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研究成果の概要（和文）：機械刺激によりTRPV2チャネルが機械刺激の局所に集積することを新規に見いだした。この
ことは「細胞膜上に固定されているカルシウムチャネルが、機械刺激にともなって開口しCa2+の流入が生じる」とする
従来のモデルとは全く異なる機構であり、チャネル分子自体が機械刺激で細胞表面にトランスロケーションするという
、『新規の細胞内カルシウム調節によるメカノトランスダクション制御機構である』。がん細胞において機械刺激を負
荷する、 (1)TRPV2が伸展刺激を受けた部位に集まる、(2)その刺激・集積部位を起点として細胞全体に波及するTRPV2
依存性のカルシウムの細胞内の濃度勾配が形成されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The effect of focal mechanical stress on the localization of TRPV2 was 
investigated in HT1080 cells. Mechanical stress was applied by adding negative pressure using a glass 
pipette.When focal mechanical stress was applied, subplasma membrane Ca2+ concentration ([Ca2+]s) was 
increased beneath the pipette, which propagated throughout the cell.The increase in [Ca2+]s was blocked 
by knocking down TRPV2.Elevation of [Ca2+]s was not observed by removal of extracellular Ca2+, by an 
addition of a phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor.In cells expressing GFP-TRPV2 and 
RFP-Akt,administration of focal mechanical stress induced accumulation of GFP-TRPV2 beneath the 
pipette.RFP-Akt was also accumulated to the same site.When GFP-TRPV1,3,V4,V5,V6 was transfected 
ectopically in HT1080 cells, only GFP-TRPV4 was accumulated beneath the pipette in response to the focal 
mechanical stress.These results indicate that TRPV2 translocates to the site receiving a focal mechanical 
stress and increases [Ca2+]s.

研究分野： 細胞生物学
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様式	 C－１９，F－１９，Z－１９（共通）	 
1.研究開始当初の背景	 
細胞接着・運動における細胞骨格系の制御機構を調
節する分子群の解析により接着・運動で発生する駆
動力のメカニズムが徐々に明らかになってきた。駆
動力により細胞が伸展刺激を感受して細胞内カルシ
ウムの上昇が起こるが、その動態・調節機構は不明
である。また、この駆動力による細胞伸展で生じる
細胞内カルシウムの制御は、がん細胞の転移・浸潤
には重要である。伸展刺激で生じるカルシウムシグ
ナルの時間・空間的な動態と調節機構の解明は、が
ん細胞の転移・浸潤の制御におけるカルシウムシグ
ナルの意義を明確にする。我々のグループは、世界
で初めて増殖因子刺激で細胞膜にトランスロケーシ
ョンするカルシウム透過性チャネル TRPV2 を同定し
て報告した(	 Nature	 Cell	 Biol.	 1:165,1999	 )。こ
れはカルシウム透過性イオンチャネルが、細胞内ト
ラフィックにより調節されることを初めて明らかに
したものである。さらに、TRPV2 チャネルが腫瘍関連
マクロファージの細胞接着・運動に重要であること
も報告してきた（J	 Cell	 Physiol.	 210:	 692,2007）。
ケモカイン、血清、増殖因子刺激などにより、TRPV2
チャネルが活性化されて持続的な細胞内カルシウム
上昇が生じる。このカルシウム流入に際しては、チ
ャネル分子がホスファチジルイノシトール３(PI	 3)-
キナーゼ依存的に細胞表面にトランスロケーション
して、インテグリン、フォカルアドヒージョンキナ
ーゼなどの細胞の接着斑を構成する分子群と共局在
し、接着斑において複合体を形成してカルシウムチ
ャネルとして機能すると考えられる。また、このチ
ャネル機能を阻害すると細胞運動が抑制されると考
えられる。	 
	 
２.研究の目的	 
細胞運動・接着は、生体の発生、組織形成・再生、
細胞遊走などの生理学的な過程での役割ばかりでな
く、炎症、動脈硬化、創傷治癒、がん転移などの病
理学的過程においても極めて重要な働きをしている。
がんの転移は、細胞のがん化にともなって細胞運
動・細胞接着能が変化してがん細胞が組織内を移動
し、結合組織をくぐり抜けリンパ管や血管に浸潤す
る。さらに循環系にのって伝搬し他の組織に潜り込
み、転移・増殖する。がんの浸潤・転移は細胞運動・
接着制御の破綻の結果として起こるが、がん細胞が
全く新規の特殊な機序で運動能を亢進しているわけ
でない。胎児期の形態形成や創傷治癒に見られる生
理的な過程と同様な機序・機構で浸潤・転移してい
る。がん細胞における細胞運動・接着の機構の解析
は、発生、組織形成、細胞の遊走などの生理的な過
程や炎症、動脈硬化、創傷治癒などの病理学的な過
程などにおける細胞運動・細胞接着機構の解明にも
つながる。以前より細胞内のカルシウム(Ca2+)は、
細胞接着・運動、細胞骨格、細胞増殖などに重要で
あることが知られていた。しかし、細胞接着・運動
の伸展において細胞内 Ca2+がどのように制御されて
いるのか、さらに、がん細胞の浸潤・転移での細胞
伸展において Ca2+動態がどのように脱制御されてい
るかは不明である。本研究ではがん細胞における
TRPV2 チャネルの制御機構、とくにがんの浸潤・転移
における細胞伸展刺激に伴う細胞内 Ca2+変化の意義
とストレッチシグナル伝達機構を明らかにしたいと
考えている。	 
	 
３.研究の方法	 
（１）TRPV２チャネルの可視化：TRPV2 に蛍光蛋白を

癒合させた TRPV2 分子コンストラクトを利用して、
TRPV2 の細胞膜・細胞内局在・トランスロケーション
における TRPV2 チャネル分子の細胞内の動態をリア
ルタイムで計測する。TRPV2 は６回膜貫通型チャネル
たんぱく質である。そこで、TRPV2 の細胞外ドメイン
に myc-タグやその他の特殊なタグを付加した TRPV2
分子を作製して、細胞がインタクトのままで細胞膜
にトランスロケーションした TRPV2 チャネル分子を
特異的に検出する。また、接着斑を構成する分子、
インテグリン、ビンキュリン、パキシリン、FAK、ザ
イキシン等の分子群に蛍光たんぱくを付加し可視化
して接着構造との相関性を検討する。	 
（２）TRPV2-siRNA ベクターの作製：内因性の TRPV2
の発現・機能を阻害する TRPV2 ノックダウン・ベク
ターを作製する。それらを利用して機械刺激におけ
る細胞内 Ca2+変化をモニターする。	 
（３）伸展センサーの作製：ビンキュリンは細胞接
着の主要分子であり、アクチン、テイリン、カテニ
ン、PIP2などの分子と相互作用して、細胞運動・接
着変化に伴い構造変化を起こす。そこで、ビンキュ
リン分子に蛍光ラベルして細胞運動・接着によるビ
ンキュリン立体構造変化を可視化するプローブを作
製する	 (ビンキュリン・コンフォメーションプロー
ブ)。さらに、クモの糸の伸展を感受する特殊なたん
ぱく構造をビンキュリンに挿入した細胞伸展プロー
ブ	 (ビンキュリン・テンションセンサープローブ)も
作製する。ビンキュリン・コンフォメーションプロ
ーブとビンキュリン・テンションセンサープローブ
を用いて細胞にかかる伸展を時間的空間的に可視化
することを可能にする。	 
（４）高感度カルシウムプローブの作製：カルシウ
ム感受性FRETプローブの構造を改変した高感度カル
シウムプローブ(カメレオン・ナノ)とさらにそれに
改変を加えて細胞膜に局在するような修飾を付加し
たプローブを作製する。これにより、細胞膜直下の
微少なカルシウム変化をモニターする系を確立する。
これと上述した伸展センサーを併用して、細胞のど
こにどの程度の伸展刺激が加わると、どこでどのよ
うなカルシウムシグナルが産生されるかを解析する。
さらに、さまざまな刺激薬・阻害薬を利用してこの
カルシウムシグナル産生機構の分子メカニズム、と
くにTRPV２の動態と関連させ、伸展刺激によるTRPV2
チャネルの制御機構、それらとカルシウムシグナル
産生の動態を総合的に解析し、TRPV2 によるストレッ
チシグナル制御の全容を明らかにする。	 
（５）PI3)	 -	 キナーゼとの関連性：ホスファチジル
イノシトール 3	 (PI3)	 -	 キナーゼ、phosphatase	 and	 
tensin	 homolog	 (PTEN)は癌細胞浸潤・転移、増殖に
強く関連することが知られている。そこで細胞内に
おける PIP2,	 PIP3 を Grp1-PH	 domain	 GFP,Akt-PH	 
domain	 GFP で可視化	 (PH ドメインで PIP2、PIP3 に
つき機能する蛍光分子)して、TRPV2 チャネル分子と
の細胞内局在、細胞内 Ca2+との関連性を検討する。	 
（６）	 低分子量G蛋白質との関連：低分子G蛋白(Rho、
Rac、Cdc42、Rap1)活性促進変異体・抑制変異体を利
用して細胞運動に伴うフィロポディア、ラメリポデ
ィアなどの細胞の形態変化とチャネルの局在、細胞
接着斑の構造変化、細胞内 Ca2+動態を蛍光顕微鏡、
共焦点顕微鏡、エバネッセント顕微鏡で検討する。	 
（７）細胞骨格による制御：アクチン重合阻害剤、
チュブリン重合阻害剤、非筋肉型ミオシン II 阻害剤
を利用して細胞伸展における細胞骨格による制御を
検討する。	 
	 



４．研究成果	 
（１）機械刺激の方法の確立	 
HT1080 細胞機械刺激を付加したさいの模式図と細胞
膜を蛍光で可視化して、ガラス管で機械刺激したも
のをしめす。ガラス管が細胞に接触して細胞偏縁部
に機械刺激が加わるとそれにより細胞表面に凹みが
生じ、機械刺激が付加さらたことがわかります。そ
の後にガラス管を細胞から離すとその凹みは消失し
て、もとの細胞形態にもどる。このように我々の付
加した機械刺激は可逆的である。	 

（２）機械刺激で集積する zyxin の局在の検討	 
上記の機械刺激が細胞に実際に加わっているのかど
うかを確認するために、メカノセンサーと機能する
ことが知られている Zyxin を用いて確認検討した。
Zyxin はアクチンに結合する蛋白群の一つで、機械刺
激部に集積することが報告されている。上記の方法
で細胞に機械刺激を加えると矢印でしめすように刺
激部位に zyxin が集積を認めた。これにより細胞に
機械刺激が付加されていることを確認した。	 

	 
（３）機械刺激の細胞内カルシウム上昇の局在・変
化（高感度カルシウムセンサーでの検討）	 
高感度 FRET プローブの YC-Nano	 Pm を作製した。こ
れを発現させて機械刺激を付加したさいのカルシウ
ムの経時変化を示す。機械刺激が付加されるとその
付加部位を起点としてカルシウムの上昇を認めた。
さらに細胞全体に及ぶカルシウムウェーブが観察さ
れた。このように機械刺激部を起点として細胞内に
カルシウムシグナルが波及するのを認めた。	 
さらにこのようなカルシウム上昇は機械刺激を付し
ている間は断続的に繰り返して生じることを認めた。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 

（４）TRPV2 の局在・PI3	 kinase が活性化の検討	 
TRPV2 チャネルと Akt-PH の機械刺激部位への集積	 
(PI-3 キナーゼの活性化)との相関を検討した。緑の
蛍光が V２、赤の蛍光が PH-Akt ドメイン、下段には
そのマージ像である。左から２番目のように、機械
刺激により細胞の辺縁が凹む、その後その部分に	 
PH-Akt が集積するのを認めた。つまり機械刺激によ
り PI3	 kinase が活性化された。その時に緑色の蛍光
でラベルした V２の局在を見ると、機械刺激部に一致
して集積した。下段マージ像で V2 の集積と PH-Akt
の集積とがマージされるのを認めた。	 

	 

（５）TRPV2 ノックダウンと細胞外カルシウムの検討	 
さらに先ほどのような機械刺激によるカルシウム上
昇は、TRPV2 の機能を knock	 down して発現を阻害し
たり、また、細胞外のカルシウムを除くと消失した。
このことは、機械刺激によるカルシウム上昇がこの
細胞で内在性に機能している TRPV2 に依存すもので
あることがわかった	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（6）まとめ	 
がん肉腫細胞をモデルとして、機械刺激により Ca2+
透過性 TRPV2 チャネルが機械刺激の局所に集積し、
細胞内へカルシウムシグナルを伝達する。このこと
は「細胞膜上に固定されているカルシウムチャネル
が、機械刺激にともなって開口して Ca2+の流入が生
じる」とする従来のモデルとは全く異なる機構であ
る。チャネル分子自体が機械刺激で細胞表面にトラ
ンスロケーションするという、『新規の細胞内カルシ
ウム調節によるメカノトランスダクション制御機構
である』。がん細胞において機械刺激を負荷する、	 
(1)TRPV2 が伸展刺激を受けた部位に集まる、(2)その
刺激・集積部位を起点として細胞全体に波及する
TRPV2 依存性のカルシウムの細胞内の濃度勾配が形
成される、(3)このカルシウム上昇により細胞接着斑	 
の構造・機能が調節されて、細胞運動の原動力が生
じる、(4)また、機械刺激の局所では PI-3 キナーゼ
の活性化が生じる、という一連の機械受容反応が起
きることを新規に見いだした。	 
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