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研究成果の概要（和文）： 伸展および弛緩した単一アクチン線維に、アクチン線維切断因子

(ADF)コフィリンを添加したところ、コフィリンは弛緩したアクチン線維にのみ選択的に結合

し、これを切断した。すなわち、アクチン線維は自身の（負の）張力に応じたコフィリン活性

の調節を介して、自らの動態（崩壊）を制御する“負のメカノセンサー”として働くことが実

証された。アクチン線維が弛緩すると長軸周り（モノマー間）の回転ゆらぎが増大し、コフィ

リンが結合しやすくなるものと推定された。  
 
研究成果の概要（英文）：The actin depolymerizing factor (ADF) cofilin was found to bind 
selectively to relaxed actin filaments and severed them, indicating that actin filaments 
work as a negative tension sensor through a tension dependent regulation of cofilin activity. 
It is supposed that increased torsional fluctuations of relaxed actin filaments accelerate the 
cofilin binding to them.     
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１．研究開始当初の背景 

アクチン細胞骨格の動態は、細胞の形態変
化や運動において中心的役割を果たしてい
る。それは Rho を始めとしたアクチン調節蛋
白質によって制御されているが、力学刺激も
極めて重要な制御因子であることが分かっ
てきた。しかし「力」がどのようにアクチン
細胞骨格の動態制御に関わるのかは全くの
謎である。これまでの薬理学を中心とした研
究によって、細胞接着斑（FA）とそこに連結
するストレスファイバー(SF、アクトミオシ
ンの束)は、それぞれが SF の張力で維持され

ており、張力が下がるとその構造がやや緩慢
（分のオーダー）に崩壊することが知られて
いる。言い換えると、SF は緩むと切れると
いう、およそ単純な物理的現象と正反対の挙
動を示す。我々はその背後には何らかの化学
因子、おそらく細胞質内のアクチン脱重合因
子（ADF）が関与すると推測した。これを確
認するために、細胞膜をディジトニン処理し、
膜を透過性にして細胞質を取り去ったセミ
インタクト細胞で弛緩刺激を与えたところ、
SF は全く変化しなかった。そこで、可能性
のある ADF を順次加えたところ、ADF/コフ
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ィンリンの添加によって生細胞で観測され
た弛緩による SF の消失が再現できた。従っ
て、コフィリンは弛緩したアクチン線維を選
択的に脱重合（切断）することで SF の消失
を導くという仮説が考えられた（図 1）。言い
換えると、張力の有無によるアクチン線維
(AF)の構造的違いがコフィリン活性を制御
している可能性がある。 

 
図 1. 細胞を予め一軸（水平）伸展した基質
（PDMS）上に培養した後、弛緩させることで
SF に弛緩刺激を与えると、コフィリンは弛緩
度の大きい SF に選択的に結合して、これを
切断するというモデル。  

 
AF はアクチンモノマーが螺旋状に重合し

た構造をとるが、コフィリンが結合すると、
その部位の螺旋のピッチが増加する方向に
捻れ、その後切断が生じるとされている。申
請者らは、伸張刺激によりアクチン線維に発
生した張力が、このような構造変化、もしく
はコフィリンのアクチンへの結合自体を抑
制することでアクチン線維の切断を防ぐと
いう斬新な仮説を発想し、それを実験的に検
証しつつある。具体的には、単一アクチン線
維(AF)にミオシンコートしたビーズを結合
させ、光ピンセットによりビーズを操作して
AF を伸長した状態でコフィリンを添加し、
フィラメントが切断されるまでの時間を測
定した。その結果フィラメント切断に要する
時間は弛緩時（平均 17s）に比べて、張力存
在下では約 2.5 倍に延長した。これは、コフ
ィリンによるアクチン切断活性がアクチン
線維の伸長で生じた張力によって抑制され
ることを強く示唆している。 
 
２．研究の目的 

アクチン線維(AF)が自らの張力を感じて
ADF/コフィリンの結合/活性を調節すること
で、自らの動態を制御する“メカノセンサー”
であることを実証し、その物理化学機構を解
明することである。そのために以下の 3 つの
目標を設定した。コフィリンによるアクチン
線維の切断過程は、AF への結合と切断の 2
段階からなる。そこでまず、1)アクチン線維
の伸長（張力発生）が、コフィリンの AF へ
の結合を抑制するか否かを結合過程の 1分子

イメージングで直接検証する。次に 2)そのよ
うな張力依存的なコフィリンの結合/活性が
AF のどのような構造変化に起因するのかを
明らかにする。我々は、AF の長軸周りの回
転（捻れ）ゆらぎの変化であると予想してい
る。最後に、3)AF へのコフィリン結合によ
って、回転ゆらぎがどのように変化するのか
を解析し、切断過程の物理化学機構を推測す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 切断抑制に必要な張力の測定：カバース
リップ上に、磁気ビーズを結合した AF メッ
シュを貼り付け、磁石で距離に応じた牽引力
を負荷して、コフィリン存在下での切断の力
依存性を定量的に見積もった（図 2）。 
(2) コフィリン結合の直接観察：ローダミン
染色した AF をカバースリップに貼り付け、
伸長刺激有り・無し状態で、FITC 染色した
コフィリンを添加して、1 分子 TIRF イメー
ジングで直接コフィリンの結合を測定した
（図 3）。 
(3) AF の回転揺らぎの測定；一端に蛍光標
識したガラスビーズを結合した単一 AF をカ
バースリップから吊り下げ、アクチン線維の
軸周りの回転ゆらぎを 1分子イメージングで
測定した（図 4）。 
(4) AF の回転揺らぎのシミュレーション：
アクチン分子 14 個からなる AF のモデルを
構築し、分子動力学シミュレーション
（NAMD 2.6、CHARMM27）を行い、張力
によるアクチン線維の回転ゆらぎの変化を
シミュレーションした（図 5）。 
 
４．研究成果 
(1) コフィリンによるAF切断の抑制に必要
な張力の評価：力非依存的な ADF ゲルゾリ
ン存在下で、磁気ビーズを結合した AF に磁
場をかけて牽引力を負荷すると（図 2）、ほぼ
磁石からの距離の 2 乗に反比例して AF が切
断された。同様の実験をコフィリン存在下で
行うと、1pN 以下では明瞭な効果は見られな
いが、2pN から切断抑制が見られ 4pN 以上
ではほとんど切断されないことが分かった。 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 2. 磁気ビーズを結合した AF に磁場をか
けて任意の牽引力を負荷する。AF に負荷され
る力はビーズと磁石の距離の2乗(磁力)に反
比例する。  
 



 

 

(2) コフィリンは弛緩したAFに選択的に結
合する：カバースリップに貼り付けたアクチ
ンメッシュをガラスピペットで引っ掻いて、
ピペット先端とメッシュを繋ぐ AF を形成し、
ピペットを動かして、弛緩、および様々に伸
張した状態を作った。ここに FITC ラベルし
たコフィリンを添加し、TIRF イメージング
によってコフィリンの結合を実時間（33 
flame/sec）で解析した。その結果、コフィリ
ンは弛緩した AF に選択的に結合する（結合
確率が高い）することが判明した。 

  
図3. NEMミオシンを塗布したカバースリッ
プに固定した AF メッシュ引っ掻くことで、
ピペット先端とAFメッシュを架橋するAFが
形成できる  
 
(3) 張力は AF の回転ゆらぎを抑制する： 
図 4 に示す方法で AF の軸周りの回転ゆらぎ
の張力依存性を調べた。数 pN の牽引力で回
転ゆらぎが顕著に減少した（図 4C→D）。 

 

 
図 4. 一端に蛍光標識したガラスビーズを
結合した AF をカバースリップから吊り下げ
て回転ゆらぎを計測する(A,B)。レーザピン
セットで数 pN の牽引力を負荷すると回転ゆ
らぎ(C)が減少する(D)。 
 
また、アクチン分子 14 個からなる AF モ

デルの分子動力学計算を行い、回転ゆらぎが
張力で減少することを再現できた（図 5）。 
以上の結果から、数 pN 程度の張力で AF

の回転ゆらぎが減少し、コフィリンの結合が
抑制されることがほぼ明らかとなった。生理
条件では AF の張力は数 pN 以上であり、な

ぜ生理条件で AF や SF が構造を維持できて
いるのかの根拠も明らかとなった。 

 

図5. アクチン14分子からなるAFの分子動
力学計算。無負荷時の AF の回転ゆらぎ（青
色）は牽引力の負荷による張力増大で抑制さ
れた（赤色）。 
 
(4) コフィリンの結合でAFの歳差揺らぎが
大きくなる；コフィリン結合後のアクチン線
維の切断機構に迫るべく、アクチン線維の回
転ゆらぎに対するコフィリンの影響を図 4と
同じ手法で解析した。その結果、弛緩したア
クチン線維にコフィリンを添加すると、軸周
りのゆらぎは変化しないか、むしろ減少した。 
 一方でアクチン線維全体の歳差ゆらぎが
大きくなった（図 5 右下）。この結果は、お
そらくコフィリンの空間協同的結合による
AF の機械特性の変化（コフィリンロッドの
形成、図 6 左下の赤色部位）によると予想さ
れた。コフィリンロッド部位はコフィリン非
結合部位よりも曲げ弾性率が大きく（硬く）
なり、ロッドが複数形成されると、あたかも
ヌンチャクのような機械特性となり、（図 6
左下の模式図を参照）観察されたような歳差
ゆらぎの増大を招いたと思われる。 
 

 
図 6. ガラスビーズの蛍光標識の 2 次元ト
ラジェクトリ。コフィリン結合で歳差ゆらぎ
が大きくなる（右下）。左下はコフィリンロ
ッド（赤色）の形成と応力集中点を示す。  
 



 

 

このときロッドと非ロッドの境界は歪が大
きくなり、応力集中点になりやすい。すなわ
ちここが AF の切断点ではないかと想像され
る。逆に言えば、以上に述べた仮説こそがコ
フィリンによる AF 切断の物理化学機構であ
る可能性がある。その成否や詳細は今後の研
究を待たねばならない。 
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