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研究成果の概要（和文）：動物細胞における収縮環は、主にアクチンフィラメント、ミオシン、アクチン架橋タ
ンパク質（ACP）から構成される収縮性のリング状構造体である。収縮環様構造体を再構成して機能させるモデ
ル系の創出を目指し、in vitro及びリポソーム内でその形成条件や分子プロセスを検討した。１分子イメージン
グにより、ミオシンのアクチンフィラメント切断活性や複数のACPの結合特性を明らかにした。In vitroおよび
リポソーム内で、細胞骨格からなる構造体は、アクチンフィラメントの切断活性に依存することが分かった。こ
れらの結果は、収縮環様構造体の形成はアクチン調節タンパク質によって制御しうることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The contractile ring in animal cells, which is composed of actin filaments, 
the motor myosin and actin cross-linking protein, is a ring-like structure. To reconstitute the 
actomyosin-based ring-like structure with simple components, conditions on forming the structure and
 molecular processes were examined in an in vitro assay and in a liposome-based assay. We found that
 using single-molecular imaging techniques myosin-minifilaments have actin filament severing 
activity and actin cross-linking proteins have relatively weak actin-binding affinities. We also 
found that the actin-based structure depends on severing activity and actin cross-linking proteins. 
Our results suggest that actin-based ring-like structures may be controlled by actin regulatory 
molecules.

研究分野： 細胞骨格とモータータンパク質の生物物理

キーワード： アクチンフィラメント　ミオシン　収縮環　リポソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞が二分して増殖することは、生命の基本的現象であり、その解明は生命科学の主要な課題のひとつである。
本研究は、細胞分裂研究の新たな手法の創出を目指し、収縮環形成機能を研究するに当たりその学術的意義があ
る。この新たな手法から得られた知見は、細胞分裂（増殖）がかかわる再生医療の分子基盤に繋がることが期待
でき社会的意義が高い。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
動物細胞の細胞質分裂において、収縮環の機能解明を目指した従来の研究は、遺伝学的な研究や
収縮環に局在するタンパク質の生化学的研究、抗体や RNA 干渉による機能阻害研究によって行
われていきたが、その全容は不明であった。そのため、構成成分が限定でき、収縮過程の分子プ
ロセスのイメージングが容易な in vitro および人工小胞内で収縮環様構造体を再構成する手法
の開発を目指した。収縮環様構造体は主に、細胞骨格アクチンフィラメント、モータータンパク
質ミオシン、アクチン結合（架橋）タンパク質から構成されることが知られているが、特にアク
チン架橋タンパク質の結合特性は分子レベルでは不明な点が多く、詳しい解析が待たれていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
動物細胞における細胞質分裂では、分裂装置・収縮環が、細胞骨格アクチンフィラメントやモー
タータンパク質ミオシン、アクチン架橋タンパク質などの相互作用を通して３次元空間に構築
され、適切なタイミング・場所で、適切な機能を果たす必要がある。本研究では、以下の２点を
目的とした。 
（１） ミオシンや架橋タンパク質のアクチンフィラメントへの切断能や結合能を定量し、その

特質を明らかにする。 
 

（２） 収縮環形成に必須なタンパク質を人工膜に内包し、生体分子の持つ自律的かつ能動的な
性質を利用して、分裂細胞モデルを構成的アプローチにより構築することを目指す。 

 
 
３．研究の方法 
 
（１） ウサギ骨格筋、ヒト培養細胞、大腸菌から単離したアクチン、ミオシン、アクチン架橋

タンパク質を用い、in vitro アクチンフィラメント滑りアッセイを３次元位置検出顕
微鏡で行い、ミオシンのモーター特性、アクチン結合タンパク質のアクチン結合特性を
定量する。電子顕微鏡法により高空間分解能でアクチンフィラメントとミオシンミニフ
ィラメントの位置関係を定量する。 
 

（２） アクチン結合タンパク質であるアニリンおよびアクチニンに関して、全反射顕微鏡およ
び高速AFMによる分子動態イメージングによりアクチンフィラメントの架橋の分子プロ
セスをイメージングする。 

 
（３） アクチンフィラメント、ミオシンミニフィラメントおよびアクチン結合タンパク質から

自発的に形成される不規則構造体を in vitro で形成させる。 
 
（４） 不規則構造体の構成成分であるアクチンフィラメント、ミオシン、アクチン結合タンパ

ク質をリポソーム内に封入し、不規則構造体の膜への結合特性を定量するとともに、リ
ング状構造体の形成条件を検討する。 

 
 
４．研究成果 
 
（１） ３次元位置顕微鏡を用いて、アクチンフィラメントとミオシンミニフィラメントまたは

アクチン結合タンパク質の位置を z方向を含む３次元方向で定量し、ミオシンミニフィ
ラメントやアクチン結合タンパク質の相対位置関係を明らかにし、さらに、ミオシンに
よるATP濃度依存的なアクチンフィラメントの滑り運動活性および切断活性を明らかに
した。また、電子顕微鏡での撮影により、アクチンフィラメントとミオシンミニフィラ
メントとの高分解能での相対位置関係が分かった。アクチンフィラメントとは異なる細
胞骨格微小管と微小管依存性モーターでも同様に滑り運動活性を定量し、フィラメント
やモーターに特異的な運動活性を明らかにした。 
 

（２） 光学顕微鏡による１分子イメージング実験および高速 AFM を用いた実験により、アクチ
ン結合タンパク質（アニリンおよびアクチニン）のアクチンフィラメント上での結合時
間は１秒弱であることが分かった。また、全長アニリンは単量体であり、分子内に複数
のアクチン結合部位を持ちアクチンフィラメントをその極性に関係なく架橋できるこ
とが分かった。その架橋間距離は８nm 程度であり、また、アクチンフィラメント上に
37nm 間隔で架橋することが明らかになった（図 1）。これらの成果を投稿論文として報
告した。 



 

 
（３） アクチンフィラメント、ミオシンおよびアクチン架橋タンパク質により、収縮する構造

体の作成ができるようになった。特にこの収縮体の形成には、ミオシンミニフィラメン
トによるアクチンフィラメントの切断活性が重要な制御因子であることが分かり、また、
再構成構造体の収縮速度や収縮面積は、アクチンフィラメントの長さ、ミオシンの濃度、
ATP の濃度に依存することが分かった。 

 
（４） アクチンフィラメント、ミオシンおよびアクチン結合タンパク質をリポソーム内に封入

し、リング状構造体形成条件を検討したところ、アクチンの長さおよび結合タンパク質
の濃度に大きく依存することが分かった。また、膜結合部分を有するアクチン結合タン
パク質を用いたところ、リング状形成能に大きく影響を与えることが分かった。 
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