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研究成果の概要（和文）：細胞は基質や隣接細胞の硬さを感知し、それに応じて増殖、分化、生存、運動を制御して自
身の運命や行動を決定する。しかし、その感知機構は未だ不明である。本研究では、細胞が基質の硬さを調べる際は、
接着斑を介して接着した基質を能動的にアクチンストレス線維により引っ張り、接着斑/細胞骨格において硬さを反映
する応力を細胞内シグナル（カルシウム・スパーク）に変換して基質の硬さを感知する、という「アクティブタッチ」
仮説を検証し、その分子基盤を明らかにすることを目指した。その結果、蛍光力学顕微鏡により仮説を支持する事象の
観察に成功した。また、そのシグナル変換に関与する機械刺激受容チャネル群を同定した。

研究成果の概要（英文）：Various cellular activities including cell migration, spreading, proliferation 
and differentiation are critically influenced by substrate rigidity. To sense substrate rigidity, cells 
apply traction forces to cell-substrate adhesions via actin stress fibers and measure mechanical 
responses of the substrate. Besides mechanosensitive (MS) adaptor proteins, MS channels are involved in 
the substrate rigidity sensing. MS channels located at or near focal adhesions convert the 
rigidity-dependent stress generated in stress fibers system into the level of cytoplasmic calcium ion 
concentration by locally altering their calcium ion permeability. Besides by external forces, cells 
spontaneously generate rigidity-dependent localized cytoplasmic calcium ion concentration increases, 
implicating MS channels as intrinsic force measurement system. In our study, some members of transient 
receptor potential channels have been identified to contribute to substrate rigidity sensing.

研究分野：メカノバイオロジー、脳生理学

キーワード： メカノセンシング　足場　機械受容チャネル　細胞骨格　接着斑
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
あらゆる細胞は周囲の環境と機械的にリ

ンクしている。例えば上皮細胞は、底面が基
質、上面は液体、側面は細胞と接している。
そのリンクを介して臓器運動や体液の流れ
に起因する機械刺激を感知し、フィードバッ
クすることで臓器や組織の正常な働きを維
持している。さらに最近、細胞は周囲（基質）
の機械的性質（硬さ）をも感知していること
が分かってきた。Engler ら（Cell, 126: 677, 
2006）は、間葉系幹細胞を骨･筋肉･脳組織の
硬さを持つ基質上で培養すると、細胞は硬度
依存的に組織の特徴を有する細胞へと分化
するという驚くべき結果を報告した。また、
細胞は軟らかい基質から硬い基質に向かっ
て遊走すること（触走性）も知られている（Lo, 
et al., Biophys J, 79: 144, 2000）。これらは、
細胞が基質の硬さを能動的に感知できる（”
アクティブタッチ”と名付けた）、ことを示
している。この機能は、細胞の分化や組織形
成に極めて重要とされているが、そのメカニ
ズムは不明である。 
これまで、我々は機械受容（MS）チャネ

ルを中心に細胞力覚の分子・物理機構を研究
してきた。その中で、真核生物の Ca2+透過性
MS チャネルは、接着斑・細胞骨格（ストレ
ス線維）と機能的複合体を形成することを見
いだした。細胞への伸展刺激は、ストレス線
維の伸張（張力増大）を導き、連結する接着
斑を介して近傍の MSチャネルを活性化する
ことで接着斑近傍の局所的な Ca2+スパーク
に変換されることを証明した（早川ら、J Cell 
Sci, 2008）。我々は、この分子複合体のスト
レス線維（アクトミオシン）が、基質の硬さ
に応じた収縮力を発揮して接着斑下の基質
を引っ張り、そのとき接着斑近傍に生じる張
力が MS チャネルを活性化すれば、細胞は
Ca2+スパークの大きさから基質硬度の検知
が可能である、と考えた（小林、曽我部、Curr 
Opin Cell Biol, 2010, 図１）。この仕組みは、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.ストレス線維の能動的収縮力を利
用した基質硬度感知機構のモデル。基質
が硬いほど、ストレス線維が大きな収縮
力を発揮し、大きな細胞内 Ca2+上昇が生
じる。 
 

我々が物体の硬さを調べるときに、物体を押
したりつまんだりして、負荷した力と物体の
機械的応答（変形度）から硬さを判断する機

能と相似である。物体が硬い場合は、より強
い力を負荷して調べる。細胞もこのような方
法で足場の硬さを検知するのではないか、と
いうアイデアである。もしこの仮説が成り立
つとすれば、少なくとも、硬い基質上では、
柔らかい基質と比べてより大きな Ca2+スパ
ークが観察されるはずである。そこで、我々
が MS チャネル/接着斑/ストレス線維・複合
体の存在を証明した血管内皮細胞を用い、こ
れを軟らかい（soft）基質と硬い（rigid）基
質に培養して、自発的な Ca2+スパークを調べ
た（図２）。結果は予想通りで、硬い基質で
はより大きな Ca2+スパークが観察され我々
のアクティブタッチ仮説を検証する準備が
整った。興味深いことに、軟/硬の境界に差し
掛かると、細胞はより増強された Ca2+スパー
クを伴って、硬い基質側に遊走した（触走性）。
細胞は何らかの方法で境界（空間的な硬度の
変化）を感知できるのである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２. 血管内皮細胞で観察された基質硬
度依存的な自発的Ca2+スパークのゆらぎ。
硬い（rigid）基質では軟らかい（soft）
基質よりも大きな Ca2+スパーク、軟/硬境
界部（border）では、より増強されたス
パークが生じた（右中段）。グラフは膜結
合型 FRETCa2+プローブを用いた細胞底
面近傍の任意の 2 点からの記録。 

 
２．研究の目的 
本研究の主目的は、「細胞が基質の硬さを

感知する分子・生物物理学機構を明らかにす
る」ことである。細胞の能動的な硬さ感知機
構は、（１）接着分子を介した対象への特異
的接着、（２）接着分子に連結した細胞骨格
収縮装置（アクチンストレス線維）による対
象の引っ張り、（３）接着斑/細胞骨格に生じ
た応力（基質の硬さを反映する）を感知して
細胞内シグナルに変換する、の３つのステッ
プから成る。本研究では、（２）と（３）の
メカニズム解明に主力を注ぐ。また、この感
知機構が如実に関わる、細胞の触走性（軟基
質から硬基質への遊走）における役割と仕組
みの理解を目指す。 
 
３． 研究の方法 

本研究は、アクティブタッチ仮説の検証と
その分子機構の解明、および、触走性におけ



る役割と仕組みの解明を目指す。具体的には、
細胞の基質硬度感知において、ストレス線維
の収縮と MSチャネルを使ったアクティブタ
ッチが行われていることの検証、Ca2+スパー
クを引き起こす MSチャネル分子の同定とア
クティブタッチ（自発的 Ca2+スパーク）にお
ける役割の解明、触走性の主要な生物物理学
的機構を解明、に取り組んだ。 
基質の硬さ依存的に観察される Ca2+スパ

ークおよびストレス線維の基質牽引力と動
態（収縮）を同時可視化してそれらの時間･
空間相関を解析することで、細胞の基質硬度
感知において、ストレス線維の収縮と MS チ
ャネルを使ったアクティブタッチが行われ
ていることを検証した。材料は、主として
我々が＜MS チャネル/接着斑/ストレス線維
＞複合体の存在を検証した初代培養ヒト血
管内皮細胞を用いた。Ca2+スパークのゆらぎ
は微小なシグナルなので、高感度 FRET Ca2+

プローブ（YC-nano50、Kd = 52.5 nM、北大
永井博士提供）を膜結合性に改変したものを
用い、全反射型顕微鏡で観察した。ストレス
線維の基質牽引力は、微小ビーズを封入して
フィブロネクチンで被覆したシリコン
（PDMS）基質を用い、その弾性係数と微小
ビーズの変位から計算した（力場顕微鏡、図
３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３. 牽引力と Ca2+スパークの同時観察
が可能な蛍光・力場顕微鏡のセットアッ
プ。 
 
Ca2+スパークを引き起こすMSチャネル分

子を同定したのち、その発現を抑制し、アク
ティブタッチ（自発的 Ca2+スパーク）におけ
る役割を調べた。アクティブタッチを担うと
想定している複合体＜MS チャネル/接着斑/
ストレス線維＞の中で分子実体が全く不明
なのは MS チャネルであり、この分子同定を
行った。TRP チャネル抑制剤とリアルタイム
PCR を使った予備的実験により、MS チャネ
ルの中で、TRP チャネルファミリーに属する
TRPV2、TRPV4、TRPM7 の３つを有力な
候補として考えた。特に TRPV2 は我々の標
本で最も発現量が多く、かつその KO マウス
から調整した標品では外部から与えた伸展
刺激に対する（受動的）Ca2+応答が消失する
ので（未発表）、最も可能性が高い候補分子

であった。これら３候補の siRNA を用いて
それぞれの発現を抑制し、自発的 Ca2+スパー
クが消失するかどうかを調べ、アクティブタ
ッチに関与する MSチャネルの分子同定を行
った。さらに、細胞の形態と運動におけるア
クティブタッチの役割を明らかにしたのち、
力、Ca2+、シグナル分子の同時イメージング
により触走性の主要な生物物理学的機構の
解明を目指した。 
 
４．研究成果 
血管内皮細胞に Ca2+プローブを発現し、硬

い基質上で培養した場合、自発的な Ca2+スパ
ークが観察されたが、細胞外の Ca2+を除去す
ると Ca2+スパークは抑えられた（図４）。ま
た、MS チャンネルの活性阻害剤である
GsMTX-4 処理によっても Ca2+スパークは抑
えられた（図５）。従って、Ca2+スパークは
細胞膜上の MSチャネルによる細胞外からの
Ca2+流入によるものと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
図４. 細胞外 Ca2+キレートによる自発的
Ca2+スパークの抑制。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５. MS チャネル阻害剤 GsMTX-4 によ
る自発的 Ca2+スパークの抑制。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ . 蛍光・力場顕微鏡による牽引力と
Ca2+スパークの同時観察の例。 
 
アクティブタッチ仮説の検証を目的に、基

質の硬さ依存的に観察される Ca2+スパーク



およびストレス線維の基質牽引力を同時可
視化し、それらの時間･空間相関を解析した。
ゲルに埋め込んだビーズの変位により牽引
力を測定しながら Ca2+イメージングを行う
と、細胞による基質の牽引に引き続き、細胞
内 Ca2+上昇が起きる事象が観察された（図
６）。これにより、細胞の基質硬度感知にお
いてストレス線維の収縮とMSチャネルを使
ったアクティブタッチが行われている可能
性が示唆された。 
血管内皮細胞において基質硬度依存的な

Ca2+スパークを担う、すなわち、アクティブ
タッチに関与する MSチャネルの同定にも取
り組んだ。血管内皮細胞において siRNA を
用い TRPM7 を発現抑制した場合、基質硬度
依存的な Ca2+スパークと細胞伸展が部分的
に抑えられることを見出した。その抑制効果
は、MS チャネル阻害剤 GsMTX-4 を処理し
た場合に較べ弱く部分的であり、他の MS チ
ャネルの関与も考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 ７ . TRPV4 の ア ン タ ゴ ニ ス ト
HC-067047 処理による間葉系幹細胞にお
ける自発的 Ca2+スパークの可逆的な抑制 
 
さらに、基質硬度依存性がより高い間葉系

幹細胞を用いて「アクティブタッチ」の分子
基盤の解明を目指した。その結果、間葉系幹
細胞においても基質硬度依存的な Ca2+スパ
ークが観察され、その発生には TRPM7 に加
えて TRPV4 が関与していることを見出した。
実際、TRPV4 の発現抑制や薬理学的な機能
阻害により Ca2+スパーク発生が抑えられた
（図７）。細胞膜上の TRPV4 チャネルの動態
を、全反射蛍光顕微鏡を用いて１分子レベル
でライブ観察した。その結果、大部分の
TRPV4 チャネル分子は二次元拡散運動を示
していたが、一部に停留するチャネルが見ら
れた。接着斑プローブとの同時観察を行った
ところ、TRPV4 チャネルは接着斑上、ある
いは、その近傍で停留していることが分かっ
た。従って、TRPV4 は接着斑構成分子と相
互作用すること、すなわち、TRPV4 は接着
斑/細胞骨格と分子複合体を形成しアクティ
ブタッチに関与している可能性が示された。 

間葉系細胞では YAP/TAZ 分子の活性が基
質硬度依存的に制御されて細胞分化につな
がることが報告されている。YAP/TAZ 分子
の活性を指標に、基質依存的な Ca2+シグナル
がどのような生理的な意義を持つか検討し
た。間葉系幹細胞の TRPV4 あるいは TRPM7
発現を抑制したところ、YAP/TAZ 分子の核

移行、すなわち、活性が抑えられた。TRPV4
を発現抑制した細胞においてより顕著に
YAP/TAZ 活性が低下していたことから、間
葉系幹細胞においては TRPV4を介した Ca2+

シグナルが、基質硬度依存的な細胞分化を制
御する主要な経路として機能している可能
性が示唆された。 
近年、MS チャネルとして注目されている

PIEZO チャネルが間葉系幹細胞の基質硬度
感知に寄与しているか、RNAi 法による発現
抑制により評価したが、用いた実験系では影
響は見られなかった。 
また、アクティブタッチにおける細胞内

Ca2+上昇に機械刺激依存性 ATP 放出とその
下流で活性化される ATP 受容体/TRPC6 が
絡む可能性を示す結果も得られた。 
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