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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞の働きは血流に起因する剪断応力によって調節を受けているが、内皮細
胞がどの様に剪断応力をセンシングするかは不明である。本研究では、リン脂質２重膜である形質膜自体が力学
応答するという新しい視点からの解明を目指した。細胞膜のコレステロール分子をライブイメージングする新た
な方法を確立し、剪断応力が形質膜のコレステロールを瞬時に減少させることを見出した。また、生化学的な定
量分析により、静的条件のコントロールと比較して、コレステロール量が約60％減少する結果を得た。さらに、
剪断応力によるコレステロールの減少が、剪断応力依存的なカルシウム・シグナリングに重要な役割を果たす事
が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The function of vascular endothelial cells is regulated by the shear stress 
caused by blood flow. However, it is unclear how endothelial cells sense shear stress. In this 
study, we aimed to elucidate the mechanical response of the plasma membrane itself, which is a 
phospholipid bilayer, from a new perspective. We established a new method for live imaging of 
cholesterol molecules in cell membranes and found that shear stress instantly reduces cholesterol in
 the plasma membrane. Biochemical quantitative analysis showed that the amount of cholesterol was 
reduced by about 60% compared to the control under static conditions. Furthermore, it was found that
 shear stress-induced cholesterol reduction played an important role in shear stress-dependent 
calcium signaling.

研究分野： 生体医工学

キーワード： 血管内皮細胞　Shear stress　形質膜　リン脂質　コレステロール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
剪断応力で多くの膜分子がほぼ同時に活性化する機序として、細胞膜の物理的性質（脂質相転移や流動性）や、
膜を構成する脂質分子の変化が関与することが明らかとなった。すなわち、本研究成果により、細胞膜自体がメ
カノセンサーとして働く可能性を示した。血流センシングの仕組みを生細胞膜と類似した人工脂質二重膜のリポ
ソームを使って解析する各種のライブイメージング技術を駆使した生物物理的実験を通して、細胞の応答を物理
現象とし捉えることで、血管以外の力学的刺激が作用する細胞や組織に共通のメカノセンシング機構が明らかと
なった。

※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。



様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９‐１、Ｚ‐１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 血管内面を一層に覆う内皮細胞には血流によるせん断応力(shear stress)と血圧による
伸展張力(stretching tension)が常に作用している。こうした血行力学刺激に内皮細胞は単
に曝されているのではなく、それらを環境（血行動態）の変化の情報として認識し、細胞

内に情報伝達することで、自らの形態や機能や遺伝子発現を変化させる能動的な応答を起

こす。これまで我々は培養細胞に流体力学的に設計した流れ負荷装置で定量的なせん断応

力を作用させる実験で内皮細胞の力学応答を解析してきた。その結果、せん断応力が血管

拡張物質である一酸化窒素（NO）や抗血栓性蛋白であるトロンボモデュリンの産生を増
加させたり、白血球との相互作用に関わる細胞接着分子の発現を修飾するなど内皮細胞の

重要な生理機能を調節することを明らかにした。これら内皮細胞の力学応答が正常に働か

なくなると高血圧、粥状動脈硬化、動脈瘤、血栓症等の血管病の発生・進展に繋がる。 
 内皮細胞がせん断応力に敏感に反応する事実は、内皮細胞にせん断応力をセンシングし

て、その情報を細胞内部に伝達するメカノトランスダクションの機能が備わっていること

を示している。我々を含む世界の多くの研究者がこの問題に取り組み、メカノトランスダ

クションの分子機構の詳細が次第に明らかになってきた。内皮細胞にせん断応力が作用す

ると様々な膜分子が活性化する。イオンチャネルでは K+、Cl-、Ca2+を通すチャネルが開

き、力学刺激の情報が細胞内のイオン濃度変化に変換される。我々は、せん断応力により

内皮細胞から ATP 放出が起こり、それが ATP 作動性カチオンチャネル（P2Ｘ4）を開く
ことで Ca2+が流入し、それを契機に Ca2+波が細胞全体に伝搬する Ca2+シグナリングが存

在することを示した。膜受容体では G蛋白共役型受容体や細胞増殖因子受容体などが、接
着分子ではインテグリン、PECAM-1、VE-カドへリンなどがせん断応力に反応し、その下
流で蛋白のリン酸化が起こることで力学刺激の情報が生化学的シグナルに変換される。ま

た、せん断応力が細胞の形態を維持している細胞骨格や細胞膜のフラスコ状陥凹構造物で

あるカベオラを介してメカノトランスダクションされる機構も存在する。このように、せ

ん断応力のメカノトランスダクションには多彩な膜分子・ミクロドメインを介する多岐に

渡る情報伝達経路が、ほぼ同時に活性化するという特徴がある。しかし、この特徴を成立

させている仕組みについては、まだよく分かっていない。本研究によりメカノセンシング

機構が解明されると、血管にとどまらず、力学的環境に絶えず曝される多くの細胞・組織

の形態や機能の制御機構の解明にもつながり、生命現象の包括的理解にも大きく寄与する。 
 
２．研究の目的 
 形質膜はリン脂質分子の連続した２重膜でできており、その中に様々な蛋白が包埋され

ている。形質膜は流動的構造をとり、脂質や蛋白分子は膜内を速やかに動くことができる

が、この膜流動性がせん断応力で増加することが判明した。また、形質膜の脂質相（lipid 
order）は膜全体で一様ではなく、脂肪酸のアルキル鎖の配向秩序が乱れ、屈曲運動が亢進
する無秩序液体相（liquid-disordered state:Ld）と、アルキル鎖が規則正しく配向して、

運動が抑えられた秩序液体相（liquid-ordered state: Lo）が混在している。こうした脂質

相の状態を環境感受性蛍光プローブ Laurdan と２光子レーザ顕微鏡を用いてイメージン
グすることで、lipid orderを判別できる。この形質膜の lipid orderがせん断応力により低
下し、とくに、カベオラが豊富な場所では Lo から Ld へ遷移することが分かった。同様な

lipid orderの変化は人工脂質２重膜でも観察されたことから、この反応は物理現象と考え
られた。こうした lipid orderや流動性など、膜の物理的性質（物性）の変化は膜蛋白の構
造や機能に大きな影響を及ぼすことから、我々は内皮細胞のメカノトランスダクションに

関して次のような仮説を持つに至った。それは形質膜に力学刺激が作用すると、最初に形

質膜の物性変化が起こり、それが様々な膜分子やミクロドメインの立体構造・機能を修飾

し、下流のシグナリング経路が活性化するという仕組みである。ここでは、メカノセンサ

ーは形質膜と膜分子・ミクロドメインの複合体で、形質膜がセンサー、膜分子・ミクロド

メインがトランスデューサーの役割を果たすと考えられる。この仕組みにより、せん断応



力が形質膜の多彩な分子を介して多岐に渡る情報伝達経路を活性化するというメカノトラ

ンスダクションの特徴を統合的に説明することができる。そこで、今回申請する研究課題

では、この仮説を証明するため形質膜と膜脂質分子の力学応答の詳細な解析を進めると共

に、それが膜分子・ミクロドメインを介して下流のシグナリングを活性化する分子機構と

内皮細胞機能の調節に果たす意義を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 

  培養血管内皮細胞に定量的なせん断応力と伸展張力を作用させたときの、形質膜の物理

的性質の変化を各種蛍光プローブと最新のイメージング技術を駆使して解析する。具体的

には、膜の流動性、膜の脂質相（lipid order）、カベオラの動態に関する計測を行う。また、
形質膜を構成するリン脂質の種類やコレステロールの多寡は膜蛋白やイオンチャネルの構

造や機能に大きな影響を及ぼす。そこで、細胞膜コレステロールのリアルタイムでの動態

をライブイメージングすることを目的として、コレステロールに特異的に結合する性質の

ある Perfringolysin O 毒素のドメイン 4（D4）に、緑色蛍光蛋白質（Enhanced green 
fluorescent protein; EGFP）との融合遺伝子（EGFP-D4）を作製して、大腸菌内で
EGFP-D4 蛋白質を生合成させ、これを精製して、ヒト肺動脈内皮細胞（HPAECs）に作
用させ、形質膜の外葉のコレステロールの可視化を試みた。D4-EGFP を用いたライブイ
メージングで、せん断応力と伸展張力を作用させた形質膜の膜コレステロールの分布の変

化を、量的変化はフローサイトメトリと生化学的手法で測定した。さらに、コレステロー

ルの動態が形質膜の物性変化や膜蛋白を介したメカノトランスダクションに果たす役割を

明らかにする為に、形質膜のコレステロール量を変化させた時の剪断応力依存的な細胞応

答を検討した。 
 

４．研究成果 

 
1. 血管内皮細胞の形質膜コレステ
ロールのライブイメージング  

 流れせん断応力に伴う細胞膜コレス

テロールの動態変化をライブイメージ

ングにより解析し、以下の結果を得た。

EGFP-D4 精製蛋白質では、測定に十
分な結合能が得られなかった。そこで、

D4 蛋白質に３箇所の変異（Y415A, 
D434W, A463W）を導入した精製蛋白
質（EGFP-D4YDA）を用いて超解像顕

微鏡で観察したところ、図１A に示す
画 像 を 得 る こ と に 成 功 し た 。

EGFP-D4YDA の局在は細胞膜のマー

カーである 1-Phosphatidyl-inositol- 
4,5-bisphosphate phospho-diesterase 
delta-1と赤色蛍光蛋白質 iRFPとの融
合蛋白質（PLC-iRFP）が発現する局
在と一致し、EGFP-D4YDAが細胞形質

膜に結合する事を確認した。また、

D4YDA 遺伝子に赤色蛍光蛋白質

mCherry 遺伝子を融合させたアデノ
ウイルスベクター（mCherry-D4YDA）

を HPAECs に感染させたところ、

図 1. D4蛋白質を融合したコレステロールのバイオセ
ンサー (EGFP-D4YDA、mCherry-D4YDA) の共焦点顕
微鏡画像. (A) HPAECs の細胞膜と細胞内コレステロ
ールのラベル. (B) 10 mM MβCDと 100 µM コレステ
ロール添加によるコレステロールのバイオセンサーの
変化. 



PLC-GFP に加えて、recycling 
endosomeのマーカーである 
transferrin receptor と EGFP融合蛋白質（TfR-GFP）とも共局在したことから、細胞形
質膜の内葉のコレステロールに加えて、recycling endosomeのコレステロールもラベルす
ることが確認された。 
 EGFP-D4YDAと mCherry-D4YDAの蛍光輝度は形質膜のコレステロールを除去する働き

のある methyl-beta- cyclodextrin（MβCD）で顕著に減少する一方で、細胞膜にコレステ
ロールを加えると増大することから、細胞内外のコレステロール分子を定性的、定量的に

ラベルすることが可能な事が示された（図 1B）。 
 
2. 流れ剪断応力により血管内皮
細胞の形質膜コレステロールが

減少する  

 HPAECs に流れ負荷装置で流れ
せ ん 断 応 力 を 負 荷 す る と 、

EGFP-D4YDAと mCherry-D4YDA共

に、細胞膜での局在が減少し（図 2A）、
せん断応力を停止すると、細胞膜に

戻ることが確認され、せん断応力に

伴う細胞膜コレステロールの減少は

可逆的であるこが明らかになった

（図 2B）。さらに、EGFP-D4YDAを

ラベルした HPAECs を用いて、フ
ローサイトメトリーによる定量的な

解析を行ったところ、せん断応力の

減少が負荷直後から始まり、約 15 
min以内で飽和に達し、せん断応力
を停止すると、約 30 min 以内に、
初期のレベルまで戻る可逆性を確認

した（図 2C）。さらに、細胞膜コレ
ステロールの減少率はせん断応力の

大きさに依存的であった（図 2D）。 
 細胞膜の apicalと基底膜（basal）
とをコロイダルシリカ

を用いて単離して、コ

レステロール量を生化

学的に定量した結果を

図 3に示す。フリーコ
レステロールとエステ

ル化コレステロールの

減 少 は 、 細 胞 膜 の

apical側で顕著である
一方で、基底膜側では

有意では無かった。以

上の結果は、以前の研

究で明らかにしたせん

図 2. Shear stressが HPAECsの細胞膜コレステロール
レベルを減少させる. (A) Shear stress (15 dynes/cm2, 15 
min) 負荷による EGFP-D4YDA、mCherry-D4YDAの共焦
点顕微鏡画像. (B) Shear stress を停止から 5 min 後の
mCherry-D4YDAの画像. (C, D) EGFP-D4YDAをラベルし
た HPAECsのフローサイトメトリの結果. 

図3. Shear stressによるHPAECsの細胞膜コレステロールレベルの変化. 
(A) Shear stress (15 dynes/cm2, 15 min) 負荷による apicalと basal膜に
含まれるフリーコレステロールとエステルかコレステロールの生化学的
な定量. (B) Shear stress (15 dynes/cm2, 0~15 min) 負荷による細胞全体
と細胞膜画分のフリーコレステロールの生化学的な定量. 



断応力に伴う膜流動性と膜脂質の配向性（lipid order）の変化が膜コレステロールの減少
に基づいている事を支持する。 
 
3. 流れ剪断応力依存的な形質膜コレステロールの減少がミトコンドリアの機能を
修飾する  

 流れせん断応力に伴うコレステ

ロールの減少がメカノトランスダ

クションに及ぼす影響を確認する

ため、ミトコンドリアのマトリッ

クス内の ATP 濃度を検出するバ
イオセンサーmitATeamのアデノ
ウイルスを HPAECs に感染させ
て、その反応を FRET測光により
解析した。 
 Methyl-beta-cyclodextrin 
（MβCD）を HPAECs に作用さ
せ、形質膜のコレステロールを除

去したところ、せん断応力刺激と

同様に、ミトコンドリアにおける

ATP 産生が惹起された（図 4A、
4B）。これらの ATP産生は形質膜
にコレステロールを導入すると、

その濃度依存的に抑制された（図

4C、4D、4E、4F）。以上の結果
から、流れせん断応力に伴う形質

膜のコレステロールの動態が細胞

膜の物理的な性質に変化をもたら

し、細胞内シグナリングを介した

細胞応答に繋がるメカノトランス

ダクション機構が明らかになった。 
 以上の結果から、多くの膜分子

がほぼ同時に活性化する内皮細胞

のメカノセンシングの機序として、

細胞膜の物理的性質（脂質相転移

や流動性）の変化が関与すること、

すなわち、細胞膜自体がメカノセ

ンサーとして働く可能性を示した。 

図 4. Shear stressとMβCD負荷による HPAECsのミトコ
ンドリア ATP産生. (A, B) Shear stress (15 dynes/cm2) と
10 mM MβCD負荷によるmitATeam測光. (C-F) 100 µMコ
レステロールによるミトコンドリア ATP産生の抑制. 
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