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研究成果の概要（和文）：張力センサー生体分子の一つとして知られるαカテニンは、細胞間張力を感知し、そ
れを増幅する機能を有することが知られている。本研究では、張力作用下におけるαカテニンの力学的挙動を明
らかにすることを目指し、単一分子のＡＦＭナノ引張試験を行った。その結果、張力作用によりαカテニンの立
体構造が変化し、アンフォールディングしにくい状態でシグナル分子を待ち受ける適応的な張力感知メカニズム
が存在することが明らかとなった。また、ビンキュリンの結合により、張力の作用下で活性化したαカテニンの
構造が、力学的に強化されることが示された。以上より、αカテニンの適応的なナノ構造力学特性を明らかにす
ることができた。

研究成果の概要（英文）：At adherens junctions, α-catenin is known to act as a tension sensor and 
accelerate the positive feedback of intercellular tension by recruiting vinculin. In this study, we 
aimed at elucidating the mechanism how α-catenin retains its activated state while avoiding 
unfolding under tension. Based on nano-tensile testing using atomic force microscopy, we found that 
mechanically activated α-catenin fragment exhibited higher mechanical stability than a 
non-activated one. Through the comparison with mutated and segmented fragments, we found that the 
key intramolecular interactions within α-catenin act as a conformational switch. We also 
demonstrated that α-catenin adaptively changes its conformation under tension to a stable 
intermediate state and settles into a more stable state reinforced by vinculin binding. Our findings
 suggest that the characteristics of α-catenin enable the functional dynamics of multicellular 
tissues.

研究分野：バイオメカニクス
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１．研究開始当初の背景 
生体組織の発生・形態形成の過程において、
細胞間に作用する張力が、多細胞組織の形態
を決定する上で重要な役割を担っている。細
胞間には、力のセンシング機構が存在し、そ
れに対応して発生したアクティブな張力に
より、複雑な組織形態形成のダイナミクスが
作り出される（図１）。近年、細胞間の接着
結合部位において、細胞間の「張力のセンシ
ングと力のフィードバック制御」の機構が存
在することが明らかとなりつつある。 
本研究では、その張力センシング能力を有
する分子の候補として、α カテニン分子を
ターゲットとして研究を進める。この分子は、
細胞間の張力の作用により、新たにビンキュ
リン分子を誘導する。すなわち、ビンキュリ
ン分子を介した新たなアクチン細胞骨格の
結合により、さらに大きな力を産み出すこと
が示唆されている。これは、細胞間において、
引張られると引張り返すという正のフィー
ドバック機構が存在していることを示して
おり、多細胞システムの形態形成ダイナミク
スを理解する上で、非常に重要なナノ分子レ
ベルの力の制御機構である。 
 

 
図１ 張力による多細胞組織の変形 

 
２．研究の目的 
本研究では、細胞間接着における張力セン
サー分子として知られる αカテニンを対象と
して、原子間力顕微鏡（AFM）を用いたナノ
引張実験によるナノバイオメカニクス研究
分野を開拓する。特に、AFMを用いた単分子
力学測定を活用することにより、張力作用下
における αカテニンが、力学活性化状態を維
持するための力学的分子適応メカニズムの
解明を目指す。 
生体を構成する細胞は、分子レベルで張力
を感受し、これに対するフィードバック制御
により、機能適応的に力の調節を行うことが
知られている。この生体分子の張力センサー
機構の解明は、多細胞組織の発生・形態形成
における力の寄与を理解するだけでなく、そ
の機構の積極的な活用による幹細胞技術を
用いた三次元生体組織・器官構築の医工学的
制御の基礎を与える。さらに、ナノ材料・構
造の分子レベルの力制御機構を創製する新
たな考え方を与えるものと期待される。 

３．研究の方法 
(1) αカテニン融合タンパク質 

α カテニンの MI-MIIIドメイン（275-628 残
基）は、張力無負荷時ではビンキュリン結合
に対する自己阻害構造を形成する。α カテニ
ンの自己阻害構造は、ビンキュリン結合部位
（325-360残基）を含むMIドメイン（275-391
残基）と、MII-MIIIドメイン（510-633残基）
の相互作用により生じる。このことから、張
力による MI/MII-MIII 相互作用の破断により、
α カテニンが自己阻害構造を解放し、自らビ
ンキュリンに対する活性化状態を示すと考
えられる。また、MI ドメインは、MII-MIII ド
メインに比べ不安定なへリックス束を形成
することが示唆されている。 
本研究では、野生型 MI-MIII ドメイン、MI 

/MII-MIII相互作用を抑制した変異型MI-MIIIド
メイン、MI ドメイン、および、MII-MIII ドメ
インに対して融合タンパク質（N 末端：GST
タグ、C末端：Hisタグ）を精製した（図２a）。  
 
(2) 単分子力学測定 

α カテニン両末端のタグを標的として、ガ
ラス基板およびAFM探針（0.02 N/m；Olympus 
Co.）を化学修飾した。 
まず、MPTMS（Sigma Aldrich Co.）により
基 板 を シ ラ ン 化 し た 。 次 に 、
Maleimide-C3-NTA（DOJINDO Lab.）を反応さ
せた。NiCl2により NTAを担体化させた後、α
カテニンを基板に固定した。一方、APTES
（Sigma-Aldrich Co.）により AFM探針をシラ
ン化した。NHS-PEG-Maleimide（NANOCS 
Inc.）を反応させた後、Glutathione を修飾し
た。また、Glutathione と未反応の Maleimide
基を 2-Mercaptoethanol（Sigma- Aldrich Co.）
でブロッキングした。 
 AFM 探針を基板に近づけ、Glutathione と
GSTタグを結合させた後、αカテニン分子に
対して直接張力を負荷した。張力作用下の分
子構造変化を明らかとするため、本研究では
二種類の張力負荷手法： 
(A) 一定速度（500 nm/s）の張力負荷、および、 
(B) 分子構造変化の待ち時間（1 s）を設けた
張力負荷、 
を適用した（図２b）。 
 
(3) フォースカーブ解析  
 AFMを用いた単分子力学測定により、αカ
テニンの張力－伸び量関係を示すフォース
カーブ（図２c）を取得した。分子のアンフォー
ルディングにおける中間状態は、のこぎり歯
状パターンとして観察される。 
各フラグメントの残基数から算出される
伸び切り鎖長 Lcf を考慮し、リンカー高分子
（PEG）の伸長による伸び量のオフセット
Loffsetを求めた。次に、力の変化量 ΔFTが閾値
ΔF th（40 pN）を超えたピークを検出し、力の
ピーク値Fuを評価した。また、Worm-like chain
モデルへのフィッティングにより、各中間状
態の伸び切り鎖長 Lcを推定した。 



 

 
図２ AFMを用いた単分子引張実験 

 

４．研究成果 

(1) 張力作用下における αカテニンの分子構
造変化 
取得したフォースカーブを図３a に示す。
張力負荷（A）と比べて、張力負荷（B）のフ
ォースカーブにおいてはより大きな力の
ピーク値 Fuが観察された。αカテニンのアン
フォールディング過程を明らかとするため、
数百個のフォースカーブをもとにピークの
点密度 ndを評価し、等高線図（縦軸：Fu、横
軸：Lc）を作成した（図３bc）。 
張力負荷（A）の等高線図（図３b）に現れ
た水平軸に等間隔な三つの領域に着目した。
MI-MIII の各ドメインの伸び切り鎖長がそれ
ぞれ約 48 nmであることから、張力作用下に
おいて各ドメインが順にほどけたことが示
された。特に、初期の張力作用下で現れた
ピークに相当する領域（0 nm < Lc ≤ 48 nm）
の点密度 ndは、後期に現れた領域（48 nm < Lc 
< 144 nm）の点密度と比べて 50 % 程度低か
った。 
このことから、張力負荷（A）においては、
はじめに不安定な MI ドメインがアンフォー
ルディングした後、安定な二つのへリックス
束MI、MIIIが高頻度でピークを生じながらア
ンフォールディングしたことが示唆された。 

 

 

 
図３ 異なる二種類の張力負荷条件下にお
けるWT α-cateninの力学応答 

 
 一方、張力負荷（B）においては、点密度
分布が垂直軸（Fu軸）上方にシフトし、より
大きな力のピーク値 Fuを示した（図３c）。こ
の結果から、α カテニンが安定な中間状態に
構造変化したことが明らかとなった。特に、
張力負荷初期に現れた領域（Lc = 45.4 nm、図
３c矢印）では、正味の伸び量（19.0 nm）は
MIドメインの伸び切り鎖長の40 % 以下であ
った。すなわち、この領域においてビンキュ
リン結合部位が構造的に保存されているこ
とが示唆された。また、待ち時間における力
が、生理学的にも生じうる約 10 pN程度に収
束することが明らかとなった。一方、待ち時
間における伸び量の変化量 2.8 nm は、
MI/MII-MIII相互作用が破断する距離約1 nmよ
りも大きいことから、α カテニンが待ち時間
において力学活性化したことが示唆された。 
以上の結果から、細胞間張力の作用下にお
いて、αカテニンが安定な中間状態に構造変
化することが示された。 
 
(2) 構造スイッチングする分子内相互作用 

MI/MII-MIII相互作用が α カテニンの分子構
造に与える影響を評価するため、MI/MII-MIII

相互作用を抑制した変異型 MI-MIIIドメイン、
MI ドメイン、および、MII-MIII ドメインに対



して一定速度の張力負荷を行った。変異型
MI-MIII ドメインに対して作成した等高線図
（図４a）において、MIドメインのアンフォー
ルディングに相当する領域（0 nm < Lc ≤ 48 
nm）の点密度 nd が野生型に比べ増加した。
また、その際の力のピーク値 Fuも増加した。
この結果から、MI/MII-MIII 相互作用の抑制に
より、MIドメインの不安定なへリックス束が
別の構造に変化することが示された。 

 

 

 
図４ 変異型および部分ドメインの挙動 

 
 分割した MI、MII-MIIIドメインの等高線図
（図４b）においては、へリックス束の数に
対応した一つ（MIドメイン）、二つ（MII-MIII

ドメイン）の領域が観察された。MII-MIIIドメ
インの等高線図は、MIドメインの伸び切り鎖
長分、右側にオフセットして示した。分割し
たMI、MII-MIIIドメインの点密度 ndはMI-MIII

ドメインの ndより約 1.5倍大きかった。この
ことから、 MI/MII-MIII相互作用がない場合に
は各ドメインがより安定な立体構造をとる
ことが明らかとなった。分割した MI ドメイ
ンの力のピーク値 Fu（155.9 pN）は、張力負
荷（A）の野生型MI-MIIIドメインで見られた
Fu（107.7 pN）より大きく、むしろ張力負荷
（B）で着目した領域の Fu（161.9 pN、図３c
矢印）とよく一致した。この結果から、張力
作用下における MI-MIII ドメインの構造変化
は、MI/MII-MIII 相互作用の完全な破断を伴う
ことが示された。 

 α カテニン分子の力学的安定性を明らかに
するため、フォースカーブが示すピーク数の
平均値 Nを算出した（図４c）。野生型MI-MIII

ドメインにおいて、張力負荷（A）と比べ張
力負荷（B）では 40 pN以下の ΔFTを示すピー
ク数が減少したのに対し、100 pN 以上の ΔFT

を示すピーク数は増加した。この結果から、
MI-MIII ドメインが有する不安定なサブ構造
が待ち時間において安定なサブ構造に遷移
したことが示された。また、張力負荷（A）
における野生型 MI-MIII ドメインのピーク数
N は、分割した MI・MII-MIIIドメインのピー
ク数Nの和より小さかった。以上のことから、
MI-MIII ドメインの大規模な構造変化は、
MI/MII-MIII 相互作用による初期の力学的不安
定性に起因することが明らかとなった。 
 
(3) ビンキュリン結合による分子構造強化 
ビンキュリン結合が αカテニンの分子構造
に与える影響を評価するため、変異型MI-MIII

ドメイン、および、MIドメインに対してビン
キュリンを反応させた後、一定速度の張力負
荷を行った。その結果、ビンキュリン結合に
より、変異型MI-MIIIドメインの示す力のピー
ク値 Fu が大幅に増加することが明らかにな
った（図５a）。このことから、ビンキュリン
結合により、αカテニンのMI-MIIIドメインが
補強されることが示された。 

 

 
図５ ビンキュリン結合による挙動の変化 

 
一方、MI ドメイン（図５b）においては、
力のピーク値 Fuが増加した領域（195.8 pN）、
および、Fuが減少した二つの領域（99.7 pN、
96.7 pN）が観察された。この結果から、ビン
キュリン結合部位のみが安定なへリックス
を形成し、MIドメイン両末端の部位は不安定
な構造に遷移したことが示された。変異型
MI-MIIIドメインと MIドメインの結果を比較
することにより、MII-MIIIドメインがビンキュ
リン結合後の MI ドメインを安定化させる可
能性が示唆された（図４c）。 



本研究では、AFM単分子力学測定により、
α カテニンが力学活性化状態を維持するため
の安定な中間状態を示すことを見出した。α
カテニンの分子構造が張力作用下で適応的
に変化し、ロバストな細胞間張力感知を実現
するメカニズムが示唆された。また、ビンキ
ュリン結合により αカテニンが構造的に強化
されることを明らかにした。力学的・生化学
的因子に対する α カテニン分子の可塑性は、
細胞・組織レベルの構造－機能ダイナミクス
を理解する手がかりとなり得る。 
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