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研究成果の概要（和文）：細胞はアクチン線維の重合力で膜を押し広げることで移動する。アクチン線維が膜を
押す力の反作用とミオシンの牽引力で、細胞の前から後に向かってアクチンの流れが維持されるために一方向に
動けると考えられている。しかし移動する前の細胞は円盤状で、アクチン流動も細胞膜から中央に向かう点対称
性を示すため、細胞には前後がない。そこで本研究では、無極性の細胞が一方向に動き出せる仕組みの解明を目
的として、カエル卵抽出液を油中液滴に封入した人工細胞系を構築し、アクチン流動の再現に成功した。さらに
液滴の直径が小さくなると、アクチン流動が空間非対称化する現象を発見し、転移点がアクチン重合活性に依存
することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Actin polymerization can push the cell membrane, which is a driving force of
 cell migration. It has been generally thought that the retrograde F-actin flow maintained from the 
reading edge to the trailing edge allows cells to migrate uni-directionally. However, resting cells 
exhibit a disk-like shape and the actin flow shows point symmetrical pattern. To understand the 
mechanism of the spontaneous establishment of retrograde actin flow, we developed an artificial cell
 system by encapsulating Xenopus egg extracts into water-in-oil droplets and we have succeeded in 
reconstituting the actin flow in vitro. By using this system, we found that the actin flow became 
asymmetric in small droplets, and biochemical perturbations revealed that the transition point was 
dependent of the actin polymerization activities.
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１．研究開始当初の背景 
 
 真核細胞の多くはアクチン重合の力で膜
を押し広げ、平板状突起（lamellipodia）を
“前”に出すことで移動する（図１）。細胞
膜に局在しているPIP2がArp2/3複合体を活
性化し、膜直下でアクチン線維の重合と枝分
かれが促進される。アクチン線維の伸張が細
胞膜を前方に押し出すが、その反作用とミオ
シンによる牽引力でアクチン線維は細胞の
後方へと流れていく。このアクチン線維の流
動（retrograde flow）が細胞の前から後に維
持されることで、細胞は一方向に運動できる。
では、細胞の前後はどのようにして決まるの
か？初めは形もアクチン流動も無極性の細
胞が、アクチンの流動や細胞の形を自発的に
非対称にして一方向に動き出すのであるが、
その仕組みは良くわかっていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、無極性の細胞が如何にし
て前後を決めて一方向に動き出せるのか、自
発的にアクチン細胞骨格の対称性が破れる
仕組みの物理的理解を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 我々はこれまでに油中液滴及びリポソー
ムを用いた人工細胞システムを構築し、その
有用性を示してきた（Biophys. J. 2014, Nat. 
Cell Biol. 2015, Protoc. Exch. 2015）。人工細
胞系を用いれば、内包した各種タンパク質の
活性、システムサイズ、界面の形状を自在か
つ独立に制御することが可能となる。運動性
細胞はアクトミオシン活性に応じて変形し
てしまうため、そのような独立制御は人工系
でなければ不可能である。そこで本研究では、
アフリカツメガエルの卵抽出液を封入した

油中液滴を運動性細胞のモデル系として用
いることにした（図２Ａ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
①アクチン流動の再構成 
 アフリカツメガエルの卵から安定した品
質の細胞質抽出液を調整する技術を習得し、
リン脂質膜で包まれた油中液滴に封入する
手法を確立した。この細胞質抽出液を封入す
ると、その直後より液滴辺縁から中心に向か
って１時間以上つづく持続的なアクチン流
動が発生、その流れで細胞質中のオルガネラ
が集められ、液滴中心にクラスターが形成さ
れた（図２Ｂ）。ファロイジン及びのノコダ
ゾールの添加によって、アクチン流動が阻害
されたことから、持続的なアクチン流動の発
生にはアクチンの重合反応、脱重合反応が共
に必要であることがわかった。 
 
②アクチン流動の自発的対称性の破れ 
 液滴中心に形成されるクラスターの大き
さは液滴の体積に比例することがわかった。
また、大きな液滴をスライドガラスで押し潰
し過ぎてしまうと、クラスターが２枚のスラ
イドガラスの間に引っかかってしまい、細胞
質中での自由な移動が阻害されてしまうこ
とがわかった。そこで円板状に押し潰した液
滴の直径と高さのアスペクト比を、クラスタ
ーが引っかからない程度に固定し、様々な大
きさの円板状液滴を用意して、それぞれでの
アクチン流動の収束点（クラスターの位置）
と液滴のサイズ依存性を調べた。その結果、
液滴が小さくなると、アクチン流動が空間的
に非対称になることを発見。システムサイズ
依存的にアクチン流動の対称-非対称転移が
生じることを明らかにした。 
 
③アクチン重合活性の変調効果 
 システムサイズ依存的にアクチン流動が
非対称化する仕組みを明らかにするために、
アクチン線維の重合活性を変調させる実験
を行なった。具体的には、1)Arp2/3 複合体の
活性化因子である PIP2 を油中液滴の脂質膜
に少量添加し、アクチン重合を活性化させた
場合、及び 2) Arp2/3 複合体の阻害剤である
CK666 を細胞質抽出液に添加した場合の変



化を観察した。なお、アクチン重合反応に摂
動を与えることを目的としたので CK666 の
濃度は完全阻害にならない濃度とした。実験
の結果、PIP2 を加えた場合には、対称-非対
称転移の転移点が、液滴の直径がより大きい
方にシフトし、その一方で CK666 を加えた場
合には、対称-非対称転移の転移点が、液滴の
直径がより小さい方向にシフトした。これら
の結果から、Arp2/3 複合体を介したアクチン
重合反応は、アクチン流動の非対称性を促進
することが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④ミオシンモーター活性の変調効果 
 続いて、ミオシンがアクチン流動の非対称
性に及ぼす影響を調べた。ミオシン II のモ
ーター活性の各種阻害剤（Blebbistatin な
ど）及び活性化因子（リン酸化酵素）を用い
て、それらの影響を調べたが、どの場合もコ
ントロール実験と比べて優位な差が見られ
なかった。しかし、細胞質中のミオシン II
のリン酸化状態が変化していることを確認
できなかったので、加えた各種阻害剤・活性
化因子が効いていない可能性も考えられる
ため、さらなる検証が必要である。 
 
⑤微小管細胞骨格が駆動する細胞質流動の
再構成 
 ここまでの研究ではアクチン細胞骨格が
自発的に生み出す流動に焦点を当てて研究
を進めてきたが、その一方で、微小管細胞骨
格も細胞質流動を駆動することが知られて
おり、発生の段階で重要であると考えられる
ようになり、近年注目されている現象である。
そこで我々は、本研究課題で構築したカエル

卵抽出液＋油中液滴の人工細胞システムを
応用し、微小管駆動の細胞質流動の仕組みの
研究も行った。 
 アクチンの重合を阻害した細胞質抽出液
を準備し、アクチン流動の系と同様の油中液
滴に封入すると、微小管のネットワークが形
成され、後にネットワーク全体が収縮した。
この収縮に伴い、細胞質中のオルガネラがか
き集められ、微小管とオルガネラのクラスタ
ーが形成された。アクチンの系と同様に、液
滴の直径が大きい場合は、クラスターは液滴
の中央に、液滴の直径が小さい場合は、クラ
スターは液滴の端に形成されることを発見
した。 
 続いて、ダイニン分子モーターのモーター
機能を p150-CC1 を用いて阻害したところ、
微小管ネットワークの収縮は生じなくなっ
たが、微小管バンドルが渦状に配向し、微小
管バンドルの渦構造が回転することによっ
て細胞質の回転流動が発生することを発見
（図４）。個々の微小管バンドルの動態、人
工細胞の大きさと流速の関係、キネシン分子
モーターの阻害効果などを定量的に調べ、渦
構造の形成と回転流動のメカニズムを明ら
かにした（PNAS 2017; 図５）。 
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