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研究成果の概要（和文）：(1)コフィリン結合によるアクチンフィラメント（AF）の構造変化がコフィリンの結
合していない領域まで伝播し、それによってさらなるコフィリン結合が誘導されコフィリンクラスターが成長す
ることを示した。 (2) ATP存在下のミオシンS1とAFの過渡的な結合が、AFに協同的な構造変化をおこし、コフィ
リンと結合できなくなることを示した。これらの結果により、複数のアクチン結合タンパク質の結合が、AFの協
同的構造変化を介して増強し合ったり阻害しあうメカニズムを実証した。(3)細胞内のAFも構造多型性をもつこ
とを確認し、上記のin vitroの実験結果が生理的な意味を持つことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：(1) It had been shown that cofilin binds cooperatively to actin filaments 
(AFs) forming clusters, and that the helix of AF in the cluster is supertwisted. We demonstrated 
that the conformational changes in AF are propagated to the neighboring bare zone on the pointed end
 side of the cluster, which leads to unidirectional growth of cofilin clusters along AFs. (2) In 
contrast, we found that transient interactions of AFs with S1 in the presence of ATP induce a 
different, untwisting conformational changes to AFs, which strongly inhibit cofilin binding. Thus, 
we showed that the two actin binding proteins (ABPs) induce different cooperative conformational 
changes to AFs, leading to enhancement or inhibition of ABP binding. Based on the results of those 
in vitro experiments, we proposed that cooperative conformational changes of AFs play major roles in
 specifying the functions of AF in vivo. (3) Consistent with this hypothesis, we demonstrated that 
AFs in cells are polymorphic.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景
 細胞内のアクチンフィラメントは、相互作
用している多様なタンパク質の差異によっ
てそれぞれ異なる重要な機能を果たしてい
る。たとえば
フィラメントは
を前方に押し出し、コフィリンにより脱重合
する。一方後部ではミオシン
後端の収縮を駆動する（図１）。アクチンは
また、基質接着や膜胞輸送、遺伝子の転写制
御などにも関与する。それでは、細胞内の
個々のアクチンフィラメントは、どのように
して適切なアクチン結合タンパク質と選択
的かつ安定に相互作用し
ろうか？これについては、細胞局所的な生化
学的シグナリング（
昇など）による制御が知られているケースも
あるが、
アクチンフィラメントの機能分化メカニズ
ムの全体像は未解明である。

 一方近年の構造解析の進歩により、アクチ
ンフィラメントの構造には多型性があり、単
一の構造を想定すべきではないと提唱され
ている
してわれわれは、アクチンフィラメントと微
量の
はコフィリンを
あるいはコフィリンが結合したフィラメン
トと全く結合しないフィラメントが共存す
ることを見いだし

象は、アクチンフィラメントには
コフィリンに対する親和性が異なる（少なく
とも）二つの構造があり、かつ同一フィラメ
ントは長距離にわたって同じ構造をとりや
すい（協同的構造多型）ことを示唆している。
さらにわれわれは、
アクチンフィラメントが共存すると、
コフィリンはそれぞれ相互排他的にアクチ
ンフィラメントと協同的に結合することを
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た。 

４．研究成果 
(1) コフィリンはアクチンフィラメントと
協同的に結合してクラスターを形成し、コフ
ィリンクラスター内のフィラメントのらせ
んピッチを短縮させるが、高速 AFM 観察の結
果、らせんピッチの短縮が、コフィリンクラ
スターの P端側に隣接する、コフィリンの結
合していない領域まで伝播すること（協同的
構造変化の一方向的な伝播）、さらに、コフ
ィリンが結合していないらせんピッチの縮
んだ領域に新しいコフィリン分子が結合し、
それによってコフィリンクラスターがP端方
向に一方向的に成長することを示した。これ
により、アクチンフィラメントの協同的構造
変化を介してコフィリンがアクチンフィラ
メントと協同的に結合することが明らかに
なった（図４、論文⑦）。 

(2) TIRF 顕微鏡観察及び高速 AFM観察により、
ATP存在下のS1によってアクチンフィラメン
トは協同的に構造変化し、コフィリンと結合
できなくなることを示した。ATP 存在下のミ
オシン S1 はアクチンフィラメントと過渡的
にしか結合しないので、このコフィリンの結
合阻害は、アクチン分子上の結合部位の競合
の結果ではあり得ず、アクチンフィラメント
の協同的な構造変化を介するものであると
結論した。他方、共沈実験などから、コフィ
リンのアクチンフィラメント結合も、アクチ
ンフィラメントの協同的構造変化を介して
S1 結合を阻害することが示された（論文②）。 
 ATP存在下のS1との相互作用によるアクチ
ンフィラメントは協同的に構造変化の実体
については、高速 AFM 観察により 8％程度の
らせんピッチの伸長を伴うことを見出した。
ATPS や ADP 存在下では、そうしたらせんピ
ッチの伸長は起きなかったので、いわゆる
cycling ミオシンヘッドのみがアクチンフ
ィラメントの構造変化を誘起できることが
示された。またトロポミオシン･トロポニン
(TmTn)存在下でも、cycling S1 によるらせん
ピッチの伸長は起きなくなったが、コフィリ
ン結合はTmTn非存在下と同様に阻害された。
これらの結果から、cycling S1 によるアクチ
ンフィラメントの構造変化の本質は、らせん
ピッチの変化ではなく、らせんピッチの伸長
は付随的な現象だと考えられた（論文準備
中）。 
 本研究では、S1 とコフィリンの結合に的を
絞った解析を行った。しかし細胞内で相互排
他的な局在を示したり、逆に類似の局在を示
すアクチン結合タンパク質のペアが多数知
られており、そうしたアクチン結合タンパク

質同士の正負の相互作用に、アクチンフィラ
メントの協同的な構造変化が関与する可能
性が示唆された。 
(3)分子内 FRETを仕込んだアクチンを調製し、
動物培養細胞に導入して蛍光顕微鏡観察を
行った。その結果、細胞の異なる場所のアク
チンは、異なる FRET 強度、すなわち異なる
分子構造をもつことが明らかになった。特に
細胞を外力で刺激すると、刺激された部位の
アクチンの構造が変化することも示された
（論文準備中）。 
 極性をもって運動中の細胞性粘菌アメー
バでは、フィラミンは細胞後部に多く局在す
る。そこでフィラミンのアクチン結合ドメイ
ンを光活性化GFPと融合して粘菌アメーバで
発現し、細胞中央部で光活性化したところ、
拡散で説明しなければならない高速で細胞
後部に移動し、アクチンフィラメントと結合
することが明らかになった。この結果は、細
胞後部とその他の部位のアクチンフィラメ
ントには何らかの差異があり、フィラミンの
アクチン結合ドメインは、細胞後部のアクチ
ンフィラメントと特異的に結合することが
示され（論文①）、細胞内アクチンフィラメ
ントに構造多型性があるというわれわれの
仮説が支持された。 
(4)ミオシンによる力発生は、ミオシンモー
タードメイン内のレバーアームが角度変化
することにより変位が生ずるといういわゆ
る「レバーアーム説」が有力である。しかし
レバーアーム説を支持する強い証拠は、遅く
processiveな運動をするミオシンVを用いて
得られたものがほとんどであり、速く
non-processive なミオシン II については明
確な証拠は得られていない。 
 本研究においてわれわれは、ミオシン II
によるアクチンフィラメントの in vitro 運
動がアクチンのG146V変異によって強く阻害
されるが、ミオシン Vの運動は全く阻害され
ないこと（論文⑥⑨）、および、ある種のア
クチン結合タンパク質のアクチン結合ドメ
インがミオシンIIの運動を強く阻害するが、
ミオシン Vの運動は全く阻害しないこと（論
文準備中）等を発見した。G146V 変異は、ア
クチン分子の構造変化に影響を与えると推
測されるので、これらの結果は、ミオシン II
と Vでは運動メカニズムが異なっており、高
速で non-processive なミオシン IIの運動に
おいては、アクチンフィラメントの構造変化
が重要な働きをすることが示唆された。 
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