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研究成果の概要（和文）： 

細胞核とアクチンフィラメントを結合する Linker of nucleus and cytoskeleton (LINC) 複合体構成

タンパク質の一つである Nesprin の細胞核への力学伝達における力学的役割を調べた．その結

果，Nesprin を介したアクチンフィラメント–細胞核間の力学伝達は内皮細胞の形態応答に対し

て必須の働きを持つことが明らかになり，細胞核も力覚機構において重要な役割を持つことが

示唆された． 

 

研究成果の概要（英文）： 

In this study, the author investigated the mechanical role of nesprin, a component of linker of nucleus 

and cytoskeleton (LINC) in force transmission from actin filaments to the nucleus. Results showed that 

force transmission between actin filaments and nuclei via nesprin is required for stretch-induced 

morphological response of endothelial cells, suggesting that nuclei play an important role in 

mechano-sensing of cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞の多くは力を感じ（メカノセンシン
グ），細胞内で生化学的なシグナルへと変換
し（メカノトランスダクション），最終的に
形態的・機能的応答を示す．これまでの力学
応答メカニズムに関する研究の多くは，力学
刺激が直接作用する細胞膜表面に発現する
タンパク質分子が力学刺激のセンサおよび
変換器としての役割を担うと考えてきた．一
方で，細胞表面に作用した力学刺激は細胞内
部に存在する細胞骨格により細胞内部の構
造物にも伝達される．これまで細胞内構造物
として最も大きな細胞核は細胞全体に比べ

約 10 倍以上硬いと報告されていることから，
力学刺激により変形しないと考えられてい
た．しかし，研究代表者は流れによるせん断
応力を作用した血管内皮細胞の変形挙動を
解析した結果，細胞核は細胞質と同程度に変
形していること初めて報告している．この結
果は，細胞内部において細胞核に対しても細
胞膜と同様な力学刺激が伝達されて作用し
ていることを示しており，細胞核もメカノセ
ンシングおよびメカノトランスダクション
に関与する可能性を示唆させる．近年になり
細胞骨格と細胞核 は LINC （ Linker of 

Neucleoskeleton and Cytoskeleton）複合体によ
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り結合されていることが解明されつつあり，
細胞核に対する力学刺激の伝達に関して注
目を集めてきており，力学伝達の重要性を示
唆する総説も主要な国際誌に掲載されるよ
うになってきている．しかし，LINC 複合体
を介して細胞核へ伝達された力学刺激が細
胞の力学応答に果たす役割についてその詳
細は明らかになっていない． 

 

２．研究の目的 

感覚器細胞のみに限らず多くの非感覚器
細胞も周囲の力学的な刺激や環境に対して
形態的または機能的に応答することが知ら
れている．力学刺激は細胞骨格さらに細胞骨
格−核骨格架橋タンパク質である LINC 複合
体を介して細胞核に伝達されている．LINC

複合体のうち，細胞骨格に直接結合する
Nesprin には Nesprin-1 から-4 の 4 種類が存在
し, 特に Nesprin-1/2 は細胞骨格のうちアクチ
ンフィラメントに結合することが報告され
ている.アクチンフィラメントは細胞形態の
維持・変化に重要な役割を担い, LINC 複合体
を介して細胞外からの力学刺激を細胞核に
直接伝達すると考えられている. そのため細
胞核自身または LINC 複合体も力学刺激を
直接感知し応答している可能性が考えられ
るが，細胞の力学応答への細胞核の関与は不
明である．本研究では LINC 複合体を介した
力学刺激の伝達が力の感知および細胞応答
に果たす役割を検討する． 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト臍帯静脈内皮細胞（継代 4-7 代目）
を実験に用いた. 細胞培養液には抗生物質 , 

10ng/ml ヒト塩基性繊維芽細胞増殖因子, ウ
シ胎児血清を含む Medium 199 用いた．アク
チンフィラメントと結合する Nesprin-1 もし
くは Nesprin-2 に対する siRNA を導入するこ
とにより，Nesprin の発現を特異的に抑制した．
Nesrpin-1 および-2 の発現の抑制，また LINC

複合体構成タンパク質発現を免疫蛍光染色
法により確認した．また，Nesprin 発現量変化
をウエスタンブロッティング法を用いて確
認した． 

 

（２）ファイブロネクチンコーティングを予
め施したストレッチチャンバに Nesprin 発現
抑制した細胞を播種し，繰り返し伸展刺激負
荷装置を用いて伸展率 10％，周波数 0.5Hz で
伸展刺激を 18 時間負荷した．その後，アク
チ ン フ ィ ラ メ ン ト を Alexa Fluor 546 

phalloidin，細胞核を DAPI，また細胞輪郭を
可視化するため細胞間接着タンパク質であ
る VE-cadherin を蛍光染色した．共焦点レー
ザー顕微鏡を用いて細胞の蛍光画像を取得
した．得られた画像から画像解析ソフト
ImageJ を用いて細胞の輪郭を用手的にトレ

ースし，伸展刺激負荷方向を 0°として 90°ま
での範囲で細胞の配向角を算出した．60°から
90°の配向角を示した細胞を配向した細胞と
定義した． 

 

（３）細胞核への力学伝達指標として伸展刺
激負荷に伴う細胞核変形を評価した．ストレ
ッチチャンバ内で培養した生細胞内の細胞
核を Hoechest33342 で蛍光標識した後，共焦
点レーザー顕微鏡ステージに設置した伸展
刺激負荷装置を用いてストレッチチャンバ
に 20％の伸展を負荷した．負荷前後で取得し
た細胞核中心付近の横断面画像から細胞核
の高さおよび水平方向の幅を測定した．伸展
刺激負荷前後の値から細胞核のひずみを算
出した．Nesprin-1 に対する siRNA で処理し
た細胞に加え，細胞全体のアクチンフィラメ
ント構造が細胞核変形に及ぼす影響を評価
するため，アクチン重合阻害剤である
CytochalasinD で予め処理した細胞も用いた
実験も行った． 

 

（４）アクチンフィラメントから細胞核への
力学伝達特性を評価するため，さらに原子間
力顕微鏡を用いてアクチンフィラメントと
細胞核の結合力評価を行った．低張液で処理
することにより Nesprin 発現抑制した細胞か
ら細胞核を単離した．アクチンフィラメント
と特異的に結合する phalloidin で修飾したカ
ンチレバーを，単離した細胞核に対して押し
つけ，細胞核表面のアクチンフィラメントと
カンチレバー先端を結合させた．その後，カ
ンチレバーをゆっくりと引き離し、カンチレ
バー先端と細胞核間距離とカンチレバーに
負荷された力の関係を表すフォースカーブ
を得た．フォースカーブから得られる力の最
大値をアクチンフィラメントと細胞核の結
合力とした． 

 

４．研究成果 

（１）静置培養状態において，siRNA で処理
した細胞と無処理の細胞（Wild type, WT 細
胞）との間で形態に差は見られなかった．免
疫蛍光染色の結果，WT 細胞では Nesprin-1 お
よび-2 ともに細胞核周囲に局在する様子が
見られた．siRNA 処理で処理した細胞では細
胞核周囲の Nesprin 局在が減少する様子が見
られた．ウエスタンブロッティングの結果に
おいても siRNA 処理による Nesprin 発現量の
減少が確認された． 

 Nesprin発現抑制が他のLINC複合体構成タ
ンパク質であるLamin A/Cおよび Sun1/2の発
現に与える影響を免疫蛍光染色法により調
べた．その結果，WT 細胞だけでなく，Nesprin

を発現抑制した細胞においても Lamin A/C お
よび Sun1/2 が細胞核周囲に局在する様子が
確認され，siRNA 処理が他の LINC 複合体構



 

 

成タンパク質発現に影響を与えないことが
確認された． 

 細胞核周囲でのアクチンフィラメント発
現を詳細に観察した結果，細胞の頂面部 と
底面部ではWT細胞および siRNA処理細胞と
の間でアクチンフィラメントの分布に変化
は見られなかった．一方，細胞の中央部にお
いて、WT 細胞では細胞核周囲へのアクチン
フィラメントの局在が見られたが，Nesprin

の発現を抑制した細胞では細胞核周囲に局
在するアクチンフィラメントが減少した． 

 

（２）伸展刺激負荷後，WT 細胞は伸展方向
に対して垂直方向への配向を示し，細胞内に
おいても垂直方向へ太いアクチンフィラメ
ント構造の形成が見られた（図 1）．一方，
Nesprin-1 または Nesprin-2 の発現を抑制した
細胞では伸展刺激負荷前に比べ細胞形態お
よびアクチンフィラメント構造に変化は見
られなかった．配向角を調べた結果，60％以
上の WT 細胞が伸展刺激に対して配向性を示
したが，Nesprin 発現抑制細胞では伸展刺激負
荷による配向角変化が見られなかった．この
結果は Nesprin を介したアクチンフィラメン
トから細胞核への力学伝達が内皮細胞の形
態応答に必要であることを示唆する． 

 

（３）伸展に伴いすべての条件で細胞質が伸
展方向に変形する様子が観察された．WT 細
胞および Nesprin-1 発現抑制の細胞では伸展
に 伴う細 胞核の 変形が 見られ たが，
Cytochalasin D で処理した細胞では細胞核に
顕著な変形は見られなかった．さらに，
Cytochalasin D で処理した細胞では伸展して
いない状態において細胞核の断面像が円形
に近くなる様子が見られた．変形量を比較し
た結果，WT 細胞に比べ Nesprin-1 発現抑制
細胞では細胞核の変形量が大きくなった．一
方，Cytochalasin D で処理した細胞では細胞核
の変形量が他の条件に比べて小さく変化が
見られなかった． 

 静置培養状態において Nesprin-1 の発現を
抑制した細胞と Cytochalasin D で処理した細
胞では，WT 細胞と比較して水平方向長さが
減少した．また，Cytochalasin D で処理した細
胞では Nesprin-1 発現を抑制した細胞よりも
細胞核の水平方向長さの減少が大きかった．
Cytochalasin D で処理した細胞では WT 細胞
よりも高さが増加したが，Nesprin-1 発現を
抑制した細胞では WT 細胞と比較して高さの
変化に有意差はなかった． 

 伸展刺激負荷時の細胞核の水平方向のひ
ずみに関して，WT 細胞に比べ Nesprin-1 発
現を抑制した細胞では増加し，Cytochalasin D

で処理した細胞ではひずみが減少した．一方，
垂直方向のひずみに関してはどの条件でも
平均値が負の値となり，細胞核に垂直方向の

圧縮変形が生じる傾向が得られた． 

 この結果は Nesprin-1 発現抑制により細胞
核に結合するアクチンフィラメントの張力
から細胞核が解放され伸展前に細胞核の変
形余裕が増加し，伸展時にアクチン皮層によ
り細胞核が圧縮されたことを示唆している． 

 

（４）単離細胞核に対して Nesprin-1/2 および
アクチンフィラメントの蛍光染色を行い，細
胞核構造およびアクチンフィラメントの細
胞核への結合を確認した．WT 細胞から単離
した細胞核では, Nesprin-1/2 が単離細胞核の
周囲に局在する様子が確認された. アクチン
フィラメントも同様に細胞核の周囲に局在
する様子が見られ，アクチンフィラメントが
結合した状態で細胞核が単離されているこ
とを確認した. Nesprin 発現を抑制した単離細
胞核では, 抑制された Nesprin の細胞核周囲
での蛍光輝度が減少する傾向が観察された. 

発現抑制しない一方の Nesprin においては蛍
光の輝度に変化はなかった. Nesprin-1 および
-2 を同時抑制した細胞核では両方の Nesprin

の蛍光輝度減少がみられた．Nesprin 発現抑制
によりアクチンフィラメントの蛍光輝度減
少も見られた． 

 WT 細胞から単離した細胞核において得ら
れたフォースカーブの最大値は 400pN 程度
であった．Nesprin の発現抑制した細胞核から
得られたフォースカーブは, WT 細胞のフォ
ースカーブと比べ結合力が減少する傾向が
得られた. Nesprin-1またはNesprin-2を発現抑
制した細胞核において得られた結合力の平
均値はそれぞれ 222, 190pN であり, 2 つの値
に有意な違いは見られなかった. Nesprin-1 お
よび Nesprin-2 両方の発現を抑制した細胞で
は結合力は 108pN 程度であった.これらの結
果は，Nesprin 発現抑制により細胞核-アクチ
ンフィラメントをつなぐ結合数が減少した
ことによると考えられ，また細胞核表面のア
クチンフィラメントが Nesprin-1/2 との結合
を介し細胞核に力学伝達を生じることを示
唆する. 
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図 1 繰り返し伸展刺激を負荷した内
皮細胞の蛍光画像（Wt, WT 細胞；
si-Nes1 ， Nesprin-1 発現抑制細胞；
si-Nes2，Nesprin-2 発現抑制細胞．バー
は 30µｍ，矢印は伸展方向を示す．） 
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