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研究成果の概要（和文）：アクチン細胞骨格のリモデリングプロセスを直接 1 分子ごとに可視

化する手法を用い、細胞内の単量体アクチンの濃度変動によって迅速に活性化される、フォル

ミンファミリーによるアクチン線維のフィードバック回生機構を見出した。また、高頻度のア

クチン線維切断の存在を定量的に証明した。関連して、線維芽細胞における Rho ファミリーG
蛋白質の役割、阻害薬結合が誘発する標的キナーゼ Abl の分子コンフォメーション変化など、

細胞イメージングを駆使することで、動的な細胞シグナル、細胞運動の制御分子機構について

新知見が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：Using fluorescence single-molecule imaging which directly 
visualizes remodeling processes of the actin cytoskeleton, this research project has revealed 
a novel actin polymer regeneration mechanism by which an increase in the cellular 
monomeric actin concentration provokes rapid actin nucleation by Formin homology 
proteins. This project has also quantitatively proved the frequent actin filament disruption 
in the cell. In addition, through various types of cell imaging analysis, the roles of Rho 
family GTPases in cell migration and inhibitor-induced conformational regulation of a 
protein kinase, Abl, have been elucidated. 
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Rho ファミリーG 蛋白質は、種々のエフェ
クター分子を介して、異なるアクチン細胞骨
格形成を制御する分子スイッチであること
が、90 年代以降明らかにされてきた。例えば、
Rho は、mDia や ROCK を介し、アクトミオ
シンの活性化とアクチンストレス線維形成
を促し、Rac/Cdc42 は、WAVE/WASP ファ
ミリーを介し、Arp2/3 複合体による細胞先導
端の樹状アクチンネットワーク形成を促進
する。しかし、これらの分子機構のもつ活性
は、実際の細胞内では複雑に絡み合うため、
例えば、実践的にある因子の活性を変動させ
た場合に、それがどこまでの生化学パラメー
タに影響するのか予測困難であるなど、個々
の分子機構のもつ特異的役割について、正確
に把握することは困難であった。この細胞骨
格改変を制御する G 蛋白質シグナルの役割
の解明に取り組むうえで、細胞内蛍光単分子
イメージング手法は、その高い時空間分解能
とともに、細胞内という複雑系の中で、特定
の分子の挙動変化といった特異点を捉えら
れる点で、高い潜在能力をもっている。 

更に、本研究の先行研究にて、Rho のエフ
ェクター、mDia1 がアクチン線維の重合端に
結合しながら、プロセッシヴに分子移動する
ことが細胞内単分子イメージングによって
明らかにされた（Science 303, 2007-10, 
2004）。この手法を発展させることにより、
G蛋白質シグナル関連分子のうち細胞内構造
への会合が予想されるものや、下流の細胞骨
格動態をリアルタイムで分子可視化するこ
とで、G 蛋白質シグナルの働きの細胞以下の
微細レベルでの解明が期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 
細胞シグナル研究では、多様な分子機構がお
りなす複雑な相互作用を細胞内で把握する
ことが、大きな課題となっている。われわれ
が 2002 年世界に先駆け導入した細胞内蛍光
単分子イメージング手法は、細胞骨格系に会
合する分子の挙動変化を通して、微小なシグ
ナルを捉えるのに向いている。特に、上述し
たように、Rho のエフェクターmDia1 による
プロセッシブな高速アクチン重合端伸長が
細胞内分子可視化により発見されたこと、そ
れを含めた複数の分子種による G 蛋白質シ
グナル下流の細胞骨格改変現象を可視化す
ることができる分子プローブライブラリー
の樹立が先行研究により進行していた。そこ
で、細胞内構造への会合が予想されるより多
種の分子機構に蛍光単分子イメージングを
発展させ、更には、薬剤やリガンドが誘発す
る迅速な分子挙動変化をスクリーニングす
ることで、リアルタイムの G 蛋白質シグナル
の作用点と作用機序の解明を目指した。また。

新たな細胞シグナル研究手法の樹立が試み
られた。 
 
 
３．研究の方法 
 
われわれの手によって見出させた、アクチン
重合をプロセッシブに加速する Rho の標的
分子で、フォルミン蛋白質の１つ、mDia1 を
中心的観察対象とし、伸展する細胞先端を特
異的に会合する VASP/Ena ファミリー、反矢
じり端キャッパーであるキャッピングプロ
テイン、Rac や Cdc42 の下流で細胞先導端の
葉状仮足のアクチンネットワークを形成す
る Arp2/3 複合体、コフィリンと結合する
AIP1 など種々のアクチン重合・脱重合制御
分子の動態を生細胞内で単分子イメージン
グを用い観察することで、アクチン重合端形
成の細胞内分布、伸長ベロシティー、線維崩
壊のキネティクスなどを捕捉する手法を確
立する。それを踏まえ、G 蛋白質シグナルの
作用機序や細胞動態の解明を進めた。 
先行研究で明らかにされたように、アクチ

ン重合因子の 1つでフォルミンファファミリ
ーに属する mDia1 は、活性化型 Rho の微量
注入によってその分子内結合が開裂、アクチ
ン重合端に沿った分子移動を開始する。これ
を応用し、蛍光単分子可視化された野生型
mDia1 の標識体の分子移動を指標に種々の
外 的 刺 激 や 薬 剤 処 理 を 試 す こ と で 、
Rho-mDia1 シグナルの生理的活性化機構を
検索した。また、細胞先導端の主要なアクチ
ン調節因子である Arp2/3 複合体やキャッピ
ングプロテインの葉状突起での活性化部位
やその解離速度の計測に成功しつつあった。
これらの知見をもとに、細胞外刺激やプラス
ミドの微量注入・RNA 干渉法などで G 蛋白
質のうち、葉状仮足のアクチン改変を制御す
る Rac, Cdc42 のシグナルを変動させ、細胞
遊走のキネティクスに対する G 蛋白シグナ
ルの基本的な影響をDunnチャンバーを用い
た細胞イメージングにて捉えた。更に、発展
的に、アクチン線維の脱重合因子であるコフ
ィリンやその補因子 AIP1、細胞骨格制御因
子へ会合が知られるキナーゼなどのシグナ
ル因子、共同研究にて神経細胞の突起伸展に
関わる分子群などの細胞内分子挙動を可視
化捕捉したうえで、それらの細胞環境の変化
や薬剤への反応をリアルタイムで捉え、G タ
ンパク細胞シグナルに関連する、アクチン骨
格系の動的な制御様式の解明を進めた。 
 
 
４．研究成果 
 
以前，われわれは G 蛋白質 Rho の標的分子
mDia1 が，細胞内アクチン重合端に結合し，



 

 

線維伸長に従い移動することを分子可視化
によって発見したが、その活性誘導のメカニ
ズムの解明を目指し、種々の生理活性物質、
薬剤の影響を、細胞内蛍光分子イメージング
を用い、スクリーニングを遂行した。予想外
にも latrunculin B などの単量体アクチン阻
害剤によって mDia1 の分子移動が細胞内で
高頻度惹起されることを見出した．薬物動態
シミュレーションにより、薬から遊離したア
クチン単量体が急上昇する逆説的薬物作用
がこの現象を引起こすことが判明した．関連
して，アクチン脱重合因子コフィリンの捕因
子 AIP1 が細胞内で集積する部位に一致して、
mDia1 によるアクチン重合の亢進が確認さ
れた．これらの結果から、線維崩壊によって
生じた単量体アクチンの濃度不均一性が
mDia1 を活性化する「フィードバック線維回
生機構」を提唱した。その後の研究により、
細胞が物理ストレスを受けた際にこの機構
が働き，線維再生に貢献することを見出し、
その詳細について解析を進めている。また、
線維芽細胞の増殖因子への走化性における
RhoファミリーG蛋白質の役割について網羅
的解析を行い、Rac1，Cdc42，RhoG による
協調的な細胞遊走，特にその速度への制御を
見出した。また、関連してコフィリンの穂因
子 AIP1 が介在するアクチン線維切断が，細
胞先導端の仮足において Arp2/3 複合体によ
るアクチン重合核形成の 15 倍もの高頻度で
起きることを分子可視化によって結論づけ
た。更に、プロトオンコジーン Abl キナーゼ
が慢性骨髄性白血病の分子標的薬と結合す
ることでコンフォメーションが変化し、それ
が細胞先導端でのシグナル分子との複合体
形成を促進することも見出した。これら一連
の成果によって。細胞運動の方向性を決める
G蛋白質を中心とした細胞シグナルを明らか
にし、それを受けたアクチン細胞骨格システ
ムの可塑性と組み換えを制御する分子機構
の動態を直接捉えることに成功した。 
 また、奈良先端大の稲垣らと共同で、彼ら
が神経細胞の成長円錐伸展を増加させる分
子として以前報告した Shootin-1 がアクチン
の求心性流動に会合することを発見し、神経
突起の伸展メカニズムにおける Shootin-1 と
アクチン流動とのリンクが果たす役割の解
明にも貢献した。 
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