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研究成果の概要（和文）：アクチンフィラメントの伸長は多数の蛋白質によって制御されている．アクチンキャ
ッピング蛋白質（CP）はフィラメントの端に結合しその伸長を止めるが，CARMIL蛋白質はCPと結合し，フィラメ
ントから引きはがすことができる（結合解離）．この結合解離にはCPの分子運動（揺らぎ）の変化が鍵となると
考えられている．本研究では，分子シミュレーションや弾性ネットワークモデルを用い，CARMILの結合がCPの揺
らぎに与える影響を網羅的に調査した．これにより，CARMILのどの部位がCPの運動を大きく変えるのかを明らか
にした．また，運動を変える部位が持つ特徴的な結合パターンも明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Actin filament elongation is regulated by a number of proteins. Actin 
capping protein (CP) binds to the end of filament and inhibits their elongation, whereas CARMIL 
protein binds to CP and can dissociate it from filament. Structural flexibility of CP is expected to
 be the key to this dissociation. In this study, using molecular dynamics simulation and elastic 
network model, we comprehensively investigated the effect of binding of CARMIL on the flexibility of
 CP. As a result, we clarified which part of CARMIL significantly changes the flexibility of CP. We 
also clarified the characteristics binding patterns of the parts that change the flexibility.

研究分野： 構造バイオインフォマティクス

キーワード： 動的構造　分子シミュレーション　アクチン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アクチンフィラメントの伸長は細胞の変形や運動という普遍的な生命現象に直結している．フィラメントを制御
する蛋白質の研究は，細胞の変形・運動といったマクロな現象が，分子レベルでどのように実現されているのか
を理解するために欠かせなない．制御蛋白質の働きには揺らぎが関わっている．蛋白質間の結合と揺らぎがどの
ように関係するか，分子シミュレーションや弾性ネットワークモデルを使って網羅的に解析し，結合と揺らぎの
関係を明らかにした．結合と揺らぎに関する知見は，フィラメントの伸長を制御する蛋白質の働きをコトンロー
ルするための基盤となる．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

アクチンは細胞内に大量に存在し，螺旋状に重合してフィラメントを形成する．アク
チンフィラメントは細胞骨格を形成し，細胞の形状と密接に関連する．フィラメントの
両端ではアクチンの重合と脱重合が行われており，フィラメントは伸び縮みする．生物
において普遍的な現象である細胞の変形や運動は，フィラメントの伸縮が深くかかわっ
ている． 

アクチンフィラメントの伸縮は多数の蛋白質によって制御されている．キャッピング
蛋白質（以下 CP と呼ぶ）は伸長制御の要とる蛋白質で，フィラメントの末端に結合し
さらなる伸長を妨げる．この働きをキャッピングと呼ぶ．CPに結合する蛋白質「CARMIL」
はキャッピングを阻害し，結果としてフィラメントの伸長を促す．CARMIL によるキャ
ッピング阻害には２つのやり方がある．１つは，フィラメントに結合する前の CP に作
用し，CP がフィラメントに結合するのを妨げる（結合遮断）．もう１つは，フィラメン
トに結合した CP に作用し，フィラメントから CP を剥がす（結合解離）．この結合解離
は CARMIL に特有の阻害機構で，フィラメントのきめ細かい伸長制御を可能にする． 

CARMIL による結合解離のメカニズムは立体構造解析により大きく進展した．X線結晶
構造解析により，CP/CARMIL 複合体の高解像度の立体構造が，電子顕微鏡による解析か
ら CP/アクチンフィラメント複合体の低解像度の立体構造が決定された．この２つの構
造を突き合わせることで，「CARMIL と CP の結合部位」が「フィラメントと CP の結合部
位」から離れていることが分かった．つまり，CARMIL による結合解離は，離れた場所に
影響を及ぼすアロステリック効果によって実現される．この他に，CARMIL の結合は CP
の立体構造を大きく変えないこと，CPのある運動（ツイスト運動と呼ばれる）を抑制し
うること，も示された．これは，CARMIL の結合が立体構造よりも動的構造に影響を及ぼ
すことを強く示唆した． 
 
２．研究の目的 

アクチンフィラメントの伸長に関わる CARMIL の結合と CP の動的構造の関係を明ら
かにすることを本研究の目的とする．CP の動的構造は，分子シミュレーションから得
られるデータを独自に開発したツール MotionTree で解析することで調査する．得られ
た CP の動的構造の情報を元に結合解離のメカニズムの推定を試みる．また，弾性ネッ
トワークモデルを用いて，CARMIL の結合と CPのツイスト運動の関係も調査する． 
 
３．研究の方法 

CARMIL が CP を引き剥がす結合解離の過程を，分子動力学法を用いてシミュレートす
る．シミュレーションには，アクチンフィラメントと CP の複合体に CARMIL が結合した
過渡的複合体の構造を用意する必要がある．しかし，フィラメントと CP の複合体構造
の分解能は低く，側鎖も含めた詳細なシミュレーションには適さない．そこで，フィラ
メントの代わりに V-1 蛋白質を用いる．V-1 は CP 結合蛋白質で，フィラメントの代替
品として優れている．CARMIL の結合により CP/V-1 複合体は解離する．V-1 と CP の結合
部位はフィラメントと CP の結合部位と重なる．CP と V-1 の結合解離もアロステリック
効果による．さらに，CPと V-1 の複合体構造は高分解能で決定されている．これらの理
由から，本研究ではアクチンフィラメントの代わりに V-1 を用いて分子シミュレーショ
ンを行う． 

シミュレーションから得られたデータは，これまでに開発してきたツールである
Motion Tree を用いて解析する．シミュレーションでは決まった時間間隔おきに，過渡
的複合体の構造データ（スナップショット）を出力する．シミュレーションから得られ
るデータはこのスナップショットの集まりである．Motion Tree は各スナップショット
を比較することで運動部位を特定できる．全スナップショットを網羅的に比較すること
で CP のどの部位がどの程度運動したかの統計をとる． 

CARMIL のどの部位が CP のツイスト運動に影響するかも調査する．CP/CARMIL の結晶



構造を基に，CARMIL の様々な部分構造と CP とのモデル構造を作成する．弾性ネットワ
ークモデルを用いて CPと部分構造の複合体形成時の CP の動的構造を調べ，ツイスト運
動が見られるかどうかを調べる．これにより，ツイスト運動を変化させるのに必要な
CARMIL の部分構造を特定する．また，本研究期間中にアクチン制御蛋白質の１つであ
る Twinfilin の末端部分（TW-tail）が CP と結合している構造を明らかにした．CP/TW-
tail に対しても，同様に弾性ネットワークモデルを用いた網羅的な解析を行う． 
 
４．研究成果 
（１）結合解離における CP の動的構造の変化 

CARMIL による CP と V-1 の結合解離過程の再現を分子動力学法で試みた．まず，CP/V-
1 複合体構造を元に，CARMIL が仮想的に結合した過渡的複合体のモデル構造を作成した
（図１）．このモデル構造を初期構造にシミュレーションを行う．ベースとなる構造が
CP/V-1 複合体であるため，シミュレーションは CP と V-1 の解離の方向へ向かわず，
CP/V-1 複合体がそのまま安定する可能性も高い．そこで，20 本のシミュレーションを
行い，最も解離の方向へ進んでいる１本を特定した．このシミュレーションデータを調
べたところ，CPと V-1 が解離するまでには到っていないが，CP が CARMIL 結合時の構造
へと移行している様子が確認できた（図２）．このシミュレーションデータを解析する
ことで解離に至るまでの CP の動的構造の様子を調べることができる． 

 

 
 
CP の動的構造の調査には Motion Tree を用いる．シミュレーションから得られるス

ナップショットを Motion Tree で比較することで，顕著な運動が起こっている部位を特
定できる．ある２つのスナップショットを比較した例を図３に示す．顕著な運動は
Effective Node（EN；図の黒丸 Aと B）として特定される．この例では，V-1 結合ルー

プの隣りにあるループ（隣接
ループ）の運動と，ストークと
呼ばれる部分を含んだ部位の
運動が特定された．この

図２ 分子シミュレーションの時

間発展の様子 

図１ CP/V-1/CARMIL の過渡的複合

体のモデル構造 

図３ ある２つのスナップ

ショット間の運動 

隣接ループ（EN の A）とスト

ークを含む部位（ENの B）の

構造が赤からオレンジのも

のへと大きく変化している． 



Motion Tree を，シミュレーションから得られた全てのスナップショットのペアに適応
する．300 万以上のスナップショットペアを比較し，シミュレーション中で見られる運
動を網羅的に調査した． 

ここでは，CP の動的構造が時間ととも
にどのように変化していくのかに着目し
た．100ns ごとにシミュレーションを 5つ
の区間に区切り，区間内のスナップショ
ットを比較した結果だけを取り出し，区
間ごとにCPのどの部位が運動していたか
を調べた．区間ごとに運動が検出される
頻度を調べたところ，区間によって頻度
が大きく異なる部位が２つ特定できた．
１つはストークを含む部位（図３の B の
部位）であった．この部位の運動が検出さ
れた頻度を図４（緑線）に示す．最初の
200ns では運動が良く見られるが，徐々にあ
まり見られなくなる．この部位は CARMIL と
の結合サイトを含む．そのため，CARMIL と CP の結合により，この部位の運動が徐々に
抑えられることは十分ありうる．隣接ループ（図３の Aの部位）でも運動の頻度の大き
な変化が見られた（図４の赤線）．最初の 200ns まではほとんど運動が見られなかった
が，200ns 以降ではこの部位の運動が多く見られるようになる．このループは CP と V-
1 だけで複合体を形成している際にはほとんど運動が見られない．他方，CP と CARMIL
だけで複合体を形成している際には，このループの運動が良く見られる．このことは，
時間とともにこのループの運動を抑える V-1 の影響が薄れ，運動を促す CARMIL の影響
が強まることを示唆する．また，CPと V-1 の結合ループの運動頻度も調べた（図４の青
線）．最初の 400ns まではほとんど運動が見られなかったが，その後やや運動が見られ
た．これらのことから，V-1 と直接コンタクトしておらず比較的動きやすい隣接ループ
の運動をまず変化させた後，V-1 と直接コンタクトしている結合ループの運動を変化さ
せることで実現する，という結合解離モデルを推定した． 

 
（２）CARMIL の結合と CP の動的構造の関係 

アクチンフィラメントの伸長を制御する TW-tail と CP の複合体構造を初めて解明す
ることができた（図５）．これにより，TW-tail は CARMIL と同じような位置で CP と結
合するにも関わらず，CARMIL とは異なり CP と V-1 の結合を阻害しないことを明らかに
した．新たに得られた CP/TW-tail の構造を利用し，TW-tail が CP の動的構造に与える
影響を調べた．また，CARMIL が CP の動的構造に与える影響と比較し，影響が異なる場
合 CARMIL と TW-tail の何が違いを生むのかも調べた． 

CP/TW-tail 複合体，あるいは CP/CARMIL 複合体の結晶構造をベースに，TW-tail や
CARMIL の様々な部位と CP からなるモデル複合体構造を作成する．作成したモデル構造
で CP の動的構造がどうなっているか，ツイスト運動に絞って調べる．ベースとなる結
晶構造は PDB（Protein Data Bank）から収集し，約 600 個の CP/TW-tail のモデル構造
と，約 1000 個の CP/CARMIL のモデル構造を作成した．大量のモデル構造を調べるため
に，弾性ネットワークモデルを用いた．CP/CARMIL 複合体のモデル構造の中にはツイス
ト運動が大きく変化するものもあるが，CP/TW-tail 複合体ではツイスト運動が大きく
変化することは無かった（図６）．CP と V-1 の結合を阻害しない TW-tail が CP の動的
構造を大きく変えないことは，CARMIL が CP の動的構造を変えることで CP と V-1 の結
合を妨げるという阻害モデルと矛盾しない．CP/TW-tail の複合体構造という新たなデ
ータに基づき検証を行ったが，依然として CP の動的構造を介した結合阻害モデルに破
綻が無いことを示せた． 

前述したように，CP/CARMIL 複合体のモデル構造の中にはツイスト運動が大きく変化

図４ 各部位の運動が見られた頻度

の時間変化 



するものがあることを突き止めた．これらのモデル構造を調べたところ，CARMIL 中の
CP 結合部位の中でも，CP-L ドメインと CP-S ドメインの境界上に位置する部分構造であ
ることが分かった．ツイスト運動は CP-L ドメインと CP-S ドメインの間に見られる運動
である．そのため，この境界上の部位が２つのドメインと強く相互作用することでツイ
スト運動を変えるものと考えている．他方，TW-tail では CP-L ドメインと CP-S ドメイ
ンの両方と強く相互作用する部位は無かった．このことも，ツイスト運動を大きく変え
るには２つのドメインとの相互作用が重要であることを示唆する．新たに得られた
CP/TW-Tail 複合体の構造データを利用し，CP の動的構造による結合阻害モデルの妥当
性を示した．また，CPの動的構造を変えるのに重要な CARMIL の部位を特定し，その理
由も相互作用の観点から明らかにした．これらの成果は論文（Koike & Ota 2023）とし
てまとめ公表した． 

 
 

図５ CP/TW-tail複合体とCARMILの

重ね合わせ構造 

TW-tailと CPの結合部位がCARMILと

CP の結合部位はよく重なる． 

図６ CARMIL と TW-tail の CP の動的

構造に与える影響 

CARMILや TW-tailが結合したときのCP

の運動を cosで評価した．ツイスト運

動が保持されているほど，cosは１に

近くなる．Koike & Ota 2023 (DOI: 

10.1002/prot.26560) より引用し，改変．

 Wiley 2023 
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