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研究成果の概要（和文）：真核細胞においてさまざまな重要現象に中心的に関与するアクチンフィラメントの機能分化
機構を解明するため、アクチンフィラメントに張力が負荷されるとミオシンIIの結合が促進されるという仮説の検証を
試みた。その結果、アメーバ細胞内のフィラメントに負荷される張力を見積もることができた。そうした張力をin vit
roでフィラメントに負荷しミオシンIIの結合量の変化を見る実験に関しては、概ね実験系を確立でき、今後の測定への
展望が開けた。蛍光エネルギー移動法による観察も最終的な結論を得るに至っていないが、細胞内のフィラメントに構
造多型性があることが確認できた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism by which actin filaments perform different functions 
in vivo, we tested the hypothesis that tension applied to actin filaments increases affinity for myosin 
II. We were able to estimate the tension applied to actin filaments in amoeba cells. Experimental system 
to visualize myosin binding to tensed actin filaments in vitro was established, opening an avenue to 
directly test the hypothesis in vitro in the future. Some progress was also made in attempts to visualize 
tensed actin filaments in amoeba cells using a FRET-based system, demonstrating that the actin filaments 
in cells are polymorphic.

研究分野： 生物物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 アクチンフィラメントは、真核細胞の細胞
運動や細胞内物質輸送等のさまざまな現象
で非常に重要な機能を果たしている。たとえ
ば、運動中の細胞性粘菌アメーバの前部では、
アクチンフィラメントの伸張が仮足を前方
に押しだし、後部ではミオシン II と相互作
用して後端を収縮させる（下図）。このよう

に、細胞内にはアクチンフィラメントを主成
分とする多様な構造が共存し、それぞれ特異
的な機能を果たしている。このようなアクチ
ンフィラメントの機能分化は、相互作用して
いるアクチン結合タンパク質の差異に基づ
くと考えられている。たとえば細胞前部のア
クチンフィラメントは Arp2/3 依存的に重合
し、コフィリンにより脱重合する。一方後部
のアクチンメッシュワークには、ミオシン II
フィラメントやフィラミンなどが結合し、収
縮性を担っている。それでは、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結合するのだろう
か。これについては、アクチンフィラメント
の高次構造の差異（たとえば樹状構造とメッ
シュ構造）が影響しているという可能性や、
細胞局所的な生化学的シグナリング（Rho の
活性化や Ca2+の上昇など）による制御が想定
されているケースもある。しかしそうした説
明が難しいアクチン結合タンパク質も数多
く、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。 
 一方アクチンフィラメントの構造解析は
近年大きく進歩し、その結果、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いう考えが提唱
されている(Galkin et al., 2010)。これに
関連してわれわれは、アクチンフィラメント
と微量の HMM（ミオシン II の可溶性断片）を
ATP 存在下、in vitro で混合すると、HMM が
まばらに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
だした。この現象については：①アクチンフ
ィラメントには協同的な構造多型があり
(e.g., Egelman and Orlova, 1995)、平衡関
係にある複数の構造状態のうちいくつかが

HMM と高い親和性を持っていた；②HMM がア
クチンフィラメントに結合すると、協同的な
構造変化をアクチンフィラメントに引き起
こす(e.g., Oosawa et al., 1972)ので、一
分子の HMM が結合すると、結合されたアクチ
ンサブユニットから伝播した構造変化が周
囲のサブユニットのHMMに対する親和性を高
め、別の HMM 分子の結合を促すことで、ドミ
ノ倒し的にフィラメントの一部領域がHMMに
対して高親和性状態になった、という二つの
説明が可能であるが、いずれにしろ、アクチ
ンフィラメントにはHMMに対する親和性が異
なる（少なくとも）二つの構造があることを
示唆している。一方、コフィリンとアクチン
フィラメントの結合も協同的なので、コフィ
リンに関しても、アクチンフィラメントには
コフィリンと親和性の高い構造と低い構造
があると考えられる。われわれは最近、HMM
とコフィリン、および過剰のアクチンフィラ
メントが共存すると、HMM 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見出した。この結
果は、HMM に対する親和性が高いフィラメン
トはコフィリンに対する親和性が低く、逆に
HMM に対する親和性が低いフィラメントはコ
フィリンに対する親和性が高いことを示唆
する。以上の結果からわれわれは、細胞内の
場所によってアクチンフィラメントの構造
が異なることが、コフィリン、ミオシン II
を初めとする種々のアクチン結合タンパク
質が異なった細胞内局在を示す一因ではな
いかと考えるに至った（仮説 1）。   
 さて細胞の後部ではアクチンフィラメン
トとミオシン II フィラメントの相互作用が
張力を発するが、アクチンフィラメントを引
っ 張 る と 、 ら せ ん ピ ッ チ が 伸 び る 
(Wakabayashi et al., 1994; Matsushita et 
al., 2011)。したがって細胞後部では、張力
発生、ピッチの伸長、ミオシン II 結合量の
増加が局所的正帰還ループを形成し、収縮性
の状態を安定化すると期待される。一方細胞
前部では、アクチンフィラメントの重合が仮
足を前に押し出すためフィラメントには圧
縮力がかかる。また細胞前部に局在するコフ
ィリンは張力のかかっていないフィラメン
トと結合しやすく(Hayakawa et al., 2011)、
さらにコフィリン結合はらせんピッチを短
縮する(McGough et al., 1999)ことから、細
胞前部ではらせんピッチの短縮を含む局所
的正帰還ループが形成されうる。したがって、
アクチンフィラメントの構造多型を介して
細胞極性が安定化されている可能性がある
（仮説２）。そもそも細胞の前後で異なる正
帰還ループができるきっかけとしては、生化
学的シグナルによる制御や確率的な揺らぎ
が想定されるが、力学的刺激による細胞の変



形もきっかけとなり得る。実際、細胞の局所
を外力で変形させると、その部分にミオシン
II が集積し、後部となって細胞極性が形成さ
れることが知られている(e.g., Verkhovsky 
et al., 1999)。 
 これらの仮説を検証するため、細胞内でア
クチンフィラメントとミオシン II モーター
領域(S1)の結合を観察したところ、予想通り
張力のかかっているアクチンフィラメント
は S1 に対する親和性が強いことを見出した
（Uyeda et al., 2011）。これは、上記仮説
１，２を支持するものである。しかしこの現
象が、張力によるアクチンフィラメントの配
向の変化や、張力による生化学的な制御の結
果間接的に S1 結合量が変化した等の可能性
は排除されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、らせんピッチの伸長な
どのアクチンフィラメントの原子構造の変
化がミオシン II モーター領域（S1）の結合
を増加させるという仮説を証明するために、
in vitroでの検証を行う。具体的には、 
(1) 顕微鏡下でアクチンフィラメントに張
力を負荷し、ミオシン II の S1 の結合が増大
することを直接的に観察し、さらにこの関係
を定量化する。 
(2) またそうした張力負荷によるアクチン
の構造変化を可視化できるようなプローブ
を開発し、これを細胞内に導入して、in vivo
での張力負荷とミオシン II 結合の相関を確
立する。 
(3) 細胞内アクチンフィラメントが受ける
張力を定量的に見積る。 
 これらにより、張力負荷がアクチンフィラ
メントの構造変化を介してミオシン II の S1
の結合を促進し、機能分化することを可能な
限り定量的に検証することをめざす。 
 
３．研究の方法 
(1) in vitro でアクチンフィラメントに張
力を負荷し、これによりミオシン IIの S1 の
結合が増加することを示す。いくつか異なる
方法が考えられるが、まず技術的ハードルの
低い方法で定性的な観察を行う。 
(2) MD シミュレーションに基づき、張力負荷
によるアクチンフィラメントの構造変化を
推定し、そうした構造変化をモニターできる
ような蛍光プローブ付きアクチンを調製す
る。これを細胞に導入し、ミオシン II など
のアクチン結合タンパク質の局在と張力分
布の関連を確立する。 
(3) 細胞内アクチンフィラメントにかかる
張力を力学的に測定し、えられた結果と in 
vitroでS1の結合を増加させるのに必要な張
力を比較し、張力によるアクチンフィラメン
トの構造変化を介した S1 の結合促進仮説を
定量的に検証する。 
 
４．研究成果 

(1) in vitro でアクチンフィラメントに張
力を負荷し、GFP-変異 S1 の結合量の変化を
アクチンフィラメント上のGFP蛍光強度の変
化として検出し、負荷した張力との関連を解
明することをめざした。 
 アクチンフィラメントに張力を負荷する
方法として、個々のアクチンフィラメントの
両端を光ピンセット等で保持し、力を負荷す
る直接的な方法と、伸縮性シリコーン基盤に
フィラメントを固定し、基盤を変形させるこ
とでフィラメントに力を負荷する定性的な
方法が想定された。前者は、力の絶対値を直
接見積もることができるメリットがあるが、
いくつかの技術的な困難さがあるため、光ピ
ンセットの専門家との打ち合わせにもとづ
き、伸縮性基盤を使った定性的な実験を先行
させることとした。 
 シリコーン基盤法の場合、２点の技術的な
課題が想定された。まず、適切なアクチンフ
ィラメントの固定法が最大の課題として想
定され、もう一点は、シリコーン基盤上とい
う光学的に困難な条件下で微弱な蛍光シグ
ナルを検出することである。 
 第一の問題に対しては、ビオチン化アクチ
ンを微量共重合させたアクチンフィラメン
トを、アビジンを固定したシリコーン基盤に
固定することは容易であるが、その場合はフ
ィラメントが全長にわたって固定されてし
まうため、特にらせんピッチの変化を伴うよ
うなフィラメントの構造変化が阻害され、そ
うした構造変化に依存した現象（S1 結合の促
進）も阻害されるおそれがある。この問題を
解決するためには、ビオチン化アクチンが含
まれるセグメントと、含まれないセグメント
が交互にならぶようなブロック共重合フィ
ラメントを調製し、ビオチン化アクチンの含
まれないセグメントを観察すること、さらに
ビオチン化アクチンとアビジンの連結に長
いリンカーを介することで、回転自由度を与
える（すなわちらせんピッチの変化を許容す
る）ことで解決が可能であると考えられた。 
 第二の問題に対しては、最近導入した超高
感度ビデオカメラを利用し、可能なら共焦点
蛍光顕微鏡観察を行うことで背景光を抑え
ることで解決を図ることとした。 
 以上の計画のもとで実験に着手したが、手
持ちの外力負荷装置によりシリコーン基盤
を伸長させると、シリコーン基盤表面の Z位
置が変化し、かつ、光学軸に対して予測困難
な方向に傾くため、高倍率の対物レンズの焦
点面にサンプルを保持することがきわめて
困難であることが判明した。最終的に外力負
荷装置とシリコーン基盤作成法を改良する
ことで、100 倍の対物レンズを使ってもある
程度の蛍光観察はできるようになった。具体
的には、アビジンを介してシリコーン基板に
固定したビオチン化アクチンとCy3蛍光アク
チンのブロック共重合体の蛍光像が観察で
きるようになった。 
 次に、ATP 存在下で GFP-変異 S1 を加え、



さらにシリコーン基盤を伸展した際に、伸展
方向と直交方向のフィラメント（それぞれ張
力負荷と圧縮力を負荷した状態に対応）に沿
った GFP 蛍光を観察したが、両者に明確な差
を見出すことはできなかった。この結果は、
張力負荷によって S1 との親和性が増大する
という仮説の予測と反するものであるが、今
回の実験ではアビジン−ビオチン−アクチン
の連結に回転自由度がなかったため、らせん
ピッチが変化できなかったためである可能
性がある。この可能性は、ATP 存在下で S1 が
アクチンフィラメントと相互作用するとア
クチンフィラメントのらせんピッチが顕著
に伸びるというわれわれの最近の高速AFM観
察の結果 (Kijima et al., 論文投稿中)から
も支持される。 
 残念ながら本研究期間中に得られた成果
は以上であるが、実験系の基礎はほぼ確立し
たので、今後は、回転自由度を確保したフィ
ラメント固定法を工夫し、仮説の検証を進め
ていきたいと考えている。 
(2) 研究協力者である京都大学の安達泰治
教授、井上康博助教らのご協力により、MD シ
ミュレーションに基づき、張力負荷によるア
クチンフィラメントの構造変化にともなっ
て距離が変化すると推定されるアミノ酸残
基のペアを複数組リストアップし、それぞれ
のアミノ酸残基を異なる蛍光色素で標識し、
力負荷に伴う蛍光エネルギー移動（FRET）効
率の変化をもとに構造変化の検出を試みる
ことにした。まず手始めに、リストアップさ
れたペアのうち、二重らせん中で横方向に隣
り合う二つのサブユニットの 41 番と 233 番
の残基ペアを選び、それぞれのアミノ酸残基
に異なる蛍光色素を導入した。また大過剰の
非標識アクチンと共重合させたときに、これ
ら二種の標識サブユニットがフィラメント
中で横方向に隣り合って並ぶように両者の
界面の荷電残基を反転させた変異(Wen et 
al., 2013)も加えた。しかし、調製した標識
アクチンは、重合条件下では凝集してしまい
正常なフィラメントを形成しなかった。この
ため、当初予定していた FRET 計測を行うこ
とはできなかった。しかし力負荷にともなっ
て距離が変化すると期待されるアミノ酸残
基ペアは他に数種あるので、今後それらにつ
いて順次検討を行っていきたいと考えてい
る。 
 このような当初想定していなかった問題
により力センサーFRET アクチンの細胞内で
の観察はまだ行えていないが、これとは別に
以前の研究で調製した分子内 FRET アクチン
を細胞性粘菌や動物培養細胞に導入し観察
したところ、細胞内で局所的に FRET 効率が
ばらつくことが見出され、これは、アクチン
フィラメントの構造多型性という本研究の
基本概念が生理的条件下で確認された重要
な成果と考えている（学会発表１）。 
(3) 外力の見積もりが可能で、かつ、力の方
向にアクチンフィラメントが配向しており、

個々のアクチンフィラメントにかかる力を
見積もることが可能な実験系を選定した。具
体的には、細胞性粘菌のミオシン II 欠損変
異細胞が分裂する際、反対方向にアメーバ運
動する二つの娘細胞の間に形成される細胞
質糸を選定した。当初計画では、ミオシン II
欠損変異細胞をマイクロピラーのアレー上
で培養し、分裂させ、両方の娘細胞の下のピ
ラーの屈曲から細胞質糸にかかる力を見積
もる予定であったが、いくつかの技術的な理
由より、詳細な透過光による光学顕微鏡観察
と両立するマイクロピラーアレーを作成す
ることができなかった。そこでこれまでに使
用実績のある、蛍光ビーズを塗布した伸縮性
基盤による力測定を行った（下図）。現在詳
細なデータ解析中であるが、予備的な計算に
よると、細胞質糸に掛かる力は約 3 nN であ

った。 
 また、細胞質糸に含まれるアクチンフィラ
メントの本数を、ローダミンファロイジン染
色による蛍光強度、および電子顕微鏡の超薄
切片像から見積もったところ、30-100 本であ
った。 
 このようにして得られた力をアクチンフ
ィラメントの本数で割ることにより、個々の
アクチンフィラメントに負荷される外力を
見積もったところ、30-100 pN 程度となり、
収縮中の筋肉と同等の比較的大きな値が得
られた。これは、非筋細胞内のアクチンフィ
ラメントに負荷される力としては、初めての
見積もりになる。 
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左の列はGFP-Lifeactによるアクチンフィラ
メント像、右の列は伸縮性基盤上の蛍光ビー
ズの変異から計算した牽引力の分布。 
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