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研究成果の概要（和文）：ミオシンは細胞内でアクチン細胞骨格に収縮力をもたらす。近年、ミオシン収縮力が
アクチン線維寿命を調節する可能性が示唆されているが、力がアクチン線維の安定化または寿命短縮のどちらに
作用するか、相反する結果が報告されており不明瞭であった。本研究ではこの問題を検証するため、蛍光単分子
スペックル顕微鏡法を用いてアクチン動態解析を行った。ミオシン阻害剤ブレビスタチン添加前後のアクチン線
維寿命を明らかにするため、連続的な時系列データより秒単位での線維寿命解析を行った。その結果、培養細胞
ではミオシン阻害により線維寿命が短縮したことから、ミオシン活性はアクチン線維を安定化することを高い確
度をもって明らかにした。

研究成果の概要（英文）：How mechanical stress applied to the actin network modifies actin turnover 
has attracted considerable attention. Actomyosin exerts the major force on the actin network, which 
has been implicated in actin stability regulation. However, direct monitoring of immediate changes 
in F-actin stability upon alteration of actomyosin contraction has not been achieved. In this 
project, I reexamined myosin regulation of actin stability by using single-molecule speckle analysis
 of fluorescently labeled actin. I performed time-resolved analysis of the effect of blebbistatin on
 actin turnover. Blebbistatin enhanced actin disassembly in lamellipodia of fish keratocytes and 
lamellar of Xenopus XTC cells at an early stage of the inhibition, indicating that actomyosin 
contraction stabilizes cellular F-actin. These findings point to the power of direct viewing of 
molecular behavior in elucidating force regulation of actin filament turnover.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 アクチン細胞骨格は、速やかに崩壊・再編
成される動的な構造体であり、その特性は、
細胞の運動・分裂・形態制御など、基本的な
生命現象で細胞骨格が機能を果たすために
重要である。アクチンダイナミクスの主要な
現象は、アクチン線維の形成（重合）、崩壊
（脱重合）、安定化であり、細胞内では多様
なアクチン制御因子により調節されている。
さらに、細胞内で発生する‘力’がアクチン
ダイナミクスに影響することが明らかとな
りつつあった。モータータンパク質ミオシン
による力発生はアクチン細胞骨格に収縮
力・張力をもたらし、細胞骨格の機能遂行に
重要である。2005 年頃より、ミオシン依存的
‘力’がアクチン線維寿命を調節する可能
性が試験管内及び培養細胞を用いた実験系
で示唆されている。しかし、力がアクチン安
定化またはターンオーバー促進のどちらに
作用するか、相反する結果が報告されている
ことから不明瞭であり、ミオシンによるアク
チン線維代謝調節機構は未解明の点が多く
残されていた。 
２．研究の目的 
 ミオシンは、i) 足場となるアクチン線維に
直接働きかける様式と、ii) 細胞内圧変化を介
して遠隔操作的に結合していないアクチン
線維に働きかける様式でアクチンダイナミ
クスを調節している可能性がある。これらの
可能性を検証し調節機構を明らかにするた
めには、ミオシン依存的力の変化を誘導でき
る実験系で、同一の細胞の経時的なアクチン
ダイナミクスの変化を詳細に解析すること
が有効なアプローチである。研究代表者はこ
れまで、細胞内蛍光単分子イメージングを格
段に改良し、高精度の時空間分解能で単分子
の振る舞いを捉える簡便・高効率な eSiMS 顕
微鏡法（easy, efficient and electroporation-based 
Single-Molecule Speckle Microscopy）を確立し
た  (Yamashiro et al., Mol. Biol. Cell, 2014; 
Yamashiro et al., Methods Cell Biol., 2015)。本研
究では高解像度単分子イメージングを駆使
して、ミオシン II ATPase 特異的阻害剤
blebbistatin のアクチンダイナミクスへの影響
を直接可視化により明らかにすることを目
的とした。 
３．研究の方法 
 細胞内力の動態をリアルタイムで詳細に
捉えることを目的として、作用点分子の挙動
を単分子スペックル顕微鏡法により可視化
解析した。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、斑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、
分子の移動速度や会合・解離時間が定量でき
る。研究代表者は近年、eSiMS 顕微鏡法を開
発した (Fig. 1A、 Yamashiro et al., Mol. Biol. 

Cell, 2014; Yamashiro et al., Methods Cell Biol., 
2015)。eSiMS 顕微鏡法は以下の３点で優れて
いる。i) 高い導入効率。エレクトロポレーシ
ョン法により、ほぼ 100%の細胞に蛍光標識
タンパク質を導入し単分子観察を行うこと
が可能。ii) 高精度の時空間分解能。数十ミリ
秒単位の連続イメージングにより、光学顕微
鏡の分解能限界 (約 200 nm) 以下のナノメー
トルスケールで蛍光分子の変位を測定でき

る (Fig. 1C)。iii) 蛍光プローブの多色化。橙
色蛍光である DyLight-550 に加えて、直蛍光
の影響の少ない近赤外蛍光色素 CF680R も標
識可能であり、多色蛍光スペックル解析が可
能となるなど、応用の幅が広がっている。本
手法の利点として、阻害剤添加などで素早く
変化を誘導できる実験系で、同一細胞の経時
的な分子ダイナミクスの変化を詳細に解析
できることが挙げられる。本研究では、eSiMS 
でアクチンダイナミクスを可視化し、ミオシ
ン II阻害剤blebbistatin添加前後のアクチン線
維寿命変化を、連続的な時系列データより秒
単位で計測・比較を行った。実験には、魚類
ケラトサイトのラメリポディアとツメガエ
ル XTC 細胞ラメラ領域を対象に解析を対象
とした。 
４．研究成果 
 本研究の主な研究成果は以下の3点である。 
(成果 1) ミオシン依存的な張力がアクチン
線維を安定化することを、細胞内において最



高精度の時空間分解能で明らかにした（Mol. 
Biol Cell に論文投稿後、リバイス中）。 
 細胞運動の原動力は、アクチン重合が細

胞膜を押す力とミオシンによる収縮力の２
つに大別されてきた。近年、この２つの機構
が相互にどのように影響するか、特にミオシ
ンによってアクチン線維に掛かる張力が脱
重合・重合サイクルに与える影響について注
目されてきた。 
ミオシン活性がアクチン線維の脱重合に

与える影響については、in vitro ではアクチン
束をミオシンで収縮させると脱重合が起こ
ること (Reymann et al., Science, 2012)、張力の
かかったアクチンには主要なアクチン線維
切断タンパク質であるコフィリンが結合し
にくくなること (Hayakawa et al., J. Cell Biol.  
2011) が報告されている。細胞内においても、
II 型ミオシン特異的阻害剤 Blebbistatin によ
り、収縮環のアクチン線維の脱重合が遅延す
る (Guha et al., Curr. Biol. 2005) あるいは速
くなる (Kondo et al., Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 2011) といった相反する結果が報
告されている。 

Wilson ら (Wilson et al., Nature, 2010) は、
移動性細胞である魚類上皮ケラトサイトに
おいて、ミオシンの集積する細胞後部ではア
クチンが脱重合側に傾いていること、細胞膜
透過処理後にATPを添加すると II型ミオシン
依存的にアクチンが脱重合することから、ミ
オシンがアクチン脱重合を促進すると提唱
した。しかし、Wilson らは、アクチン線維を
可視化するプローブとして生細胞内で局在
ミスを示す蛍光ファロイジンを用いており
（研究成果 2 に後述）、解析に影響している
可能性がある。このように、細胞内でミオシ
ン収縮力がアクチン脱重合に与える影響に
ついては、未解明である。 
 本研究では、運動する細胞において、II

型ミオシンによる収縮力がアクチン脱重合
に与える影響を明らかにすることを目的と
した。魚類ケラトサイトのラメリポディアを
観察対象として（Fig. 2A）、蛍光標識アクチ
ンを用いた単分子スペックル法により細胞
内アクチン動態を可視化し、II 型ミオシン特
異的阻害剤 Blebbistatin が引き起こすアクチ
ン線維寿命の変化を明らかにした。ケラトサ
イトのラメリポディアのアクチン線維寿命
を解析した結果、Regression 解析からアクチ
ン線維の半減期は 12.3±3.3 秒であり、
Lifetime解析では平均寿命は20.0 秒であった。
また、38% が寿命 10 秒以内のアクチン線維
であり、アクチンが盛んにターンオーバーし
ていることがわかった。 

Blebbistatin 添加前と、添加後 90-180 秒でア
クチン線維寿命を Regression 解析により比
較したところ、5 細胞中 4 細胞でアクチン線
維の半減期が 20-33%短縮した（Fig. 2B）。未
処理のコントロール細胞では変化がみられ
なかった。これらの結果から、ケラトサイト
のラメリポディアにおいて、II 型ミオシン活

性はアクチン線維の安定化に寄与している
ことがわかった。XTC 細胞ラメラ領域におい
ても同様に、Blebbistatin 添加後３分以内にア
クチン線維脱重合が促進された。 

従って、本研究では直接アクチン重合・脱
重合を可視化する単分子スペックル法を用
いることで、先行研究より厳密なアクチン動
態の解析を行うことに成功し、II 型ミオシン
の収縮力がアクチン線維を安定化すること
を高い確度をもって明らかにした。 
( 成 果 2)  Convection-induced biased 
distribution model によるアクチン結合型プロ
ーブの局在ミスとその機構を明らかにした
（Biophys. J. に論文投稿後、リバイス中）。本
研究過程において、アクチン線維リアルタイ
ム可視化に広く用いられるアクチン結合型
蛍光プローブである Lifeact とファロイジン
が、実際の生細胞内アクチン分布と異なりラ
メリポディア後方へ勾配する局在ミスを見
出した。さらにその機構として、求心性アク
チンフローによる convection-induced-biased 
distribution model を提唱し、培養細胞を用い
た実験と数理モデル解析を用いて検証した。
本研究成果は、ライブイメージング定量解析
に頻用される標的結合型蛍光プローブが、細
胞内ダイナミクスの影響を強く受けて局在



ミスを示す新規の機構を明らかにした。 
(成果３)単分子スペックルイメージングに応
用可能な近赤外蛍光 CF680R 標識プローブの
開発 (Yamashiro and Watanabe, Sensors, 2017)。
蛍光単分子イメージングはシグナルが非常
に微弱であるため、細胞内観察においては自
家蛍光の軽減が課題であった。そこで、自家
蛍光の影響の少ない近赤外蛍光 CF680R 標識
アクチンプローブを開発した。このプローブ
を用いて 3.5-4 m 厚みのある培養上皮細胞
の細胞接着装置（アドヘレンスジャンクショ
ン）のアクチン単分子可視化に成功し、アク
チン線維寿命を明らかにした。近赤外蛍光ア
クチンを用いることで、三次元的に展開する
アクトミオシン構造（例：アドヘレンスジャ
ンクション、分裂細胞収縮環）におけるミオ
シン依存的なアクチン線維寿命調節機構の
解析に応用することができる。 
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