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研究成果の概要（和文）：細胞の発生する力は、周囲を取り巻く微小環境に伝わり、移動、形態変化、増殖など
様々な細胞機能に大きな影響を与える。本研究では、力伝達の機序を一分子レベルで明らかにするため、力を発
生するアクチン細胞骨格と細胞外基質を繋ぐ接着斑分子の細胞内分子イメージングを行った。蛍光単分子スペッ
クル顕微鏡を用いて主要な接着斑分子ビンキュリンとタリンの細胞葉状仮足における単分子イメージングを行っ
た結果、これらの分子が、細胞仮足で広く観察されるアクチン求心性流動と同速度・方向で流動することを明ら
かにした。さらに、アクチン流動の新しい働きとして、流動に起因する分子勾配配置機構を実験と数理モデルに
より明らかにした。

研究成果の概要（英文）： At the cell leading edge, the retrograde actin flow, continuous centripetal
 movement of the actin network, is widely observed in adherent cells. During cell migration, linkage
 between the retrograde actin flow network and integrin-based focal adhesions is believed to promote
 cell protrusion. However, how focal adhesion molecules link to the actin network moving along the 
retrograde flow remains unclear. Single-Molecule Speckle (SiMS) microscopy is a powerful approach to
 directly monitor the mechanics linking actin dynamics and cell adhesion at the molecular level. By 
using SiMS, I revealed several focal adhesion components including Vinculin and Talin exhibit 
flow-associated motion along the retrograde actin flow in lamellipodia. Furthermore,  I revealed an 
actin dynamics-based mechanism that causes possible errors in quantitative live-cell imaging. Our 
findings provide new insights into the physiological roles of the retrograde actin flow in cell 
migration. 

研究分野： 細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生きた細胞の中で生体分子の動態を計測する定量的な蛍光バイオイメージングは、様々な生命現象の解明に用い
られている。本研究では、細胞仮足で広く観察されるアクチン求心性流動の定量イメージングを行った過程で、
汎用されるアクチン結合プローブが、細胞仮足の後方に偏る局在ミスを示すことを見出した。さらに、細胞内流
動に起因する分子勾配配置モデルを考案し、アクチン結合型蛍光プローブが、アクチン流動の影響を受けて不正
確な分布を示すことを実験と数理モデル解析により初めて明らかにした。本成果は生命科学分野における重要な
注意喚起であるとともに、細胞内流動によって分子が濃度勾配を作るメカニズムの理解につながる発見である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の発生する力は、周囲を取り巻く微小環境に伝わり、移動、形態変化、増殖、分化決定
など様々な細胞機能に重要であることがわかってきている。しかし、実体のない力を非侵襲・
リアルタイム・高解像度で捉える技術は確立しておらず、細胞内外における力伝達の分子レベ
ルでの素過程は、ほとんど未知であった。 
 細胞内力発生の主要な場はアクチン細胞骨格であり、アクチン線維はミオシンモータータン
パク質との相互作用、あるいは、線維端に単量体アクチンが重合してアクチン線維が伸長する
ことにより、細胞内力を発生する。アクチン線維流動（レトログレードフロー）は、培養細胞
において、細胞周縁から求心的にアクチン線維が移動する現象である。アクチン線維流動は、
細胞内で極性を持った「力」を伴う点で興味深いが、生体内における意義は未だよくわかって
いない。私は蛍光単分子イメージングを用いた先行研究 (Yamashiro et al., MBoC, 2014、引用文
献 ①) により、細胞仮足内で絶え間なくおこるアクチン線維の求心性流動が、接着斑の有無に
関わらず、仮足全体で接着分子と連結する可能性を見出した。しかし、流動するアクチンネッ
トワークと接着分子がどのように連結するかについての詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、培養細胞で普遍的に見られるアクチン線維流動が細胞外マトリックス 
(Extracellular Matrix; ECM) に連結し、流動力を伝達する作用機序と、流動力の役割を明らかに
することを目的とした。細胞内分子イメージング法である単分子スペックル顕微鏡法により、
力を発生するアクチン細胞骨格と ECM を繋ぐ細胞—基質間接着分子（接着斑分子）の挙動を直
接可視化し、力伝達の機序を一分子レベルで明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、細胞内分子イメージング法である蛍光単分子スペックル顕微鏡を主な手法とし
た。この手法では、蛍光標識した分子を極低濃度で培養細胞内に導入し、タイムラプス解析を
行う。細胞骨格や細胞内構造に会合した蛍光標識分子は自由拡散を止めて留まり、安定してシ
グナル（蛍光）を放出するため、明るい点状のスペックルとして画像化される。このスペック
ルの動態を解析することで、分子の移動速度、位置変化や会合・解離時間が定量できる。 
 私はこれまで、蛍光単分子スペックル顕微鏡の原法を改良し、時空間分解能の大幅な向上、
細胞深部での単分子トラッキング、単分子イメージングの多色化に成功した。私が開発した
eSiMS 顕微鏡 (electroporation-based Single-Molecule Speckle Microscopy) は、現在細胞内で最も
高精度に一分子動態を捕捉できる技術の一つであり、数十ミリ秒の時間分解能によるナノメー
トルスケールの分子トラッキング（±8 nm 誤差）で生体分子の挙動を解析できる。本研究では、
アクチン線維流動が観察される細胞周縁の葉状仮足において、接着斑分子の高精度 1 分子イメ
ージングを行った。 
 また、本研究を進める過程で、予想していなかった研究成果として、定量バイオイメージン
グに汎用されるアクチン結合型プローブがアクチン線維流動の影響により細胞仮足の後方に偏
る局在ミスを示すことを実験と数理モデルにより明らかにした本研究成果については、蛍光単
分子イメージングによる定量解析に基づいた数理モデル解析を、Dimitrios Vavylonis 教授（リ
ーハイ大学、アメリカ）の研究グループと共同して行った。 
 
４．研究成果 
 本研究の主な研究成果は以下の２点である。 
（成果 １） 
 基底面の物理的性質は、細胞の増殖、分化、運動性などに影響を与えることが知られている。
細胞表面の接着分子とアクチン線維のリンクは、細胞内外の情報伝達に重要な役割を担うと考
えられている。本研究では初めに、主要な接着斑分子であるビンキュリンとタリンについて、
蛍光単分子スペックル解析を行った。EGFP 融合ビンキュリンまたはタリンを低発現させたア
フリカツメガエル培養 XTC 細胞の葉状仮足（ラメリポディア）を観察した結果、ビンキュリン
とタリンの分子動態は類似していた。ビンキュリン及びタリンは、ラメリポディア全体で急進
的に流れているスペックルと静止するスペックルが観察された。ビンキュリン単分子のうち、
約５割のスペックルが一定速度で細胞中心へと流動していた。一方約１割のスペックルは静止
し、残りのスペックルには流動と静止の切り替えが起きているもの、またはその切り替えが頻
繁に起きるものが存在した。 



 求心的に流動する接着斑分子とアクチン線維流動を比較するため、私が開発した eSiMS 顕微
鏡を応用し、アクチンと接着斑分子の２波長蛍光単分子スペックル解析を行った。EGFP 融合
ビンキュリンまたはタリンを低発現させた XTC 細胞に、CF-680R 近赤外蛍光標識アクチンをエ
レクトロポレーションによって導入した。接着斑分子とアクチン線維流動を比較するため、同
一顕微鏡視野について各蛍光タンパク質を交互に撮影しながら、同時にタイムラプス観察した。

各スペックルの軌跡から、接着斑分子（ビンキュリン、及び、タリン）とアクチンは同方向に
流動していることがわかった  。さらに、流動する接着斑分子と近傍に存在するアクチンスペ
ックルの速度比較を行った。その結果、接着斑分子はアクチン線維流動とほぼどう速度で流動
していることがわかった（図１）。これらの結果から、主要な接着斑分子であるビンキュリン
とタリンが、ラメリポディアのアクチンネットワークに会合していることが強く示唆された。 
 接着斑分子ビンキュリンは、アクチン、タリン、パキシリン、PIP2 など、10 以上の結合パー
トナーが報告されている。また、アクチン線維と結合して細胞内張力感知に関与することが示
唆されている。本研究では、ビンキュリンのアクチンネットワーク連結機構を明らかにするた
めビンキュリン部分機能欠損変異体（アクチン結合欠損、タリン結合欠損など）の EGFP 融合
タンパク質について蛍光単分子スペックル解析を行い、各変異体について流動する挙動の変化
を定量解析した。その結果、ビンキュリンは主にタリンを介してラメリポディアのアクチンネ
ットワークに連結しており、ビンキュリン C 末端側アクチン結合ドメインによるアクチン線維
結合が結合を増強していることが明らかとなった。 
 これらの成果について、現在、学術論文を投稿準備中である。 
 
（成果 ２） 
 本研究を進める過程で、予想していなかった研究成果として、定量バイオイメージングに汎
用されるアクチン結合型プローブがアクチン線維流動の影響により細胞仮足の後方に偏る局在
ミスを示すことを見出した。 
  定量的な蛍光バイオイメージングは、細胞が生きた状態における生体分子の時空間的情報
を得るアプローチであり、生命科学の様々な分野で広く行われている。細胞内で生体分子を観
察するには、目的の生体分子に結合する標的結合型蛍光プローブを細胞内に導入し、可視化す
る手法がよく用いられつ。目的の分子の動態を的確に解析するためには、蛍光プローブは、生
体分子の細胞内局在を正確に反映する必要がある。 
 アクチン細胞骨格は速やかに崩壊・再編成されるダイナミックな構造体であり、細胞の移動
や形態制御、分裂など、様々な細胞現象で中心的な役割を果たす。アクチンのライブイメージ
ングには、Lifeact という 2008 年に紹介された比較的新しいアクチン標識プローブが汎用され
ている。Lifeact は酵母の Abp140 タンパク質に由来する 17 アミノ酸のアクチン結合ペプチドで、
蛍光標識して細胞内に導入した場合、1/30 秒程度の非常に速いスピードでアクチン線維に結
合・解離を繰りかえす。このような性質から Lifeact は、細胞内のアクチンダイナミクスに影響
を与えずに、均等にアクチン構造を標識する理想的なプローブであると考えられていた。 
 本研究では、生細胞における Lifeact の局在を、実際のアクチン局在と比較した。その結果、
細胞の伸展部にあるラメリポディアにおいて、実際のアクチン局在と Lifeact は一致せず、
Lifeact が後方に偏る局在ミスを示すことに気がついた。また、Lifeact に加えて、アクチン線維
に特異的に結合するファロイジンについても、同様の局在ミスが観察された。ラメリポディア
は高密度のアクチン線維網目状構造を持ち、内部のアクチン構造は、求心性アクチン線維流動
により、絶え間なく細胞辺縁から中心に向かって流動している。私は、流動するアクチン構造
は、たとえわずかな結合時間であっても、アクチン結合プローブをラメリポディアの後方に集
積させる効果があると考えた。そこで、流動に起因する分子勾配配置モデル (convection-induced 
gradient distribution model) を作り、偏微分方程式を用いた数理モデル解析による検証を行った
（図２）。その結果、Lifeact のように非常に結合・解離の速いプローブでも、アクチン線維流
動はアクチン結合プローブの分布に非常に強く影響することが証明された。 



 
 本研究成果は、定量イメージングにおいて汎用される「標的結合型蛍光プローブ」が、細胞
内流動の影響を受けて不正確な分布を示すことを初めて明らかにした。蛍光プローブが、標的
生体分子の動態を反映するかどうかは、定量イメージングで得られるデータの信頼性の要であ
り、標的結合型プローブの使用に際して、十分な注意を払う必要があることを生命科学の分野
で広く注意喚起する研究である。また本研究成果は、細胞内流動によって分子が濃度勾配を作
るメカニズムの理解につながる発見である。 

 本研究成果は、2019 年に Biophysical Journal 誌で発表した。この発表論文は、京大プレスリ
リースにおいても公開した。また、国際学会である ASCB (America Society for Cell Biology) の
ミニシンポジウムに採択され、口頭発表を行った（2018 年 12 月）。本研究成果に関連して、英
文総説２報 (Biochem. Biophys. Res. Commun. 2018, J. Muscle Res. Cell Motil. 2020) を発表
した。 
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