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研究成果の概要（和文）：コラーゲンなどの細胞外基質の硬さが細胞の分化方向性を制御する。本研究では、申
請者が線維芽細胞で硬さの感知と遊走に関与することを明らかにしてきたビンキュリン-SORBS3/1軸に着目し、
SORBS3/1の間葉系幹細胞の分化への関与について検討した。間葉系幹細胞においてSORBS3とSORBS1は転写因子
YAPの硬さに応答した核局在の制御に寄与することを示し、特にSORBS1は硬さに応じた脂肪細胞への分化に必要
であることを示した。またSORBS3内に第２のビンキュリン結合部位を同定するとともにその重要性を示すなど生
化学的な解析も進めた。

研究成果の概要（英文）：The stiffness of extracellular matrix such as collagen regulates the cell 
differentiation. In this study, we investigated the involvement of the vinculin-SORBS3/1 axis. We 
found that both SORBS3 and SORBS1 regulate the nuclear localization of YAP in a manner dependent on 
the stiffness in mesenchymal stem cells. In addition, the results also showed the involvement of 
SORBS1 in stiffness-dependent regulation into adipocyte differentiation. We also identified a second
 vinculin-binding site in SORBS3 and demonstrated its importance using biochemical analysis.

研究分野：応用分子細胞生物学

キーワード： 細胞外マトリックス　コラーゲン　細胞接着　間葉系幹細胞　接着斑

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外基質の硬さは間葉系幹細胞の脂肪細胞や骨芽細胞への分化制御に深く関与している。このため、今回の研
究成果は間葉系幹細胞を利用した再生医療を発展させるための重要な知見を提供する。また組織の硬さはがんの
悪性化にも関わっているため、本研究はがんの悪性化の仕組みの解明にも貢献できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒトの組織は、細胞とそれを取り巻く細胞外基質(コラーゲンなど)から成る。細胞外基質によ
り組織の硬さが決まり、脂肪組織のように軟らかい(0.1～2,3kPa)ものから筋(~10kPa)や石灰化前
骨組織(30～50kPa)、さらには成熟骨 (105kPa) のように様々な硬さの組織がある。また、加齢に
より骨の硬さは変化し、肥満やがんで脂肪組織やがん周辺組織が硬化する。 

 
間葉系幹細胞は細胞外基質が石灰化前骨組織と同程度に硬
い(~40kPa)と骨芽細胞へ、脂肪組織と同程度の軟らかさ(~2kPa)
だと脂肪細胞へ分化しやすくなる(図１)。また硬い細胞外基質
によってがんの悪性化が進行し、がんの転移に必要な細胞遊走
も促進する。骨芽細胞や脂肪細胞分化の制御のためには、細胞
外基質の硬さを感知(メカノセンス)して、それを細胞機能調節
につなぐ(メカノトランスダクション)仕組みの解明が必要であ
る。 

 
細胞外基質と細胞との接着領域にはタンパク質複合体-接着
斑(図 2)-が形成される。私たちは接着斑局在タンパク質ビンキ
ュリンと別の接着斑タンパク質ビネキシン α(SORBS3)、または
そのファミリータンパク質 CAP(SORBS1)の複合体が繊維芽細
胞における細胞外基質の硬さを感知するメカノセンサーとして
働き、硬さによる繊維芽細胞の遊走の調節に必要なことを示し
てきた。ビンキュリンはアクチンにより引っ張られ、細胞外基
質の硬さに応じて構造変化を起こし、SORBS3 または SORBS1
の結合がこの構造変化を安定化させる。 

 
これまでのメカノセンサーの研究は、細胞形態や細胞遊走を
指標としているものが多く、細胞分化過程で働くメカノセンサ
ーについては、分化制御の複雑さから解析が遅れていた。私た
ちは、ビンキュリンが細胞外基質の硬さに依存した間葉系幹細胞の脂肪細胞への分化(至適硬さ
が軟らかい)の調節に必要なこと、およびその過程で転写共役因子 YAP/TAZの活性が調節される
ことを示した。しかし、SORBS3 や SORBS1 の脂肪細胞分化への関与および間葉系幹細胞の骨
芽細胞分化へのビンキュリン-SORBS3/1軸の関与は不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、これまで私たちが解析してきたビンキュリン-SORBS3/1軸に焦点をあて、間葉系幹
細胞から脂肪細胞への分化の際の硬さ感知への関与を明らかにするとともに、至適な硬さが硬
い骨芽細胞への分化への影響を明らかにする。またビンキュリンと SORBS3/1 の相互作用の詳
細を比較し、ビンキュリンと SORBS1/3 の親和性が細胞の細胞外基質の硬さ応答に重要である
という仮説の検証するための基盤を築く。 
 
３．研究の方法 
 
レンチウイルスベクターによる shRNAの導入で SORBS3と SORBS1の発現を抑制した間葉
系幹細胞を作成した。さらに発現抑制細胞に SORBS3 または SORBS1の遺伝子を再発現させた
細胞を作成した。また、細胞外基質の硬さによる脂肪細胞分化の調節の際に働く転写共役因子
YAP/TAZを調節する経路(メカノトランスダクション)を調べるために、SORBS3または SROBS1
の発現を抑制した間葉系幹細胞を用い、プロテオームを利用して網羅的に探索を行った。ビンキ
ュリンとの結合配列で多くみられる両親媒性ヘリックスに着目し、SORBS3に２つ存在する両親
媒性ヘリックスに様々な点変異を導入した。作成した変異体を用いてビンキュリンとの結合を
共沈降実験で評価した。また結合の意義を明らかにするために、ビンキュリンの構造変化を評価
できるビンキュリン FRET プローブを用いて変異体がビンキュリンの構造変化に与える影響を
評価した。また変異体 SORBS3と野生型 SORBS3の発現が、異なる硬さの培養基板上で YAP/TAZ
の核局在に与える影響を調べた。硬さの異なるゲルはこれまでに報告しているようにアクリル
アミドを用いて作成した。 

 
 

 

 
図 1 細胞外基質の硬さによる 
細胞分化制御 

図 2 接着斑の模式図 



４．研究成果 
 
(1)間葉系幹細胞の脂肪細胞/骨芽細胞分化に与える SORBS3と SORBS1の影響 
①分化への影響 
SORBS3 と SORBS1 の硬さへの応答と間葉系幹細胞の細胞分化に与える影響を調べるために、
まずレンチウイルスを用いて SORBS3、SORBS1 の発現を抑制/再発現した間葉系幹細胞株を作
成した。SORBS3、SORBS1と結合して硬さのセンサーとして働くビンキュリンは、細胞外基質
が硬いと構造変化を起こし細胞骨格と強く結合することで界面活性剤を含む CSK緩衝液に不溶
性となる。この挙動に与える SORBS3と SORBS1 の発現抑制効果を調べたところ、いずれのタ
ンパク質を発現抑制してもビンキュリンの CSK緩衝液不溶性が低下した。さらに、これらの発
現抑制が細胞外基質の硬さに応じて核局在が亢進する YAP/TAZの核局在に与える影響を調べた
ところ、軟らかい細胞外基質上では影響は見られないのに対し、硬い細胞外基質上では核局在の
亢進がみられず、硬い硬さによる核局在の亢進が大きく低下した。このことから、間葉系幹細胞
においても SORBS3 と SORBS1 は細胞外基質の硬さの感知と応答に寄与していることがわかっ
た。 
 
さらにこれらの細胞の脂肪細胞分化と骨芽細胞分化への影響を調べたところ、SORBS1の発現抑
制はビンキュリンの発現抑制と同じく、硬い培養基板上での脂肪細胞の分化を特に促進した。野
生型の間葉系幹細胞は、硬い細胞外基質上に比べ軟らかい細胞外基質上で脂肪細胞に分化しや
すいが、SORBS1発現抑制細胞では硬さによる影響が低下していた。このことから、SORBS1は
ビンキュリンと同様に硬い細胞外基質上での挙動に必要であることがわかった。同様に骨芽細
胞分化を調べたところ、骨芽細胞への分化は SORBS1 の発現抑制により低下した。このことか
ら SORBS1 は脂肪細胞、骨芽細胞どちらの細胞への分化にも関与していることがわかった。ま
た、興味深いことに SORBS3 発現抑制細胞は、ビンキュリンや SORBS1 の発現抑制細胞とは逆
に脂肪細胞の分化を抑制し、骨芽細胞への分化を促進した。SORBS3は硬さ感知とは独立して分
化に関わるシグナルの調節に関与していることが示唆された。 
 
②下流経路の探索 
SORBS3 と SORBS1 の下流で調節されているシグナル経路を探索するために、野生型の間葉系
幹細胞株と上記で作成した SORBS3 発現抑制細胞および SORBS1 発現抑制細胞からタンパク質
を抽出し、リン酸化プロテオームを行った。得られた結果からキノーム解析を行い、活性が変化
しているキナーゼを推測した。SORBS3 発現抑制細胞と SORBS1 発現抑制細胞で同じ方向で活
性が変化しているキナーゼの候補と逆方向に活性が調節されているキナーゼの候補が得られた。
しかし、ウエスタンブロッティングで各キナーゼの活性化(リン酸化)を調べたが有意な変化は見
られず、今後条件を検討して解析を続けることにした。 
 
(2)ビンキュリン-SORBS3相互作用の解析 
①SORBS3内の第 2のビンキュリン結合領域の同定 
ビンキュリンと SORBS3/1 の親和性の違いが細胞の細胞外基質の硬さ応答に重要であるという
仮説を検証するための基盤として、SORBS3とビンキュリンとの相互作用について詳細な検討を
行った。これまでの研究から SORBS3の SH3ドメインがビンキュリンとの主要な相互作用部位
であることはわかっていたが、転写バリアントの解析からそれ以外の領域も相互作用に関与す
ることが示唆されていた。本研究では、ビンキュリンとの結合配列で多くみられる両親媒性ヘリ
ックスに着目し、SORBS3に２つ存在する両親媒性ヘリックスに様々な点変異を導入した変異体
を作成した。この変異体の解析から、H2 両親媒性ヘリックスがビンキュリンとの高親和性の結
合に必須であることを明らかにした。また、ビンキュリンがの CSK緩衝液不溶性、つまり構造
変化を起こして細胞骨格と強く結合する変化に与える SORBS3 の効果を検討したところ、野生



型の SORBS3 はビンキュリンの CSK 緩衝液不溶性を促進したが、H2 ヘリックスに変異を持つ
SORBS3 変異体では硬い細胞外基質上での CSK 緩衝液不溶性への効果は大きく抑制された。さ
らに、硬さによって核局在が変化する YAP/TAZの核局在に与える影響をしらべたところ、H2ヘ
リックス変異体では硬さによる YAP/TAZの核局在変化は抑制された。これらの結果から、H2ヘ
リックスを介した SORBS3 のビンキュリンへの結合が細胞外基質の硬さ応答に重要であること
が明らかになった。 
 
②ビンキュリン-SORBS3/1の結合によるビンキュリンの構造変化 
H2領域を介した SORBS3のビンキュリンとの結合の意義を明らかにするために、SORBS3を大
腸菌で発現、精製し、ビンキュリンの構造変化を評価できるビンキュリン FRETプローブを用い
て H2変異体の影響を評価した。その結果、H2変異により SORBS3によるビンキュリンの構造
変化が抑制されることがわかった。また生体内で SORBS3も SORBS1 も複数のキナーゼによっ
てリン酸化を受けるなど翻訳後修飾が重要な役割を果たしていると考えられているので、
SORBS3と SORBS1の動物細胞での発現、精製系も構築した。この系を用いて調整した SORBS3
と SORBS1 タンパク質を用いてビンキュリンとの複合体が形成される条件について検討をすす
めた。ビンキュリンと親和性の評価、ビンキュリンの構造変化の詳細については解析を継続する。 
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