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生体を構成する細胞は，細胞内外の多様な機械的刺激（メカニカルストレス）にさらされている．機械的刺激は細胞の形態，運動，増殖，分化を制御する重要なシグナルとして，生体組織の発生過程や恒常性維持において必須の役割を担っている．細胞に外力が加わると，細胞骨格や細胞接着装置に応力が発生する．細胞がいかにして機械的刺激を感知し，化学的シグナルに変換するのか，メカノセンシングの分子機構について近年急速に研究が進み，アクチン繊維などの細胞骨格や細胞接着装置の構成タンパク質がメカノセンサーとして機能することが明らかとなってきた．本稿では，メカノセンシングにおける細胞骨格，細胞接着の役割や，機械的刺激による細胞骨格再構築の制御機構，さらに，Rhoシグナルの関与について，最新の知見を含めて概説する．


1. はじめに
生体を構成するすべての細胞は，重力，引張力など多様な力学的環境にさらされている．細胞は，細胞内外の機械的シグナル（メカニカルストレス）を感知し，これを化学的シグナルに変換して，その形態や増殖・分化・運動能を変化させる．このように細胞が機械的シグナルを感知・伝達し，応答する機能は細胞の力覚応答と呼ばれ，生体の発生過程や恒常性維持において重要な役割を担っている．その破綻は器官形成不全，筋萎縮，骨粗鬆症，循環器疾患，がんなど多様な疾患の発症にも関与しており，生理的・病理的にも重要である．
細胞は，力学的シグナルに応答して細胞骨格を再構築する．たとえば，血管内皮細胞は，血流や血圧による剪断応力や伸展張力などの力学的シグナルによって細胞骨格と細胞形態を変化させ，血管内環境の恒常性維持に寄与している1）．また，上皮細胞は，細胞外基質の硬さに依存して細胞骨格や細胞接着を変化させ，運動能や増殖・分化・細胞死などを制御することもよく知られている2）．機械的シグナルを受容・伝達するメカノセンサー分子としては，以前から細胞膜上の機械受容チャネルが同定されており，細菌の機械受容チャネルについては機械的刺激による立体構造変化など詳しい解析がなされている3, 4）．一方，近年，非チャネル型の新たなメカノセンサー分子として，細胞骨格や細胞接着に関わる分子が次々と同定されており，細胞の力覚応答における細胞骨格，細胞接着の重要性が注目されている．本稿では，細胞の力覚応答における細胞骨格，細胞接着装置の役割と，力学的刺激による細胞骨格再構築の制御機構について概説する．

2. 細胞骨格とメカノセンシング
細胞骨格はアクチン繊維，微小管，中間径フィラメントから構成される．アクチン繊維と中間径フィラメントは細胞間や細胞–基質間接着装置に繋留されており，細胞全体に網目状のネットワークを構築している．したがって，これらの細胞骨格や細胞接着装置は，細胞に外力が加わった際に最初に力を感知するメカノセンサー装置として機能すると考えられる（図1）．一方，各々の細胞骨格は異なる性質を持ち，力覚応答における機能も異なることが明らかとなってきた．本節では各々の細胞骨格のメカノセンサーとしての機能について述べる．
[image: ]図1 上皮細胞の力学的環境の模式図

1）アクチン繊維とメカノセンシング
アクチン繊維は単量体アクチンの重合により形成される．アクチン繊維は動的な性質を持ち，細胞内では多くの結合タンパク質によって，重合・脱重合や束化や分枝・網目構造の形成と崩壊が制御されている．このようなアクチン骨格の再構築は細胞の形態変化，運動，接着，極性化，分裂，輸送など多様な細胞活動において中心的な役割を担っている．細胞に機械的刺激が加わると，一過的にアクチン繊維が崩壊し単量体アクチン濃度が増加する．このとき，アクチン結合タンパク質フォルミンファミリーが活性化されアクチン重合核を形成し，新たなアクチン繊維の形成が促進される5）．また，本稿では詳しく述べないが，機械的刺激によるアクチン重合は転写制御因子の核移行を促進し，細胞の増殖や分化を制御している．転写因子SRFの活性化因子であるmegakaryoblastic leukemia （MKL）/myocardin-related transcription factor （MRTF）は，通常の条件ではアクチン単量体と結合して細胞質にとどまっているが，血清刺激や機械的刺激によってアクチン重合が促進されるとアクチン単量体から解離し，核移行と標的遺伝子の転写が促進される6, 7）．また，Hippo経路によって負に制御される転写制御因子であるYAP/TAZも，機械的刺激によってアクチン重合が促進されると，核移行が促進される8）．このように，アクチン骨格はメカニカルストレスにより迅速に再構築される構造であり，力覚応答における役割やその分子機構が注目されている．
ストレスファイバーは非筋細胞で観察される10～30本のアクチン繊維とミオシンからなる繊維束で，細胞に収縮力を発生させる主要な構造である．ストレスファイバーを構成するアクチン繊維はα-アクチニンによって架橋されており，非筋型ミオシンとトロポミオシンが周期的に分布している9）．ストレスファイバーは両端が細胞–基質間接着装置である接着斑（focal adhesion）や細胞間接着装置であるアドヘレンスジャンクション（AJ）に接続されており，接着端間に収縮力を発生させる．ストレスファイバーは古くから細胞機能に重要な役割を果たすと考えられ，その性質が研究されてきた10, 11）．近年，アクチン繊維自体がメカノセンサーとして機能することが示された．単離したストレスファイバーを用いて，アクチン繊維は引張された状態ではアクチン切断因子であるコフィリンが結合しにくくなり，コフィリンによる切断を受けにくいことが示された．さらに，血管内皮細胞を用いて，コフィリンは弛緩した状態のストレスファイバーに結合しやすいことが示された12）．アクチン繊維は右巻きらせん構造をとるが，コフィリンが結合したアクチン繊維ではらせんがさらに右にねじれた構造を持つことが電子顕微鏡解析により示されている13）．アクチン繊維は引張によってらせんのピッチが長くなるとコフィリンが結合しにくい構造となり安定化され，弛緩してピッチが短くなるとコフィリンが結合しやすくなり切断されやすくなると考えられる．このように，アクチン繊維は引張力の負荷・消失でそれ自身の安定性が制御されるメカノセンサーとしての機能を持つと考えられる．
また，アクチン繊維の伸長はアクチン繊維とミオシンIIの相互作用を促進することも示されている14）．蛍光タンパク質GFPを付加したミオシンIIのサブフラグメント（S1）を細胞性粘菌に発現させ，これをプローブとして，GFP-S1がより張力のかかる部位にあるアクチン繊維と結合することが示された．アクチン繊維のピッチの長さは，ミオシンが結合した状態では0.2％長いことがX線構造解析により示されており15），ミオシンIIは伸長されたアクチン繊維に対してより高い親和性を持つと考えられる．引張力によってアクチン繊維が伸長するとミオシンIIの結合が促進され収縮力が発生すると推測され，この場合もアクチン繊維自身がメカノセンサーとして力学的刺激に応答して，フィードバック的に機能している可能性が考えられる．これらの報告から，アクチン繊維には，らせん構造の伸縮性により，引張される部位のストレスファイバーではミオシンが結合し張力を発生し，逆に，張力のかからない部位ではコフィリンが結合し，不要なストレスファイバーが崩壊するという合理的なシステムが存在することが推定される16）．アクチン繊維は筋細胞，非筋細胞いずれにおいても，コフィリンやミオシン以外にも多様な結合タンパク質による制御を受けている．引張によるアクチン繊維の構造変化はこれらの他のアクチン結合タンパク質の結合・解離にも影響する可能性があり，今後の研究の進展が期待される．

2）微小管とメカノセンシング
微小管はアクチン繊維と同様にすべての真核生物が保有する細胞骨格であり，細胞内輸送，分裂，繊毛形成など，多様な細胞機能に関与している．微小管はαチューブリンとβチューブリンが1 ： 1で結合したヘテロ二量体が重合したプロトフィラメントを基本構造とし，これが13本結合した管状の構造をとる．微小管は，中心体や紡錘体極など微小管形成中心を重合核として主に形成され，重合・脱重合で伸長と崩壊が起こる動的不安定性を持つ繊維構造であり，種々の結合因子により重合・脱重合の制御を受ける他，微小管自体の翻訳後修飾によりその安定性が制御されている17, 18）．
微小管は，浸透圧や力の負荷によって，その長さが変化することや，張力の負荷で形成が促進されることが報告されており，メカノセンシングとの関連が示唆されている19, 20）．しかし微小管自体にメカノセンサー機能があるかどうかは不明である．線虫Caenorhabditis elegansのβチューブリンをコードするmec-7の欠失変異体は触覚を欠く変異体であるが，触覚ニューロンにおける接触依存的な受容体電位変化は，mec-7の欠損で減少するものの，完全には喪失しない21）．このことから，少なくともこの系では力を受容する過程に微小管は必須ではないと考えられる22）．

3）中間径フィラメントとメカノセンシング
中間径フィラメントは多くの動物細胞に存在する丈夫な繊維構造であり，核を取り囲む密な網目構造が辺縁部まで到達し，細胞間接着部位ではデスモソームに，細胞–基質間接着部位ではヘミデスモソームに繋留されている．中間径フィラメントの構成タンパク質はタイプI～Vに分類され，組織特異的な発現分布を示す．基本的な構造は共通しており，ヘッド，ロッド，テイルの三つのドメインからなり，ロッドドメインで会合して二量体を作り，これが結合して基本構造となる四量体を形成し，この四量体がさらに重合して中間径フィラメントとなる．たとえば，上皮細胞で特異的に発現するケラチン繊維はタイプIとタイプIIが会合したヘテロ二量体から形成され，また間葉系細胞や未分化の細胞に存在するビメンチンはタイプIIIに属し，1種類のタンパク質のホモ二量体から形成される．中間径フィラメントは不溶性が高く，当初は安定で静的な構造と考えられていたが，重合と脱重合を繰り返す動的な構造であることや，リン酸化で速やかに脱重合するなど種々の翻訳後修飾により重合・脱重合や安定性が制御されていることが明らかとなり23, 24），現在では動的に構造変化する細胞骨格であると考えられている．
中間径フィラメントは上皮細胞，筋細胞，ニューロン軸索など，力学的負荷が強くかかる細胞に多く発現しており，細胞に構造的な強度を与え，力学的負荷に対して細胞構造を保守する働きを持つ25, 26）．単離した中間径フィラメントは平均2.6倍も伸張することや27），細胞への力負荷によって中間径フィラメントが変形することも生細胞で観察されており28），メカノセンシングへの関与も示唆されている．中間径フィラメントのうちビメンチンは，細胞の収縮力の有無で構造変化することが示されている．システインショットガン法（タンパク質が構造変化した際に，タンパク質の内部から表面に露出するシステイン残基を検出する方法）により，ミオシンII阻害剤Blebbistatinの有無で構造変化する細胞内タンパク質としてビメンチンが同定された29）．また，後述のように，我々は，単層上皮細胞で主に発現するケラチン18の発現を抑制すると，力学的刺激で誘発されるRhoAの活性化やストレスファイバーの形成が抑制されることを明らかにした30）．このように，メカノセンシングにおいて中間径フィラメントは重要な役割を担っていると考えられるが，中間径フィラメント自身がメカノセンサーとして機能しているかどうかなど，その分子機構は不明であり，今後解決すべき課題である．


3. 細胞間，細胞–基質間接着とメカノセンシング
上皮細胞が隣接細胞間に形成する細胞間接着装置や，細胞外基質との間に形成する細胞–基質間接着装置にはアクチン繊維や中間径フィラメントが繋留されている（図1）．MDCK細胞では細胞間におよそ100 nNの力が発生し，互いに張力を伝えている31）．力学的シグナルは主に細胞間や細胞–基質間接着部位から入力され，その結果起こるシグナル伝達，細胞応答によって接着部位の接着複合体や接着部位に繋留される細胞骨格が増強される32）．実際にアクチン繊維や微小管を蛍光タンパク質で可視化した細胞を用いて，ガラス微細針で局所を引っぱると，引っぱった方向と平行にストレスファイバーや微小管が形成，増強される20）．細胞がいかにして接着部位で力を感知し，化学的シグナルに変換し，細胞骨格を増強するのか，本節では上皮細胞の接着部位におけるメカノセンシング機構や，力学的刺激による接着構造の増強機構について，概説する．
1）アドヘレンスジャンクション（AJ）とメカノセンシング
AJは隣接細胞間の接着部位において，膜貫通タンパク質であるカドヘリンが細胞外で同種結合し，細胞内ではαカテニン，βカテニン，ビンキュリンなどと複合体を形成し，アクチン繊維を繋留する接着構造である（図2上）．上皮細胞ではAJは細胞の頂端側で，タイトジャンクション（TJ）よりも基底側に形成され，細胞から細胞へと連続して形成され接着帯を構築する．この性質によって上皮細胞シートの集団としての運動や形態形成が可能となる．AJの成熟にはアクチン骨格依存的な張力が重要であることが，AJに発生する張力を測定する実験によって示されている33）．この現象はカドヘリンをコートしたビーズを細胞に付着させ，細胞間の張力を模した引っぱり刺激を与えるという，より直接的な手法でも証明されている34）．また，張力のかかる細胞間接着部位にはビンキュリンが集積するが34），このとき，αカテニンがメカノセンサーとしてビンキュリンの集積に関与することが示されている35）．αカテニンの種々の欠失変異体を用いた実験によって，αカテニンのビンキュリン結合部位は通常は分子内に隠れた状態にあるが，カドヘリン–αカテニン複合体にストレスファイバーからの張力が加わると，張力依存的にαカテニンの中央ドメインが引き伸ばされてビンキュリン結合部位が露出し，ビンキュリンが結合できるようになり，ビンキュリンの集積とAJの成熟が起こるというモデルが提唱されている．
[image: ]図2 細胞間接着装置の構造と主な構成タンパク質


2）デスモソームとメカノセンシング
上皮細胞では，デスモソームが細胞間接着部位に形成される．デスモソームではAJとは異なる種類のカドヘリン（デスモソーマルカドヘリン）が細胞外で同種結合し，細胞内ではプラコフィリン，プラコグロビン，デスモプラキンなどと複合体を形成し，そこにケラチン繊維が繋留されている（図2下）．未分化の上皮細胞のデスモソームはAJと同様にカルシウム依存的だが，分化に応じてカルシウム非依存的なより安定な接着構造を形成し，これが上皮組織のバリア機能やメカニカルストレスを受けた際の構造維持などの耐性に重要であることが知られている．近年，張力依存的にデスモソームが増強されることが報告され，メカノセンシングにおけるデスモソームと中間径フィラメントの重要性が注目されている．カエル胚細胞にC-カドヘリン（カエル胚細胞のAJとデスモソーム両方の構成に関わる）をコートしたビーズを付着させ，細胞間の張力を模した引張力を与えると，細胞間接着部位にプラコグロビンが集積し，繋留されるケラチン繊維も増強されることが示された36）．しかし，張力によるプラコグロビンの集積機構など，メカノセンシングの分子機構は明らかとなっていない．一方で，上皮組織自体が発生する張力はAJのアクトミオシン系依存的であり，デスモソームは寄与しないことも示されている37）．このことからメカニカルストレスは未分化の上皮細胞におけるデスモソームの構築過程にのみ影響を及ぼすという可能性が考えられるが，デスモソームの結合の安定性は多様な細胞内シグナルで変化するため38），分化した上皮細胞でもメカニカルストレスがデスモソームの安定性を制御している可能性も否定できない．

3）接着斑とメカノセンシング
接着斑は結合組織にも上皮細胞にもみられる細胞–基質間接着複合体である．その主要な構成因子であるインテグリンはα鎖とβ鎖のヘテロ二量体からなる膜貫通タンパク質で，β鎖は細胞外で細胞外基質と結合し，細胞内でタリンをはじめとするさまざまな構成タンパク質を介してアクチンストレスファイバーを接着部位に繋留している（図3左）．個々の接着斑はおよそ10 nNの力を基質に負荷していることが，動脈平滑筋細胞より単離したストレスファイバーを用いた計測や39），線維芽細胞をシリコーンで形成したマイクロパターン上に接着させた際のシリコーンの歪みの計測によって示されている40）．接着斑は単にストレスファイバーによる張力を基質に伝えるだけではなく，その形成や発達は張力による影響を受け，張力と接着斑の面積は比例関係にある40）．また，接着斑の増大やストレスファイバーの増加は細胞外基質の硬さ依存的であることが示されており，接着斑が基質の硬さを感知するメカノセンサー機能を持つと考えられている41, 42）．
[image: ]図3 細胞–基質間接着装置の構造と主な構成タンパク質

接着斑におけるメカノセンサー分子の探索は盛んに行われており，他の接着複合体と比較すると研究が進んでいる．このうちメカノセンサー機能を持つと最初に報告されたのはp130Casである．p130CasはSrcファミリーチロシンキナーゼの基質であり，FAKと結合することで接着斑に局在する．リン酸化に伴ってアダプタータンパク質Crk, RacのGDP/GTP交換因子DOCK180と三者複合体を形成し，DOCK180によるRacの活性化を亢進させる43）．精製したp130Casタンパク質のN末端とC末端をラバー上に固定し引き伸ばす実験によって，p130Casは分子の引き伸ばしによって基質ドメインが露出し，Srcによるリン酸化が亢進することが示された44）．しかしp130CasはN末端でFAKと接合するが，C末端と結合するタンパク質は同定されておらず，細胞内でメカノセンサーとして機能しているかについては今後の検証が待たれる．
インテグリンは前述したように細胞と細胞外基質を直接つなぐ接着斑の主要構成因子である．インテグリンの接着活性は細胞内シグナルによる制御を受けており，インテグリンβ鎖に接着斑タンパク質であるタリンが結合するとインテグリンが構造変化して活性化し，細胞外基質との接着が亢進する45, 46）．タリンによる細胞内からの制御機構に加えて，細胞外からの引張力やストレスファイバーによる張力によっても，細胞外基質に対するインテグリンの親和性が高まることが知られている．精製タンパク質を用いて結合力を評価すると，インテグリンα5β1は10～30 pNの張力が負荷されると，細胞外基質であるフィブロネクチンとの結合寿命が延びることが示された47）．張力の負荷で受容体とリガンドの親和性が高まる現象はキャッチボンドと呼ばれており，真核生物ではインテグリンとフィブロネクチンの結合の他にもP-セレクチンとそのリガンドPSGL-1の結合が知られている48）．インテグリンは自身のもつキャッチボンドの性質によって，メカノセンサーとして機能している可能性がある．
タリンは接着斑においてインテグリンとストレスファイバーをつなぐ分子である．タリンは分子内にビンキュリン結合部位を多数保有する．ビンキュリンはアクチン繊維やα-アクチニンと結合するので，タリンとビンキュリンの結合は接着斑やそこに繋留されるストレスファイバーを増強する．タリンのビンキュリン結合部位は通常は分子内相互作用により隠されているが，N末端とC末端を引き伸ばすとビンキュリンの結合が促進することが精製タンパク質を用いて示されている49）．また，細胞内でタリンがインテグリンとアクチン繊維をつなぐように配向することや50），タリンの構造変化はミオシンII依存的に生じることも示されており51），タリンは張力依存的な接着斑の増強においてメカノセンサーとして機能している可能性が高いと考えられる．

4）ヘミデスモソームとメカノセンシング
ヘミデスモソームは上皮特異的な細胞–基質間接着複合体であり，インテグリンα6β4が膜貫通タンパク質として細胞外基質と結合している．重層上皮では同じく膜貫通タンパク質であるコラーゲンXVIIも加わりヘミデスモソームが強化される．細胞内ではインテグリンβ4はプレクチンと，コラーゲンXVIIはBP230と結合し，これらがケラチン繊維を接着部位に繋留している（図3右）．ヘミデスモソームは上皮細胞を基底膜に連結する役割を持ち，上皮組織のバリア機能に重要であることが古くから知られているが，さらにメカノセンシング機能についての報告も増えている．線虫の発生過程において，筋組織が発生する張力依存的に筋組織と基底膜をつなぐヘミデスモソームの再構築と成熟がみられる52）．このときヘミデスモソームに発生した張力によってアダプタータンパク質であるGIT-1がヘミデスモソームにリクルートされ，それによってPIX1-Rac-PAK-1を介した中間径フィラメントのリン酸化が促進される53）．また，乳腺上皮細胞は基質が硬い環境では形質転換し間葉系細胞の性質を獲得することが知られているが，このような基質の硬さ依存的な形質転換にはインテグリンα6β4のクラスター形成の抑制，ヘミデスモソーム形成の抑制と，それに伴うPI3K, Racシグナル経路の活性化が関与していることが示された2）．上記の例からもメカニカルストレス応答におけるヘミデスモソームの関与は明らかだが，ヘミデスモソームにおけるメカノセンサーの分子実体はほとんど不明である．プレクチンはインテグリンと中間径フィラメントをつなぐ役割を持ち，分子内に力負荷で構造変化することが知られるスペクトリンリピートを持つことから，メカノセンサーとして機能している可能性が考えられる．プレクチン分子のスペクトリンリピートの一部はSH3ドメインと分子内結合していることから，張力負荷によってプレクチンの構造が変化すると，SH3ドメインが露出し，プレクチンがSH3ドメインを介して他のタンパク質と結合できるようになるという可能性が指摘されている54, 55）．


4. メカノセンシングにおけるRhoシグナルの関与
低分子量Gタンパク質Rhoファミリー（Rho, Rac, Cdc42など）はアクチン骨格の再構築において重要な役割を担っている56）．機械的シグナルによってRhoAの活性化やストレスファイバー形成の促進が認められることから，メカノセンシングにおけるRhoシグナルの関与が注目されている7, 57）．Rhoファミリーの活性はGDPとGTPの結合によって制御されており，GDP-GTP交換因子（Rho-GEF）の働きにより不活性型のGDP結合型から活性型のGTP結合型に変換され，活性化される．本節では機械的刺激による細胞骨格の再構築におけるRho-GEFの役割について，我々の知見を中心に紹介する．
1）メカノセンシングに関与するRho-GEFの同定
Rho-GEFは，Dblホモロジードメインを持つDblファミリーと，Dockホモロジー領域を持つDockファミリーに分類される．ヒトでは70種類のDblファミリーと11種類のDockファミリーが存在する．20種類のRhoファミリーメンバーに対して多様なRho-GEFが存在することによって，細胞骨格の多様な制御が可能になっていると考えられる58）．DblファミリーのGEF-H1とLargは，引張刺激の下流で，それぞれ異なるシグナル経路で活性化され，引張刺激依存的なRhoAの活性化に関与することが示されている57）．
機械的刺激により活性化されるRho-GEFは他にも多く存在すると考えられるが，それを直接証明した報告はきわめて少ない．我々はメカノセンシングに関与するRho-GEFを同定するため，DblファミリーのGEFをそれぞれ発現抑制するshRNAプラスミドライブラリーを作製し，メカノセンシングに関わるRho-GEFのスクリーニングを行った．血管内皮細胞は繰り返し伸展刺激を与えると，伸展方向とは垂直な方向に細胞の長軸とストレスファイバーを配向させる性質がある．ヒト臍帯静脈内皮細胞に各Rho-GEFのshRNAを導入し，繰り返し伸展刺激を与え，刺激後の細胞やストレスファイバーの再配向が影響を受けるかを観察した結果，GEF-H1, Larg, Soloを含む11種類のRho-GEFがこの応答に関与することを見いだした59）．これら11種類のRho-GEFはそれぞれ多様なドメイン構造を持ち，標的となるRhoファミリーも異なっており，繰り返し伸展刺激によるストレスファイバー再配向の制御には，複数の多様なRho-GEFが関与していることが示唆された．

2）Rho-GEF Soloと中間径フィラメントによるメカノセンシング機構
細胞に力学的負荷が加わった際，応力は細胞間や細胞–基質間接着部位に最も強く発生する．上記のスクリーニングで見いだした11種類のRho-GEFを血管内皮細胞に発現させ，局在を観察したところ，Solo（ARHGEF40）は細胞間や細胞–基質間に強く局在し，その場所にアクチンが集積することが明らかとなった59）．SoloはRhoA/RhoCに対するGEFであり60），ゼブラフィッシュではSoloの相同分子であるQuattroが胚発生の原腸陥入時の収れん伸長運動に関わることが報告されているが61），その機能はほとんど不明であった．
我々は，Soloの結合タンパク質として，上皮細胞における主要な中間径フィラメントであるケラチン8/18を同定した30）．さらに，Soloは少なくとも3か所のケラチン結合領域を持つことを示した．次に，引張刺激によるRhoAの活性化に対するSoloやケラチンの関与を検証した．シート状に培養した上皮細胞にフィブロネクチンをコートした磁気ビーズを接着させ，磁石によって細胞に張力を負荷するとRhoAが活性化される（図4）．Soloやケラチンを発現抑制すると，RhoAの活性化が抑制され，両者がともに張力負荷依存的なRhoAの活性化に関与することがわかった．また，細胞は張力を負荷されると，その方向にストレスファイバーを形成，増強させる．このような応答をリアルタイムで可視化解析するため，ガラスボトムディッシュに薄いシリコーン膜を張り，フィブロネクチンでコーティングした上に細胞を接着させ，シリコーン膜を針で引っぱって変形させることで細胞に引張刺激を負荷する系を構築した（図5）．蛍光タンパク質でアクチンを可視化した上皮細胞に引張刺激を負荷したところ，Soloやケラチンの発現抑制によって，引張刺激で新生・増強されたストレスファイバーの数が抑制されることがわかった．以上の結果から，Soloとケラチン繊維は，引張刺激依存的なRhoAの活性化とストレスファイバーの強化に関与することが明らかとなった30）（図5D）．力刺激によるSoloの活性化機構は不明であるが，Soloが複数か所でケラチン繊維と結合することから，ケラチン繊維の構造変化によってSoloが立体構造変化し活性化する可能性が考えられる．
[image: ]図4 引張刺激によるRhoAの活性化におけるSoloとケラチンの関与

[image: ]図5 引張刺激によるストレスファイバー形成におけるSoloとケラチンの関与



5. おわりに
力学的環境に対する細胞や組織の応答機構の解明を目指す「メカノバイオロジー」と呼ばれる融合研究領域が，バイオエンジニアリングと細胞生物学的手法の発展に伴い急速に進展している．細胞–基質間に発生する張力の計測は蛍光ビーズ法（蛍光ビーズを包埋したゲル上に細胞を培養し，ビーズの動きからゲルの歪みを計測する）が最も利用されており，これまでに接着斑およびストレスファイバーのサイズや局在が細胞の張力と相関することが示されている62）．さらに近年，細胞接着部位や細胞骨格に発生する力をモニターする張力センサープローブの報告が相次いでいる．張力で構造変化すると想定されているタンパク質の内部に張力で構造変化する弾性リンカーを組み込み，タンパク質の構造変化を両末端に付加した蛍光タンパク質のFRET （fluorescence resonance energy transfer）で検出する手法である．これまでに，ストレスファイバーなどのアクトミオシン系の張力プローブとしてアクチン結合タンパク質のα-アクチニン，フィラミン，スペクトリン，また接着部位の張力プローブとしてカドヘリン，PECAM-1，ビンキュリンを用いたプローブの報告がある63）．これらのプローブは多細胞系でも適用例があり，また他のタンパク質にも応用が可能である．こうした力の測定と細胞骨格変化を生細胞で同時計測可能な技術がさらに進展することによって，メカニカルストレスによる細胞骨格制御の分子機構のさらなる解明が期待される．
我々の体を構成するすべての細胞がメカニカルストレスを受けており，適切な力覚応答によって恒常性を維持している．その破綻は多くの病気の原因となっていると予想される．メカノセンシング機構の解明が進むことによって，これまで化学的シグナルだけでは説明できなかった問題について多くの新たな知見が生まれ，さまざまな疾患の病因解明，診断，治療や健康の維持に役立つことが期待される．
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[image: ]図2 細胞間接着装置の構造と主な構成タンパク質

アドヘレンスジャンクション（AJ，上）とデスモソーム（下）の模式図．AJやデスモソームは隣接する細胞間に形成される接着構造で，前者はアクチン繊維，後者は中間径フィラメントを繋留する．AJでは，力が加わるとαカテニンが引き伸ばされてビンキュリン結合部位が露出し，その結果繋留するストレスファイバーが増強され，AJが成熟すると考えられている．デスモソームでは，力がかかる部位にプラコグロビンがリクルートされ，繋留する中間径フィラメントを増強するというモデルが提唱されている．
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[image: ]図3 細胞–基質間接着装置の構造と主な構成タンパク質

接着斑（左）とヘミデスモソーム（右）の模式図．接着斑やヘミデスモソームは細胞–基質間に形成される接着構造で，前者はアクチン繊維，後者は中間径フィラメントを繋留する．接着斑ではメカノセンサー候補となるタンパク質が複数同定され，張力による接着斑成熟の分子機構のモデルが提唱されている．p130Casは張力で引き伸ばされるとリン酸化が亢進し，Racの活性化を促進させる．タリンは張力で引き伸ばされてビンキュリン結合部位が露出し，その結果繋留するストレスファイバーが増強される．インテグリンは張力がかかると，キャッチボンドにより細胞外基質との親和性が増加する．ヘミデスモソームでも，力の負荷で繋留される中間径フィラメントが増強することが知られており，プレクチンの関与の可能性が提案されている．
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[image: ]図1 上皮細胞の力学的環境の模式図

細胞に力が加わると，メカノセンサータンパク質により細胞内にシグナルが伝達される．細胞間や細胞–基質間接着部位は応力が最も強く発生する部位であり，繋留されるアクチン繊維や中間径フィラメントは力の感知に関与すると同時に，その後のシグナル伝達により強化されて力学的環境に適した構造に再構築され，さまざまな細胞応答に寄与する．細胞膜上の一次繊毛や，イオンチャネル，カベオラも力の感知に寄与する．



OEBPS/image/figureP3.png





OEBPS/image/figure2.png
TEALY RS w923y

pI20HFZY  ahFI

F5a5AEL DDA
N7 70709500

/A

AEY—L

N

JZa50EY
FREIFEXY

F5a724Y

Tt —

TAEY—TI PRIETAS A
®H

4R

AARaRY || MR






OEBPS/image/figure4.png
A KABE S

:‘ e—

T /1 -~ Ggntsrsah

STty — rumm
B siCont. siSolo #1 siSolo #2 c siCont. siK18 #1 siK18 #3
HiAEH 0 310 0 310 0 3 10 (min)  HHBF 0 3 10 0 3 10 0_3 10 (min)

e — = = = |<RnoA-GTP — = — — — ]«RhoAGTP

’—---....4'?1‘0/'\ ..-—m--<|$h‘ujlk
o 25 il n.s. n.s. (03) 7] 25 bl n.s. n.s. (03)
<c(> 2 <o 2
£315 £315
e HE 1
% R
HHE#E 0310 0 310 0 3 10(min) HAAKF 0310 0 310 0 3 10(min)

siCont. siSolo #1 siSolo #2 siCont. siK18 #1 siK18 #3






OEBPS/cover.png
3|

FrERT 47

OEEABOIEOL L] £P  RRSRANOT £bY

P

OEEERTMOA B/ 4>y I BT SEMAS, ERE
20miE

OE/ AEFHOBATRE /I KOBEIGES IR B
om%

OUERATHOUN S 3 EUUAROMBRN
OAFHHSBRRET Tol SRS DRI

Hhvw>
@BENRS DNA UL BILE Y BN R PP ERRRE
(<5055 LRRERN

OIEBE T X 0TY 5 MMOEEE M EARER
TR B0 S G

OEBIEO7 RUKSL/IREES T I FANTEO
ST
OFUEIBOT U 7RIS > THE S NS MBI
O AMEMEAGT CAPS) DM
OIHEBRONTF K EHTARBT SFRT YL MM
*

OE WHOMMANAFS ENLAY TS MERCSSH
3

CUSH oL ANBEMIENNC 50 SERRRAT 5T
5= 52K XY ORR

@I O RIKS ¢ (< 5 S GEHMMN
WIS S HIV-Eay € 7L A BB OB RS MNTRO
B £ EOMIMOLHOLA — 5 — OB

Ot FRORTEMEHL 7 F> DS REER

OXF R SESRTMBMEE AL LML TFOMIO
REERS I RAOBR

aswmsa A ARELES

THE JAPANESE BIOCHEMICAL SOCIETY

TEL.03-3815-1913 FAX.03-3815-1934

No42016






OEBPS/image/figureP1.png





OEBPS/image/figure1.png
—REE  AXTFrR)N WRAS PREEI«SA

am‘aqn

Ah/eY—

e# T+ 0
M

AR AREME
R 2N

M MR AR
@EEe WA BT

MR- ERERE R





OEBPS/text/figure4.xhtml
[image: ]図4 引張刺激によるRhoAの活性化におけるSoloとケラチンの関与

（A）引張刺激の負荷実験系．シート状に培養した上皮細胞にフィブロネクチンコートした磁気ビーズを付着させ，永久磁石で上方に引張刺激を与える．（B, C）一定時間の磁力負荷後に細胞を回収し，RhotekinのRho-binding domain （RBD）を用いたプルダウンにより，細胞内の活性型RhoA量の変化を比較した．コントロール細胞では引張刺激により活性型RhoA量が有意に増加したが，Soloの発現抑制や（B, siSolo），ケラチン18の発現抑制（C, siK18）によってこの応答は抑制された．（A～C）文献30より一部改変し転載．
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[image: ]図5 引張刺激によるストレスファイバー形成におけるSoloとケラチンの関与

（A）引張刺激によるストレスファイバー形成の実験系．ガラス微細針でシリコーン膜を動かすことで，細胞に引張刺激を加える．（B）YFP-Lifeactでアクチンを可視化した細胞の応答．右は白枠内のキモグラフと蛍光強度変化．引張刺激によるストレスファイバーの増強が認められる．（C）引張刺激により増強・形成されたストレスファイバーの本数．Soloやケラチン（K18）の発現抑制によってこの応答は抑制された．（D）メカノセンシングにおけるSoloとケラチン繊維の機能のモデル．Soloとケラチンの相互作用は，張力によるRhoAの活性化，およびストレスファイバーとケラチン繊維の形成，強化に重要な役割を持つ．（A～C）文献30より一部改変し転載．
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