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研究成果の概要（和文）： 

蛋白質アクチンは高等生物の細胞に最も多量に含まれ多くの重要な細胞機能を担う。筋細胞中では数

珠のように連結した重合体として筋収縮とその調節に関与し、他方一般細胞では他の蛋白質の助けを

借りて重合と脱重合を繰り返す循環的分子運動によって細胞を動かす。本研究でははじめてアクチン

重合体の原子構造を解明し、またアクチンと他の蛋白質の複合体構造を解明した。それら構造情報を

基に機能発現メカニズムの理解を進めた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Actin is one of the most abundant proteins in eukaryotic cells, and preforms numerous crucial cellular 

functions. In muscle cells, actin monomers assemble into filamentous aggregates, play roles in muscle 

contraction and its regulation, while in non-muscle cells, actin drives cell motility through cycles of 

assembly and disassembly between monomers and filaments. In this project, the 3D structure of the actin 

filament was first elucidated, as well as structures of complex of actin with other proteins. Based on these 
structures, we have gained mechanistic understanding of actin cellular functions. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究は、蛋白質アクチンの構造と会合特性を解

明して、トレッドミリング分子運動による細胞運動と

筋収縮のカルシウム調節という２つの細胞機能発

現のメカニズムを理解することを目的とした。この分

野の研究では、これら細胞機能を担う蛋白質は既

知であり、個々の結晶構造も多くが解明され、個々

とアクチンとの相互作用の速度論的研究も進んで

いた。しかし、メカニズムの理解は進んでいなかっ

た。私たちはこの解明を進めるには３つの方向で

の研究が必要と考えた。（１）機能を担う蛋白質複

合体の構造を解明すること、（２）細胞内でのこれ

ら蛋白質の構造と位置関係を知ること、（３）蛋白

質分子内部の構造動態を解明して、その変化が

分子間相互作用にどのように影響するかを知るこ

と。 
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２．研究の目的 

本研究の目的は、(1) 蛋白質アクチンの重合体の

近原子分解能の構造を解明すること、(2) アクチン

重合体と他の蛋白質分子の複合体の構造を in 

vitro および (3) in vivo で解明すること、さらに、

(4) アクチン重合体と結合する蛋白質の構造揺動

を計測しそれが結合の親和性に及ぼす影響を解

明することであった。具体的課題としては、細胞運

動を担うトレッドミリング分子運動を担う蛋白質相互

作用をとりあげるか、筋収縮のカルシウム調節を担

う蛋白質相互作用をとりあげるかの選択があった。

申請書を書いた時点では後者の課題で研究の進

展が予測できたが、実際に研究を進めてみるとそ

れら課題の多くで技術的問題を解決できないこと

が判明したため前者の課題に取り組んだ。前者の

課題では多くの課題でめざましい成果を得ることが

できた。これらの成果（後述）はどれもアクチン同士、

あるいはアクチンと他の蛋白質との相互作用の特

性を解明するものであり、筋収縮のカルシウム調節

メカニズムを理解するための基礎的知見である。 

 

３．研究の方法 

アクチン線維、およびアクチン線維と他の蛋白質
複合体の構造解明は構造生物学の研究では特別
な困難を伴う分野である。それはアクチン線維の
長さを揃えることができないために結晶を調製でき
ない、それゆえＸ線結晶学を使えないからである。
また線維構造が極端に細長いことも独特な困難を
もたらす。私たちはアクチン線維の構造解明に特
化したオンリーワンの構造解析法を独自に開発し
て多くの課題を解決した。 
 

目的 (1) のためには、結晶を使うことなくアクチ

ン重合体の近原子分解能構造を得る方法を開

発した(論文 10)。これは、高濃度のアクチン・ゾル

を高度に配向させる技術、X 線繊維回折の技術、

計算機中でアクチン単量体に大きくかつ蓋然性

の高い変形を引起こす計算科学の技術などの要

素技術から成る。 
 

目的 (2) のために、アクチン線維のクライオ電顕
像から線維端の構造を解明する単粒子解析構造
解析法（J.Mol.Biol. 2007）を開発した。また、蛋
白質の金粒子標識法とアクチン線維極性決定法
を組み合わせて、アクチン結合蛋白質がアクチン
線維のどちらの端に結合するか、あるいは側面に
結合するかを決定する方法を開発した（論文 7）。 
 

(3) では電子線トモグラフィー像から細胞内のア
クチン線維の極性を決定し(論文 2)、分岐に局在
する蛋白質の同定に初めて成功した（論文 1）。 
 

目的 (4) のためには甲斐荘正恒によって開発さ
れた SAIL-NMR 法を用いて蛋白質の構造動態
を直接測定する研究を始めている。 

 
４． 研究成果 

 

(1)   アクチン重合体の高分解能構造： 
アクチン単量体の結晶構造は 1990 年に解明さ
れていたが、アクチン重合体（線維）の構造は未
知であった。私たちはアクチン重合体の高分解
能構造を解明し、アクチンが重合に伴いその分
子形態を大きく変化させることを発見した (図１：
論文 10) 。この構造解明は新規の構造解析法
を独自に開発しつつ実行された（方法の項参
照）。重合に伴うアクチン分子の形態の変化は、
翌年、難波ら、若林らのクライオ電子顕微鏡写
真の高分解能解析法によって確認された。 

重合に伴うアクチンの形態変化は、アクチンの

働きを理解する上で基本的に重要な発見である。

第一に、形態変化に伴って分子内に歪みのエ

ネルギーが蓄えられていることを示唆する。第二、

この変形はアクチンの ATP加水分解によって駆

動されるのではなく、逆に変形によって ATP 加

水分解が誘起される (論文 14)。変形は新規ア

クチン単量体の重合端への衝突によって伝搬

する。それゆえ、アクチン重合は自発的に開始

されず、開始にはアクチンの変形を引起こす特

別の蛋白質（Arp2/3 複合体、formin など）を必

要とする。第三、ATP 加水分解による自由エネ

ルギーは重合に使われるのではなく、脱重合を

準備する。すなわちADP結合型重合体はより不

安定になる。第四、個々の分子に歪みのエネル

ギーを蓄えながらも重合体が安定に存在するの

は変形して初めて形成される分子間のループ・

ループ結合のためである。すなわちアクチン重

合体中では不安定化要因と安定化要因の間に

微妙なバランスがあるためアクチン重合体が「柔

らかい」のであろう。 

(2-1)  アクチン重合体 P端の構造： 

 

c 

   a b 

 

図１．重合にともなうアクチン形態の変化。アクチン分子

の中央にはATPとMg
2+が結合する溝がある。単量体で

は左右が約 20 度ねじれているが重合体に組み込まれ

ると平坦になる（論文 9）。 



アクチンの循環的分子運動（アクチン・トレッドミリ
ング）のメカニズムを解明するためには、調節蛋
白質とアクチン重合体の相互作用の解明が重要
である。多くの調節蛋白質はアクチン重合体の末
端（B端および P端）に結合するため、アクチン重
合体末端の構造を解明する必要がある。しかし、
アクチン重合体の長さを揃えることはできないの
で、端の結晶を調製することは不可能であり、X

線結晶構造解析法を使えない。それゆえクライオ
電子顕微鏡写真の画像解析による単粒子解析
法を適用する必要がある（方法の項参照）。ところ
が、既製の単粒子解析法アルゴリズムは、ウイル
ス外殻など等方的な粒子には即適用可能である
が、アクチン重合体のような線維状の異方的な粒
子には適応できない。特にアクチン重合体は細く、
クライオ電子顕微鏡像は極めて SN 比が低いた
め、個々の重合体画像の先端位置と方位角を決
定することが極めて困難である。それができない
と多数の画像の平均操作を行うことができない。
この問題を解決するために私たちは独自のアル
ゴリズムを開発し (Narita & Maeda, J.Mol.Biol, 

2007)、capping protein (CP) が結合したアクチン
重合体B端の構造 (Narita et al, EMBO J, 2006) 

を解明した。 

 

本研究ではこの方法を使ってアクチン重合体 P

端の構造 (図2: EMBO J, 2011)を解明した。この
構造より P 端では最端の分子が次の分子との間
に新規ループ・ループ結合を生じることが判明し
た。他方 B端ではこのような新規結合に参加する
ループが無い。これが P 端は B 端に比して
kinetic barrier がより高く、重合・脱重合速度が遅
い理由である。さらにこの kinetic barrier こそがア
クチンの循環的分子運動を常に B端方向に進行
させる理由である。 

 
(2-2)  Spireはアクチン重合体 B端に結合する： 

アクチンの循環的分子運動のメカニズムの理解に

は、アクチン結合蛋白質がアクチン重合体のどこ

に結合するかを知ることが極めて重要である。端か

側面か、それとも双方に結合するか、結合部位の

知見なくして結合・解離の速度論的解析は進めら

れない。ところが生化学実験では、部位を決定す

ることはできない。そこで私たちはアクチン結合蛋

白質を金粒子で標識し、その負染色電子顕微鏡

像を画像解析することによって結合部位を決定す

る方法を開発した（方法の項参照）。この方法の

特徴は、標識部位として組み換え蛋白質の

His-tag を使うこと、金粒子の大きさを負染色で直

接観察可能な 5-10 nm としたこと、金粒子試薬の

不安定性を回避するため使用直前に２試薬を混

合して標識する方法を編み出したこと、電子顕微

鏡写真の画像解析からアクチン重合体の極性を

決定する方法と組み合わせたことである。金粒子

標識試薬の開発は京都大学人間科学研究科の

山本行男研究室との共同研究である。 

この方法 (論文 6) を使って、アクチン結合蛋白

質 spire が B 端に結合することを確定し(図 3: 論

文 7)、数年間の論争に終止符を打った。 

 
(3) 細胞内のアクチン線維網目構造の解析： 

アクチンのトレッドミリング分子運動はATP加水分

解のエネルギーで駆動して力を発生するモータ

ーであるが、馴染みのある集積型モーターでは

なく、分散型モーターである。循環的分子運動で

は、膜近くでアクチン網目構造が構築され、後方

へ移動し、後方で崩壊する。このとき、アクチン分

子同士の重合・脱重合、調節蛋白質とアクチンの

結合・解離が、時間的にも空間的にも分散して起

きる。分散型モーター研究の利点は、エネルギー

変換過程を構成する個々の蛋白質相互作用を

（分散しているゆえに）他から分離して解析可能

なことである。しかしそのためには、個々の蛋白

質相互作用が起きる位置を把握する必要がある。

すなわち網目構造中でのアクチン結合蛋白質の

分布情報が必要である。 

 

Wienの J.V.Small研は、アクチン細胞骨格に適し

た電子線トモグラフィー法を開発し、細胞内葉状

仮足のアクチン網目構造の高コントラスト・良分解

能の像を得た（図 4）。私たちは Small研と共同で

その解析法を開発し、純粋に構造情報だけから

図 2.  アクチン重合体 P 端の電子顕微鏡構造。最端分

子 (P) の疎水性プラグと、次の分子（P-1） のDNaseI結

合ループが、端部でのみ新規結合する。 

図 3. 金粒子標識（各写真上部の小黒点）とアクチン線

維極性の決定より、spire はアクチン線維上 B 端に結合

すると結論された。 



個々のアクチン重合体の極性を決定し、アクチン

網目構造中の分岐点に Arp2/3 複合体が配置す

ることを確認した（図 5：論文 1、論文 2）。 

 
これまでアクチン重合体の極性はミオシン結合に

より、アクチン結合蛋白質の位置は抗体により決

定していたが、これらはアクチン網目構造を乱す。

本研究によって細胞内の細胞骨格構造の単なる

「観察」ではなく、電子線トモグラムの構造情報か

ら、蛋白質の分布を、各分子の方向も含めて定

量的に解析することによって、細胞生物学的課

題の解明に進む道が拓かれたことは大きな意味

を持つ。 

 
(4) アクチン重合体 B端への CP（capping 

protein）の結合・解離とその調節： 
CPはアクチン線維B端（伸長端）に結合し、そこ
での重合・脱重合を阻害し、結果として自由な
伸長端での重合を加速する。この重合加速機能
ゆえ CP はアクチン・トレッドミリング運動に不可
欠の調節蛋白質である。 
 

私たちは、これまでの研究の結果より、CP とアク
チン重合体 B 端の結合の強さが、双方の構造の

「柔らかさ」に影響され、どちらかが「固くなる」と解
離するのではないかとの仮説を得た。 
 

本研究にいたる私たちおよび他の研究室からの
研究成果は次のよう（出典を示したのは私たちの
研究成果）： 
① まず CP 単独の結晶構造を解明した（図 6a: 

EMBO J. 2003）、 

② 次にB端へのCP結合様式を解明した(図 6b: 

EMBO J. 2006）。後者の成果は私たちが開発
したアクチン線維端の構造解析に特化した画
像解析法によって可能となった（J.Mol.Biol, 

2007）。 

③ CP/B端の結合は種々の蛋白質ないしはペプ
チドの CP への結合によって調節される。
CARMIL ペプチドが CP に結合すると CP をア
クチン線維 B 端から解離させるが、twinfilin の
C 端末に相当する TwC36 ペプチドは CP に結
合しても B 端から解離させない。しかも双方の
CP への結合は拮抗的である（この部分は私た
ちの研究成果、未発表）。 

 

本研究では CP と他の蛋白質の複合体の結晶構
造や、計算科学の結果から CP は２つのドメイン
に分かれ、各々がほぼ平行な軸の回りに相反ロ
ーリング運動をすることがわかった（図 6c:論文
8）。 
 

さらに、CARMIL ペプチドと twinfilin の TwC36

による CP の調節メカニズムを解明するために、2

種のペプチドとCPの複合体の結晶構造を解明し
た（図 7:論文 8および未発表）。  

図 4. 細胞内葉状仮足のアクチン分岐網目構造の電子

線トモグラフィー像 (Urban, J.V.Small et al, Nat Cell 

Biol, 2010)。 

図 5. 同上のトモグラムの解析からアクチン線維の極性

が決定され、分岐点の電子密度分布より Arp2/3複合体

を同定し、その分布が判明した（論文 1）。 

a 

b c 

図 6. (a) Capping protein (CP) の結晶構造 (b) アクチン

重合体 B端への結合構造。(c) CP分子の 2半分が相互

に相反ローリング運動をすると考えられる。 

図 7. CARMILペプチド(CD23)は、相反ローリング運

動で区別される２つのドメインの境界をまたいで CP

に結合する。他方、Twinfilin の TwC36 ペプチドの

CP上の結合部位は、上記と重複するが、2ドメインの

境界をまたがない。 



 

CARMILペプチドは上記2ドメインの境界をまた
いで CP の側面に結合する（図 7）。twinfilin の
TwC36 ペプチドは CP 上で（CARMIL ペプチド
結合部位と）ほぼ同一部位に結合するが、ドメイ
ン境界をまたがない（図 7：未発表）。 
 
以上より私たちは CP/B 端結合の調節について
次のような仮説をたてた。CP/CARMIL ペプチド
複合体中のCPの構造と CP/TwC36複合体中の
CP の構造はほとんど同一である。また表面静電
ポテンシャルもほぼ同一である。よって前者が B

端より解離し、後者が B 端より解離しない、との
親和性の差は、CPの B端結合部位の構造の差
によるとは考え難い。むしろ、構造の差ではなく、
構造動態の差が生じたのではないか。B 端より
解離するCPは適度な「柔らかさ」を保持しながら
アクチン線維 B 端に結合している。その CP に
CARMILペプチドが結合すると、ペプチドは CP

の 2 ドメイン境界を越えて結合するため CPの相
反ローリング運動が抑制され、CP は「固く」なり、
B 端との結合は弱くなり解離する。それに対し、
CP に TwC36 が結合しても、ペプチドは境界を
越えないためCPの相反ローリング運動は抑制さ
れず、CPは「柔らかい」ままであり、B端から解離
しない。この仮説が正しいとすると、逆も成り立つ。
すなわちアクチン重合体 B端が何らかの理由で
「固く」なると CPを解離するであろう。すなわちそ
れぞれが「固く」なると結合が弱くなる。 
 
現在、SAIL-NMR 法を使って、ペプチド結合に
よる CP の「固さ」の変化を直接計測する研究を
始めている。 

 

(5) その他の研究成果： 
 
① アクチン・トロポミオシン・トロポニン複合体の
電子顕微鏡構造の解明： 
この課題は筋収縮のカルシウム調節のメカニズ
ムを解明するうえで、最重要な課題である。それ
ゆえ本研究でも特別な体制をとってこの問題に
挑戦してきた。解決できなかった技術的問題が
あったため、研究の進展は遅れたが、H24 年度
になって試料調製にある工夫を取り入れたところ、
トロポミオシンの質量が連続し、トロポニンの質
量と位置が明確な電子密度分布を得ることがで
きるようになった。（まだ発表する段階ではない
ので詳しい説明は省略する）。 

 

② トロポミオシンの C 端側 40%断片の結晶構
造： 
本研究ではウサギ骨格筋トロポミオシンの C端
側 40%断片の 2つの結晶構造を解明した。これ
によって、トロポミオシン分子の全長の原子構造
が解明された。この断片のもう一つの結晶構造
はすでに速報していた  (Adv.Exp.Med.Biol, 

2007) が、これら3つの結晶構造（結晶に含まれ
るアミノ酸残基は同一であるが、結晶を形成させ
るために使用した融合ペプチドが異なり、結晶

形も異なる）を比較して、トロポミオシンの物理的
特性（力学的歪みの分布や曲がりやすさなど）を
議論した。 

 

② トロポニン中核部の coiled-coil 部のアミノ酸
置換が家族性心筋症を引き起こすメカニズム： 
私たちが解明したヒト心筋トロポニン中核部の結
晶構造 (Nature, 2003) には、家族性心筋症を
引き起こすアミノ酸置換 E244D と K247R の部
位が含まれている。本研究ではアミノ酸置換―
立体構造の変化―疾患発生メカニズムの相関
を明らかにすることを目的とした。この論文では、
実際に E244Dと K247Rの変異トロポニンが、患
者の心筋と同じく、アクチン・ミオシンのカルシウ
ム感受性は変化させず、発生張力を増大させる
ことを初めて示した。また、これらアミノ酸残基の
置換がこの周辺の水素結合網を変化させること
を計算機実験で明らかにした。 

 

③ アクチン/コフィリン重合体の近原子分解能
構造の解明： 
アクチン重合体はコフィリンが結合するとらせん
対称性が大きくし変化(1 分子あたり 5 度のねじ
れ)、それがコフィリンのフィラメント脱重合促進に
重要であると考えられている。その機能ゆえコフ
ィリンはアクチントレッドミリング運動の必須蛋白
質の一つである。アクチン重合体内の分子間結
合はほとんどがループ間結合である。このような
大きならせん対称性変化を説明するには、ルー
プ間結合の大幅な切り替えが必要である。電子
顕微鏡によるアクチン重合体構造解析は現在
分解能 7-10Å止まりであり未だループ間構造の
詳細はわかっていない。本研究では、クライオ電
子顕微鏡法によってアクチン/コフィリン重合体
のループ間結合の切り替えを解明する。予備解
析で、アミノ酸側鎖を直接可視化できる目途が
ついた（未発表、詳しい説明は省略）。 
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