解析中、図 5B）。 
 

 
図５：A．mDia1/3-DKO の miffy 型歩行異常。
野生型（左）、mDia-DKO（右）の後肢の足跡。
後肢にインクをつけ、白紙上を歩行させ、足
跡を得た。B. mDia1/3-DKO における大脳皮質
脊髄路軸索の走行異常。野生型および
mDia-DKO の一次運動野にトレーサーを注入
し、軸索を順行性に標識した。図は脊髄の横
断面を示す。 

 

さらに、mDia1/3-DKO では、発生時、神経上
皮組織の apical 側にある actin belt が破綻
しており、これにより神経幹細胞が無秩序に
増殖を行なうなど組織構築と恒常性の破綻
が認められた。これは、mDia が造り出す細胞
を繋ぐアクチン骨格が幹細胞の増殖を調節
する nicheとしての役割を果たしている可能
性を示唆する(Thumkeo et al. PLoS One 
submitted, 図 6)。 
 

 

図 6.mDia1/3 DKO マウスにおける脳室異所性
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形成と神経上皮組織アクチンベルトの破錠 

    

(7) (7) (7) (7) そのそのそのその他他他他のののの結果結果結果結果（（（（主要主要主要主要なものをなものをなものをなものを抜粋抜粋抜粋抜粋））））    
①ROCK-I欠損マウスとROCK-II欠損マウスを
掛け合わせ表現型を解析することにより、
ROCK の２つのアイソフォームが胎生期に卵
黄嚢での血管形成に必須の役割をして  
い る こ と を 見 出 し た（ Kamijo et al., 
revision）。 
②マウスの排卵に伴い卵細胞を取り囲む卵
丘細胞がケモカインで刺激され、その下で
Rho-ROCK 経路が働いてインテグリンと細胞
外基質との結合を強化して精子侵入を制御
していることを見いだした(文献⑪). 
③ヒト ES 細胞の分散培養に伴う apoptosis
について検討し、これに Rho-ROCK 経路が働
いていることを明らかにした（文献④）。 
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