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研究成果の概要（和文）：細胞内アクチン骨格の動的な状態は様々なアクチン結合タンパク質に

依存したアクチンの重合と脱重合によって制御されている。本研究において私たちは、光活性

化蛍光タンパク質を用いた FDAP 解析を用いて細胞内の遊離したアクチンやコフィリンの濃度

を測定した。その結果、コフィリンは、細胞内の遊離アクチンの半分を生成していることやコ

フィリンが非常に速い速度でアクチン線維と結合･解離を行っていることを見出し、このような

動的状態が細胞の運動量を決定していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Actin cytoskeleton dynamics are regulated by a variety of 
actin-binding proteins, which cooperatively act in the assembly/disassembly and 
reorganization of actin filaments in cells. In this study, we have assessed the 
concentration of actin monomer or cofilin in the cytoplasm of living cells by the 
fluorescence decay after photobleaching (FDAP) assay. We found that cofilin is involved 
in the generation of more than half of the actin monomers in the cytoplasm. We also found 
that cofilin exhibits fast turnover between cytoplasm and actin filaments. These results 
suggest that the degree of dynamics of actin or cofilin determines the capacity of cell 
motility. 
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１．研究開始当初の背景 

 刺激に対する細胞の形態変化や運動は、
細胞内のシグナル伝達に伴うシグナル分子

の活性化や局在変化とそれに続く細胞骨格
の再構築によって引き起される。このよう
な細胞内のシグナル伝達分子は動的に局在
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を変化させ、標的となる部位への局在と離
脱を繰り返している。シグナル伝達分子は、
その分子の活性化状態と共に、働く場所に
存在する時間によってその働きは大きく異
なると考えられ、また、細胞骨格において
は、構築された構造の構成分子のターンオ
ーバー速度によって同じ形でもその役割が
多様に変化することが推測される。このよ
うな細胞活動の複雑な分子メカニズムを正
確に理解するためには分子の活性変化と共
にその局在やターンオーバー速度といった
ダイナミクスを考慮した時空間的な解析が
必須である。私たちは、アクチン線維の脱
重合因子であるコフィリンをリン酸化して
不活性化するLIMキナーゼを発見し、さらに、
活性化する脱リン酸化酵素Slingshotの同定に
成功し、コフィリンによるアクチン骨格の再構
築制御機構を解明してきた。さらに、コフィ
リンのアクチン骨格ダイナミクスに対する
作用を解析するために、可逆的に蛍光の退
色と発色が可能な光活性化蛍光タンパク質
であるDronpaを用いて細胞内のG-アクチン
とF-アクチンの存在比率の変化を測定する
方法の開発に成功した。また、Dronpaの退
色と発色を何度でも繰り返し行なうことが
できるという特性を活かして、局所におけ
るタンパク質の存在量の時間的変化を定量
的に測定することに成功した。この方法を
用いることで、細胞内のタンパク質の細胞
内骨格や細胞膜に対する結合と解離の平衡
状態を追跡することが可能であり、細胞内
の様々な分子に対して応用することで、細
胞内のタンパク質の動的状態（ダイナミク
ス）が持つ意義を明らかにしていくことが
可能であると考えられた。 
 
２．研究の目的 

本研究は、可逆的な光活性化蛍光タンパク
質Dronpaを用いた融合タンパク質の生細胞
内局所における存在量のリアルタイム定量
測定とターンオーバー速度の測定方法の開
発と細胞内分子の時空間的な流動性（ダイ
ナミクス）の調節によって細胞骨格リモデ
リングやシグナル伝達の作用を変化させる
新たな制御機構の解明を目的とする。最初
に、細胞骨格についてアクチンをモデルと
して、増殖因子刺激や極性形成を促した細
胞における細胞内の単量体として遊離した
G-アクチンと重合して繊維状となったF-ア
クチンの局所と存在量の変化、また、その
ターンオーバー速度をDronpa-アクチンを
用いてリアルタイムで測定する。また、
Dronpa-コフィリンを用いて、局所のアクチ
ン骨格におけるコフィリンの存在量とその
ターンーオーバー速度の変化とアクチン骨
格ダイナミクスの相関を解析する。さらに、
脱重合されたG-アクチンの再重合の時空間

的制御を明らかにする。これらの解析によ
って、アクチン線維の構造のダイナミクス
と重合と脱重合の制御が細胞形態、移動や
極性形成に寄与するメカニズムを明らかに
する。次に、この手法を用いて微小管を構
成するチューブリン分子の重合と脱重合の
ダイナミクスの変化を解析し、細胞運動や
細胞分裂時における微小管ダイナミクスの
生理学的意義を明らかにする。さらに、神
経細胞の樹状突起の発達における伸展や分
岐におけるアクチン骨格のダイナミクス調
節を解析し、樹状突起の形成とその可塑性
における細胞骨格のダイナミクスの役割を
解明する。また、細胞内シグナル伝達にお
けるシグナル分子のダイナミクスがもつ意
味を明らかにするために、細胞外刺激に応
じて細胞質から細胞膜に局在を変化させる
低分子量Gタンパク質や核内へ移行するキ
ナーゼ、核内外シャトルするタンパク質に
ついて各部位における存在量、シャトルの
流量を測定しその生物学的意義を解明する。 
 

３．研究の方法 

（１）Dronpaを用いた細胞内遊離アクチン濃
度の測定 
 蛍光発色と退色を可逆的に変換できる蛍
光タンパク質Dronpaを融合したアクチンを
ヒト乳癌由来MCF-7細胞に発現させた。最初
に細胞内の全てのDronpaを488 nmの励起光に
より退色させ、その後、任意の関心領域(ROI)
内を458 nmの励起光を照射しDronpaの蛍光発
色を回復させると同時にDronpaの蛍光の分
布を経時観察した。Dronpaはアクチンの挙動
と一致しROI内の蛍光強度の減衰はG-アクチ
ン濃度に依存するため、蛍光減衰パターンか
らROI内の相対的G-アクチン濃度を算出した。
こ の Fluorescence Decay After 
Photoactivation (FDAP)解析により細胞内の
G-アクチン濃度を定量測定した。さらに、こ
の FDAP 解 析 を 繰 り 返 す Sequential-FDAP 
(s-FDAP)法を用いて細胞内のG-アクチン濃
度変化を測定した（研究成果（１）参照）。 
 
（２）神経細胞の神経突起形成とLIMキナー
ゼの機能解析 
 Neuro2aマウス神経芽腫細胞に対して、カ
ルシウムイオノフォアであるイオノマイシ
ンを終濃度1.5 Mで添加し、48時間後に細胞
を固定して神経突起の形成を観察した。LIM
キナーゼの発現抑制は、マウスのcDNA配列よ
り 標 的 配 列 を 選 定 し
（5'-GAAGGACTACTGGGCCCGC-3')shRNA発現プ
ラスミドを作製した。これをNeuro2a細胞に
導入し、上記の神経突起形成の誘導を行った。 
 
（３）コフィリンの細胞内におけるダイナミ
クスの計測 



 

 

 コフィリンに Dronpaを融合させ、COS細胞
に発現させた。Dronpa-アクチンで行った
FDAP解析を細胞内の細胞質、アクチンの重合
部位で行い、遊離したコフィリンの相対量、
拡散速度を測定した。同時に、YFPを付加し
たコフィリンを用いてFluorescent Recovery 
After Photobleaching (FRAP)解析を行い、
コフィリンのアクチン線維への結合と解離
のターンオーバー速度を測定した。 
 
（４）微小管のダイナミクスに対するFurry
の機能解析 
 Furryの発現抑制を行い細胞分裂における 
Furryの機能を解析した。ヒトFurryのcDNA配
列 よ り 標 的 配 列 を 選 定 し （ 5'- 
AATGGCTCCAGTCACAGAA -3') shRNA発現プラス
ミドを作製した。これをHeLa細胞に導入し、
染色体の分離、紡錘体の形状に対する影響を
解析した。さらに、Furryに結合するタンパ
ク質を質量分析機を用いたプロテオミクス
解析によって解析した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞内遊離アクチン濃度変化の測定方
法の確立 
細胞内におけるDronpa-アクチンの蛍光発色
後の拡散による蛍光強度の減衰から局所に
おける遊離アクチン濃度の測定を行うDFAP
解析をさらに発展させ、FDAP解析を連続して
繰り返し、細胞内のROIにおける遊離アクチ
ン濃度の変化を測定するSequential-FDAP 
(s-FDAP)法を開発した(図1A）。Dronpaアクチ
ンを発現させた細胞に対して全体を退色さ
せ、局所のROIを発色後、その直後のROI内の
蛍光強度と40ミリ秒後の蛍光強度を測定し、
その差を拡散するG-アクチンの相対的な濃
度とした。10秒毎にこのサイクルを繰り返し
ROIにおけるアクチン濃度変化をリアルタイ
ムに計測した（図１B, C)。その結果、各時
間の観測点で発色直後と40ミリ秒後の安定
した蛍光輝度の差が測定され、細胞内のアク
チンの状態を反映していることが示唆され
た。この結果をもとに、細胞内のG-アクチン
濃度の変化を測定できることを検証するた
め に ア ク チ ン 脱 重 合 阻 害 剤 で あ る
Jasplakinolideを用いて解析を行った。その
結果、Jasplakinolideの濃度依存的に添加後
の細胞内のG-アクチン濃度の低下が観察さ
れた(図2）。これらの結果から、この方法に
よって細胞内のG-アクチン濃度の変化をリ
アルタイムに計測できることが明らかにな
った（文献4）。 
 
（２）刺激依存的な細胞運動における遊離ア
クチン濃度変化と運動量の相関解析 
細胞内遊離するタンパク質の濃度変化を測
定する方法が確立されたため、細胞に対する 

図1.s-FDAP法による細胞内G-アクチン濃度変化の

測定．A.s-FADP解析の操作手順．B.ROI内の蛍光輝

度変化．緑：光活性化直後のROI内の蛍光輝度、青：

光活性化40 ms後のROI内の蛍光輝度、赤：光活性

化40 ms後と光活性化直後のROI内の蛍光輝度の差． 

 

図2.Jasplakinolideによる細胞内G-アクチン濃度

変化の測定．Dronpa-アクチンを発現させたMCF-7

細胞に対してJasplakinolideを示した各濃度で添

加後、s-FDAP法によりG-アクチン濃度の変化を測

定した。 

 
生理的な刺激による細胞運動の誘導時にお
ける細胞内G-アクチン濃度の変化と細胞運
動におけるその役割を解析した。MCF-7細胞
に対してEGF様の増殖因子であるNeuregulin
を添加して運動性を亢進させ、細胞内G-アク
チンの濃度変化と細胞の形態変化との相関
を解析した(図3)。その結果、刺激後90秒程
度で急激なG-アクチン濃度の低下が観察さ
れ、刺激依存的なアクチンの重合が促進し、
約5分後までにG-アクチンの40%が重合され
ることが明らかとなった。また、細胞の形態
変化による面積の変化を同時に観察した結
果、細胞形態の変化はG-アクチン濃度が低下
した後で増加を始めることが明らかとなっ
た。これらの結果から、初期のアクチン重合
は細胞周辺から突出する葉状仮足形成を行
っているのではなく、葉状仮足はその後のア



 

 

クチンのターンオーバーによって形成され
ていることが強く示唆された(図3下段、文献
4)。 
 

図3.Neuregulin刺激によるMCF-7細胞の運動性亢

進(葉状仮足形成）と細胞内G-アクチン濃度変化の

相関解析．上段．Neuregulin刺激依存的な葉状仮

足形成の経時観察．MCF-7細胞に対してYFP-アクチ

ンを発現させ、Neuregulin (NRG)を50 ng/mｌで添

加した。細胞形態はYFP-アクチンにより可視化し

た．Bar, 20 m. 下段．Neuregulinの添加による

G-アクチン濃度の低下（右側縦軸）と細胞の面積

増加（左側縦軸）の経時変化． 

 
 次に、刺激依存的なG-アクチンの濃度変化
と細胞の形態変化（葉状仮足の突出）の相関
を 解 析 し た 。 MCF-7 細 胞 に 対 し て
Jasplakinolideを添加し、細胞内のG-アクチ
ン量をJasplakinolideの濃度依存的に低下
させ、その後、Neuregulinを添加して細胞運
動 を 誘 導 し た ( 図 4A) 。 そ の 結 果 、
Jasplakinolideによる細胞内のG-アクチン
濃度の低下と共に刺激依存的なG-アクチン
濃度の低下量は減少し(図4A)、刺激により突
出する葉状仮足の面積が減少した(図4B)。刺
激依存的なG-アクチン濃度の低下量と葉状
仮足の面積の相関を解析すると強い正の相
関が得られ、刺激依存的な一過的アクチン重
合の量がその後に続く細胞形態変化の量を
決定していることが強く示唆された（文献4）。 
 

（３）神経突起形成における LIM-キナーゼの
機能解析 
LIM キナーゼによる細胞内アクチン骨格の動
的状態の制御の役割を明らかにするために、
培養神経細胞の神経突起形成における機能
を解析した。 Neuro2A 神経芽細胞はカルシウ
ムイオノフォアの刺激によって神経突起形
成が促進されるため、LIM キナーゼの発現を
shRNA によって抑制し、カルシウムイオノフ
ォアの刺激を行った。その結果、刺激依存的
な神経突起の増加が抑制された(図 5, 文献

図 4.Jasplakinolide による G-アクチン濃度の低

下後の Neuregulin 刺激による細胞内 G-アクチン

濃度変化と葉状仮足形成の相関解析．A．各濃度の

Jasplakinolide 添加後の G-アクチン濃度の低下

とその後の Neuregulin 刺激依存的な G-アクチン

濃度変化．B．各 Jasplakinolide 添加後の

Neuregulin刺激依存的な細胞の面積増加の経時変

化． 

 
6)。さらに、そのシグナル経路を解析した結
果、CaMKIV が LIM キナーゼを直接リン酸化し
て活性化していることが明らかとなった(文
献 6)。 

図5.マウス神経芽腫Neuro2a細胞に対するイオノ

マイシン刺激による神経突起形成の誘導と LIM キ

ナーゼ発現抑制の効果．左．イオノマイシン刺激

によるコントロール shRNA 発現細胞の神経突起の

形成(矢印）とLIM キナーゼ1（LIMK1)の発現抑制

による阻害．Bar, 10 m. 右グラフ. コントロー

ル shRNA 発現細胞と LIMK1 発現抑制細胞における

イオノマイシン刺激により神経突起を形成した細

胞数. 
 
（４）コフィリンの動的状態の測定と細胞内
における状態の解析 



 

 

細胞内のタンパク質のダイナミクスの変化
の細胞応答への寄与を解析するために、アク
チン線維に結合しアクチン線維を切断・脱重
合する活性をもつコフィリンを対象に検討
を行った。コフィリンにDronpaを融合させ、
COS 細胞に発現させた後、アクチンで行った
FDAP 解析を同様に行った結果、コフィリンは
G-アクチンに対して非常に速い速度で拡散
していることが明らかとなった。また、アク
チン線維に結合しているコフィリンもミリ
秒のオーダーで結合と解離のターンオーバ
ーを行っていることが明らかとなった(未発
表）。これらの結果から、コフィリンは非常
に早い速度でアクチン繊維と結合すること
により動的なアクチン線維の脱重合を可能
にしていることが示唆された。また、コフィ
リンはこれまで考えられてきた G-アクチン
への結合による隔離作用はあまり大きくな
く、アクチン線維の切断・脱重合によるアク
チン線維のターンオーバーの促進に寄与す
ることが強く示唆された。 
 コフィリンの核内-細胞質間をシャトルす
るターンオーバー速度を測定することを試
みたが核内のコフィリン量が少ないため定
量的な解析が困難であり、その意義について
は今後の検討が必要である。 
 
（５）微小管の安定化に寄与する Furry の機
能解析 
チューブリンが重合して形成される微小管
について、その動的状態の意義を解析するた
めに、微小管結合タンパク質である Furry の
機能解析を行った。その結果、Furry は安定
化したアセチル化された微小管に強く局在
し、細胞分裂時の染色体の分離に重要な役割
を担うことが明らかとなった(文献 7）。さら
にプロテオミクスによる解析を進め、Furry
が微小管のアセチル化を制御する可能性を
見出した(未発表）。 
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