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研究成果の概要（和文）： 

本研究では・カテニンの“力学センサー“としての機能に着目し，構造生物学的見地から，

細胞張力非存在下の・カテニンおよび・カテニンとビンキュリンの複合体の立体構造を原

子レベルで明らかとした。これにより張力依存的な・カテニンとビンキュリンの相互作用

機構を原子レベルで可視化することに成功して、いかにして・カテニンが張力という物理

的な情報を感知し，分子認識という生化学的な情報へと変換するのかを明らかにした． 

 
研究成果の概要（英文）： 
Structural studies of ・-Catenin especially focused on its novel function as a 
mechanosensor are promoted. As the result, we succeeded in visualizing the 
tension-dependent interaction between ・-Catenin and Vinculin at an atomic 
resolution. These results clarified the ・-Catenin mediated tension sensing 
mechanism, which converts physical information into biochemical reactions 
represented by a molecular recognition. 
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１．研究開始当初の背景 

上皮細胞では細胞の側面に高度に発達した

細胞接着システムが形成され，組織の形態形

成，細胞運動や細胞極性の形成・維持などの

様々な役割を果たしている．接着分子である

カドヘリンは接着結合形成を担う主要な分
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子であり，細胞膜動態の変化や細胞骨格系の

再編成と協調的に接着結合を制御している．

共同研究者である理化学研究所 CDBの米村博

士らは・カテニンがアクチン－ミオシンの

張力依存的にビンキュリンと結合すること

で，細胞内張力をカドヘリンへと伝搬する張

力センサーとして細胞接着形成を制御して

いることを提唱していた．ビンキュリンにつ

いては全長の立体構造，・カテニンについて

は一部のドメイン構造の立体構造が明らか

となっている．しかし，・カテニンのビンキ

ュリン相互作用領域の立体構造は不明であ

り，ビンキュリンと・カテニンの詳細な相互

作用様式や，相互作用の阻害機構を説明でき

る構造モデルは存在しなかった．そこで、・

カテニンの“力学センサー“としての機能に

着目し，構造生物学的見地から，いかにして

・カテニンが張力という物理的な情報を感

知し，分子認識という生化学的な情報へと変

換するのかを明らかにすることをという着

想に至った． 

 

２．研究の目的 

ビンキュリンと結合できない阻害状態の

・カテニンの立体構造，ならびに・カテニン

とビンキュリンとの複合体の立体構造解析

を通じて，アクチンによる・カテニンとビン

キュリンの相互作用の制御機構を，構造変化

によるスイッチ機構の 1つとして捉えて原子

レベルで明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では自己阻害状態の・カテニンの

立体構造と，ビンキュリンと結合状態の・カ

テニンの立体構造解析を行うことで，その詳

細な相互作用と阻害機構を原子レベルで明

らかにする． 

in vitro 再構成系において・カテニンと

ビンキュリンの結合アッセイ系を確立した。

このアッセイ系を用いて，・カテニンのビ

ンキュリン結合領域の絞込みを行った。そ

の結果、ビンキュリン結合に必要な・カテ

ニンの領域は数十残基であることを見出し

た。この結果に基づいて作成した種々の・

カテニンのコンストラクトについて、大腸

菌を用いたタンパク質発現系および精製系

を確立して、ビンキュリンとの複合体とし

て結晶化スクリーニングを行った。得られ

た結晶を用いて大型放射光施設SPring-8でX

線回折実験を行った結果、2.8 Å の X 線回折

斑点を取得した。続いてセレノメチオニン置

換タンパク質結晶を用いて X線回折実験を行

って得られたデータをもとに MAD法によって

位相決定を行って、立体構造を決定した。 

自己阻害状態にある・カテニンのコンス

トラクトを複数作製し，これらについて，結

晶化に要求されるタンパク質量，純度を確保

できる大量発現系，精製系を確立した。これ

らの試料を用いて結晶化スクリーニングを

行った結果、得られた結晶を用いて大型放射

光施設 SPring-8 で X 線回折実験を行った結

果、2.4 Å の X 線回折斑点を取得した。続い

てセレノメチオニン置換タンパク質結晶を

用いて X線回折実験を行って得られたデータ

をもとに MAD 法によって位相決定を行って、

立体構造を決定することに成功した。 

得られた立体構造情報をもとに、張力セン

サーとしての構造機能相関を説明できるモ

デルの仮説を立てた。このモデルを実証する

ために以下の生物物理学的手法、生化学的手

法および細胞生物学的手法を用いて解析を

行った。張力による・カテニンの立体構造の

可変性、柔軟性を解析するために、・カテニ

ンの構造安定性の解析を行った。in vitro プ

ルダウンアッセイによる・カテニンとビン

キュリンの相互作用実験により、・カテニン



の立体構造の安定性とビンキュリンとの相

互作用の相関解析を行った。さらに、アクチ

ン共沈降実験によってビンキュリンの活性

化に与える・カテニンの作用、さらに張力が

与えうる影響について解析を行った。また、

共同研究者と協力して実際の細胞内におけ

る張力依存的な・カテニンとビンキュリン

の相互作用を細胞生物学的手法で検証した。 

 

４．研究成果 

 本研究において最も注力した、細胞張力非

存在下の・カテニンの立体構造解析に成功

した。細胞の張力非存在下では、・カテニン

はビンキュリンと相互作用しないことから、

いわゆる“阻害状態“の構造をとっていると

考えられていたが、どのようにしてビンキュ

リンの結合を阻害しているのかは不明であ

った。阻害状態にある・カテニンは 4本のヘ

リックスが束となって 1つの堅い構造体とな

る four-helix bundle 構造から構成されてい

た。さらに、このヘリックスバンドル構造が

互いに相互作用することで、より安定な構造

体を形成していることが明らかとなった。こ

のように、ビンキュリンとの相互作用部位は

立体構造的観点から見ると、幾重にもロック

されて、溶媒中に露出していないことから、

ビンキュリンとの結合を妨げていることが

初めて明らかとなった。 

一方、細胞張力存在下では、・カテニンは

ビンキュリンと結合することが知られてい

る。本研究では、・カテニンのビンキュリン

相互作用部位を特定して、阻害領域を含まな

い結合最少領域とすることで、・カテニンと

ビンキュリンの複合体の立体構造解析にも

成功した。その結果、驚くことに、・カテニ

ンはヘリックスバンドル構造が崩壊して、こ

れにより露出した・へリックスがビンキュ

リンと相互作用することが明らかとなった。 

これら阻害状態、ビンキュリンとの結合状

態の・カテニンの立体構造解析の結果、細胞

張力存在下では、堅い構造をとった・カテニ

ンの立体構造が部分的に崩壊して、これによ

り相互作用部位が露出して、ビンキュリンと

相互作用することが示唆された。そこで、こ

のような立体構造の可変性、柔軟性について

検証した結果、ビンキュリン相互作用部位を

含むヘリックスバンドル構造は、不安定であ

り、柔軟に立体構造変化を起こしうる構造で

あることが判明した。さらに、・カテニンの

立体構造を人為的に不安定化させた変異体

を作製して、ビンキュリンとの相互作用解析

を行った結果、in vitro,in vivo のいずれに

おいても、張力非依存的にビンキュリンと結

合した。このように立体構造解析の結果を支

持する結果が得られ、・カテニンの張力セン

サーとしての作用メカニズムを世界で初め

て原子レベルで明らかにすることに成功し

た。 

今後は、・カテニンの張力感受性を定量的

に解析するため、共同研究者とともに原子間

力顕微鏡を用いた、タンパク質の引張り実験

を行う。併せて、in vitro での再構成系にお

いて、弾性基盤に・カテニンを固定化して、

タンパク質を引張り、ビンキュリンとの相互

作用の解析を行う。これにより、張力が直接

的に・カテニンの立体構造変化を誘導して

いることを明らかにしたい。 
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