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研究成果の概要（和文）：がん細胞の悪性度に関わる中間径フィラメント（IF）のネスチンは、170 kDaもの構
造未知のテール領域によって細胞表層のアクチン繊維と結合することが示唆されている。本研究では、原子間力
顕微鏡を用いたネスチンテール領域の引張試験により、同領域が弱い力で大きく伸展する構造を持つことを明ら
かにした。ネスチンテール領域には腫瘍の進展に深く関わる転写関連因子が結合することが報告されており、が
ん細胞が浸潤時に大きく変形する際にテール領域の伸展により同因子が放出され、がん関連遺伝子の転写を変調
する機構が存在すると考えている。

研究成果の概要（英文）：Nestin, an intermediate filament involved in cancer cell malignancy, has 
been suggested to bind to actin filaments on under the cell membrane by a tail domain of 170 kDa. In
 this study, tensile tests of the nestin tail domain using atomic force microscopy revealed that the
 region has a highly extensible structure with weak force. It has been reported that 
transcription-related factors that are closely involved in tumor progression bind to the nestin tail
 domain. Based on this report, we hypothesized that when cancer cells deform during the invasion 
process, the transcription-related factors are released by extension of the tail domain, thereby 
modulating the transcription of cancer-related genes.

研究分野：ナノ細胞工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
機械刺激を受容するメカノセンサーと呼ばれるタンパク質は、その構造変化がメカノトランスダクションの起点
となることで知られる。本研究で明らかとなったネスチンテール領域の機械的特性は、ネスチンによる転写モジ
ュレーション機構の存在を示唆するものであり、細胞骨格そのものであるIFがメカノセンサーたり得ることを示
す端緒となる成果である。特に本研究で標的としたネスチンはがん進展と関係することから新たな創薬標的とし
ても期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 中間径フィラメント（IF）は、上皮系細胞はケラチ
ン、間葉系細胞はビメンチンと、細胞種ごとに異なる
繊維を形成するため、細胞種を判別するマーカーとし
て用いられている。IF は細胞骨格として細胞に剛性
を与えることが主たる役割だと考えられてきたが、近
年、IF が転写因子やヒストン修飾酵素と結合するこ
とによって細胞機能を調節する役割を持つことが明
らかになりつつある。IFは、N末側からヘッド、ロッ
ド、テール領域で構成されており、ロッド領域がコイ
ルドコイル２量体を形成し、２量体２つが会合した４
量体が８つ束化することで IF を形成する。これまで
研究代表者は、がん細胞の悪性度に深く関わる IF の
ネスチンが細胞を柔軟化する機能を持つことを明ら
かにしてきた 1。最近になって我々はネスチンの 170 
kDa もの構造未知のテール領域が細胞表層のアクチ
ン繊維と結合することを示唆する結果を得ている。こ
のことから、巨大なネスチンテール領域ががん細胞の浸潤時に可逆的に伸展・収縮する特性を持
つと推察し、この構造変化によってテール領域に結合した転写関連因子が解離、核移行すること
で下流の遺伝子発現が調節されているのではないかと考えた（図１）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ネスチンテール領域の伸展に伴う転写因子の放出と、これに続くシグナル伝達経
路が存在するという仮説に基づき、ネスチンテール領域が実際に大きく伸展するのか、その機械
的特性を調査することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）アクチン-ネスチンテール領域の相互作用解析 
 基板に固定したアクチン繊維に対して、AFM探針に固定したネスチンテール領域を接触させ、
これを引き離す際の結合破断力をフォースカーブから解析した。まず様々な材料に対して高い
接着性を示す、Acinetobacter 属細菌 Tol5由来の AtaAタンパク質を用いてガラス基板の被覆を行
った。AtaA被覆基板に対して、アクチン繊維を結合させた。基板を洗浄後、BSAによりアクチ
ン繊維が結合していない AtaA表面をブロッキングした。次に、シリコン製のカンチレバーに IgG
固定化バイオナノカプセル ZZ-BNC 2を用いて抗 GFP 抗体を修飾し、これを経由して GFP融合
ネスチンテール領域を固定化した。ネスチンテールは、全長を四分割したうちの最も N 末端側
に位置する Q1領域と、最も C末端側に位置する Q4領域を使用した。基板上のアクチン繊維と
ネスチンテール領域固定化カンチレバーを接触させ、得られたフォースカーブからアクチン繊
維と Q1もしくは Q4領域の結合破断力を解析した。 
 
（２）AFMを用いたネスチンテール領域の引張試験 
 ガラス基板を APTESで修飾し、グルタルアルデヒ
ドを介してローダミンファロイジン染色アクチン繊
維を固定化した。次に、シリコン製の AFM探針(バネ
定数 0.04 N/m)に、シリコン表面に吸着する DOPA、
非特異吸着を防止する HPA、一級アミンと反応して
アミド結合を形成する NHSが 10:85:5で重合された
ポリマーを修飾した（図２）。探針表面の NHSエステ
ルに対して NTA-アミンを反応させ、Ni 経由で N 末
端にHis-tagを付加したネスチンテール領域を修飾し
た。基板上のアクチン繊維にネスチンテール固定化探
針を 1 nN の斥力がかかるまで基板に接触させ、1 
µm/sで引き上げる操作を、1回の測定において 64点
で行った。基板から引き離す際に得られたフォースカ
ーブのうち、高分子の伸展によって得られる特徴的な
ピークを示すフォースカーブにおいて、線状高分子に
対するモデルであるWorm-like chain （WLC）モデ
ルでフィッティングを行った。一つのピークに対し二
本のフィッティング曲線が得られたカーブは、二個以上の分子を伸展していると考え、これを除
いたフォースカーブにおいて結合破断力、経路長、及び持続長を算出した。 
 

図１ ネスチンテール領域の伸展による 
転写モジュレーション 
浸潤時に細胞の変形により大きく伸展した
ネスチンテール領域から転写関連因子が
放出され、核内に移行する 
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HPA

NHS

図２ AFM探針の修飾に用いた
DOPA/HPA/NHS ポリマー 



（３）抗体修飾ナノニードルを用いたネスチン－Clic1の相互作用解析 
 Alphaphold2 を用いた構造予測により、ネスチンテールに結合すると示唆されたがん浸潤関連
タンパク質 Clic1に注目し、抗 Clic1抗体修飾ナノニードルを用いた力学検出により、Clic1とネ
スチンの結合を調査した。集束イオンビームを用いたエッチングにより AFM探針を加工し、長
さ 15 μm、直径 200 nm程度のナノニードルを作製した。これに対してフッ酸による酸化膜除去
の後、ZZ-BNC を用いて抗 Clic1抗体をナノニードル上に固定化した。測定細胞として、ネスチ
ン及び Clic1を発現する高転移性マウス乳がん細胞 FO10SC2株（元株）、及びネガティブコント
ロールとして同株を用いて作製した Clic1ノックアウト(KO)株、ネスチン KO株を使用した。こ
れらに対して AFMを用いて抗 Clic1抗体修飾ナノニードルを 10 μm/sで挿入し 60秒間停留した
後、10 μm/sで引き上げることでフォースカーブを得た。抗体修飾ナノニードルを引き抜く際に、
細胞骨格であるネスチンに Clic1 が結合しており、ニードル上の抗体が Clic1と結合している場
合には、抗 Clic1 抗体と Clic1 の結合を破断する、あるいは Clic1 をネスチンから引き剥がす力
（結合破断力）が、フォースカーブ上に観察される。ネガティブコントロールである Clic1 KO
株で得られた結合破断力の平均値＋5SD を閾値として、元株及びネスチン KO 株で得られた結
合破断力を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ネスチンテール領域とアクチン繊維
の結合破断力 
アクチン繊維と Q1もしくは Q4領域の
結合破断力を解析した結果、いずれの場合
も繰り返し結合破断力を測定することが
可能であり、抗体の脱離や、アクチン繊維
の基板からの剥離はないものと推察され
た。Q4 領域を修飾したカンチレバーとア
クチン繊維の結合破断力は、Q1 領域の結
合破断力と比較して 2 倍程度大きいこと
が確認された（図３）。このことから、ネ
スチンはテール領域の C 末端側にアクチ
ン結合部位を持つことが示唆され、介在す
るタンパク質無しで、直接結合することが
示された。 
 
（２）ネスチンテール領域の機械的特性 
 高分子の伸展によって得られる特
徴的なピークを示すフォースカーブ
がアクチン繊維の存在する箇所で得
られた（図４）。このカーブから結合
破断力を算出したところ、最小値は約
80 pNであった（図５）。His-tagと Ni-
NTA間の結合破断力は約 150 pNと報
告されており 3、この結合破断と区別
は出来ないものの、ネスチンテール－
アクチンの結合破断力は少なくとも
80 pN以上であることが示唆された。
また、WLC モデルでフィッティング
し高分子鎖の長さを表す経路長を算
出した結果、約 0.45 µmであった。こ
れはネスチンテール領域の最大伸展
長の約 8割に達することから、ネスチ
ンテールが大きく伸展可能な構造を
取ることが明らかとなった。また、こ
の平均経路長はネスチンテール 1275
残基分の長さに相当することから、ネ
スチンテールは 1275残基目以降の領域でアクチンと結合することが示唆された。この結果は、
四分割したネスチンテール領域の最も C 末端側のドメインがアクチン繊維と結合するという、
in vitro結合アッセイの結果とも一致する。さらに、分子の剛直性を表す持続長の平均値は 84 pm
であった。この結果との比較のため、以前研究代表者が行ったαヘリックスを形成する 30残基
のペプチドとこれを尿素で変性させたランダムコイルの引張試験で得たフォースカーブを再解
析し持続長を算出した 4。その結果、ネスチンテールの持続長の方がαヘリックス及びランダム

図３ ネスチンテール－アクチン繊維の結合破断力 

図４ ネスチンテール－アクチン繊維の引張試験により得
られたフォースカーブと WLC モデルによるフィッティング 



コイルの持続長より大きく、ある程
度の構造を維持していると考えら
れた。一方で、過去に報告されてい
る他のタンパク質の持続長と比較
してもネスチンテールの持続長の
方が小さいことから、ネスチンテー
ル領域は非常に柔らかい分子であ
ることが示唆された。以上より、ネ
スチンテール領域はC末端側でアク
チンと結合し、曲がりやすく柔らか
い分子、すなわち弱い力で大きく伸
展する分子であることが示唆され
た。 
 
（３）ネスチン－Clic1の相互作用 
 Clic1 は構造転換により多機能性を示すメタモルフィックタンパク質であり、核移行し転写調
節に関わること、がん細胞では膜貫通型の Cl-イオンチャネルとして発現し Cl-イオン排出チャネ
ルとして機能することが報告されている。AlphaFold2を用いたネスチンテール領域と Clic1の構
造予測では、ネスチンテール領域のリピート配列に結合した 2分子の Clic1が近接して存在して
いた。そこで、我々がこれまでに開発した抗体修飾ナノニードルによる細胞骨格タンパク質結合
タンパク質の検出手法により 5、ネスチンテール－Clic1相互作用について調査した。抗 Clic1抗
体修飾ナノニードルを用いて Clic1 KO株で得られた結合破断力の平均値＋5SDを閾値として評
価を行ったところ、ネスチン KO 株では観察されない閾値を大幅に超える破断力がネスチン陽
性の元株でのみ検出された（図６）。以上より、ネスチン繊維に Clic1 が結合していることが示
唆された。Clic1 は
細胞質・細胞膜双方
に局在し、細胞質で
二量体化した後に
細胞膜に局在する
チャネル型へ移行
すると考えられて
いる。ネスチン発現
細胞で Clic1の膜局
在性が高いこと、ネ
スチンに Clic1が結
合する可能性があ
ることから、ネスチ
ンは Clic1の核移行
を抑制し、二量体化
を促進する足場と
して機能すること
が推察される。 
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図６ ネスチンテール－アクチン繊維の引張試験により得られた結合破断力、
経路長、及び持続長 

図５ ネスチンテール－アクチン繊維の引張試験により得
られた結合破断力、経路長、及び持続長 
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