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研究成果の概要（和文）：  

アクチン線維の回転方向ゆらぎの測定を行った。アクチン線維をガラス表面に変性ミオシンを介して結
合する。このアクチン線維に蛍光粒子をつけた2ミクロン程度のビーズを着けてガラス表面から重力方向に
ぶら下げる。この蛍光粒子の位置の測定からビーズの回転を計測する。このようにして計測されたアクチ
ン線維の回転方向のねじれゆらぎの振幅はアクチン線維がガラス表面から懸垂している場合には大きく、
光ピンセットによりビーズを懸垂方向に引っ張り、アクチン線維に負荷を掛けると揺らぎは小さくなった
。これは我々の予想を裏付けるものであった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
When forces were applied to the filament, it was severed after the application of cofilin 
with a significantly larger delay in comparison with the control filaments suspended in 
solution.  The binding rate of cofilin to an actin bundle was decreased when the 
bundle was tensed. These results demonstrate that tension in the actin filament 
prevents the binding of cofilin, resulting in a decrease in the effective severing activity 
of cofilin.  
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１．研究開始当初の背景 
私達の体を構成するすべての細胞は、重力や

外力のみならず体内の骨格筋や平滑筋の動

きに起因する様々な機械的刺激に晒されて

いる。細胞は機械刺激（あるいは力学刺激）

を受容して細胞内の形態変化などさまざまな

反応をしめす。生体膜や細胞骨格には内在ス

トレスが存在し、これらは細胞の成長、分裂、

形態変化、運動に伴って変化して、細胞応答

を修飾する。しかしその分子機構は全く未解

明の状態である。その最大の理由は、機械刺

激の感知機構、言い換えるとメカノセンサー

の分子実体やその仕組みが不明な点にある。

現在唯一明瞭なメカノセンサーは細胞表面の
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膜にある機械受容チャネルのみである。我々

は遺伝子が同定された機械受容チャネルMid1

について、機能ドメインの分析の結果を発表

した（Ozeki-Miyawaki, et al., Exp Cell 

Res. 2005)。またMid1の機能的ホモログを高

等植物において発見し発表した（Nakagawa,e

t al., PRNAS 2007） 

一方で我々は細胞骨格や接着構造を対象に

して研究を進めてきたが、細胞骨格（ストレ

ス線維：アクチン線維束）が力の伝達媒体と

して関与することを発見した（論文、2008年

発表）。この時点で、力の伝達媒体であるア

クチン自身が力学受容の装置として働いてい

る可能性はあったが、科学的に検討すること

はできなかった。その後、科学研究費補助金

基盤（C）一般「新しい力学刺激受容機構と

してのアクチンファイバー」代表者辰巳仁史

(3550千円、H17-18)により、アクチン繊維が

力学受容機構を内在していることを示すデ

ーターを得ることができた。この結果はチャ

ネル以外に機械受容する実体が存在するこ

とをはっきり示すもので、大変重要なので、

現在論文投稿中である。しかし、力学受容機

構であるアクチン繊維がどのようなメカニ

ズムで動作しているかは依然不明である。こ

の分子的メカニズムの解明が本研究のテー

マである。 

 機械受容チャネル以外で細胞の張力刺激に

応答することが報告されているのは唯一接着

関連蛋白質P130Casがある。アメリカコロンビ

ア大学のSheetz博士の研究室の澤田博士の研

究は、細胞接着斑の蛋白質群とP130Casの結合

特性が張力付加で変化する可能性を間接的な

データーから示唆している。一方、本研究は

精製したアクチン分子自身に張力受容性があ

ること、その分子メカニズムを解明すること

を目標とすることで大変独創的である。 

 
 
２．研究の目的 
上記のように、アクチン線維が力学受容の分

子的な実体として働いることはこれまでの研

究から示された。しかし、力学受容機構の本

体がどのようなメカニズムで動作している

かは不明である。本研究では２つ実験を行い、

現在最も有力な仮説を検討する。 
 
３．研究の方法 

第一の実験：コフィリンによるアクチン繊

維の脱重合作用が張力により制御されている

メカニズムとして以下の２つの仮説が考えら

れる。１）張力によるアクチン繊維の構造変

化がコフィリンのアクチン繊維への結合を

制御している。２）張力の有無にかかわらず

コフィリンはアクチン繊維に結合し、アクチ

ン繊維の張力はそれに結合したコフィリン

の酵素活性を調節している。これらの仮説を

検討するために、以下の実験を行う。 

伸び縮み可能なシリコン膜に細胞やアク

チン繊維を装着し、アクチン繊維を引っ張っ

た状態あるいは緩めた状態で保持し、そこに

外部から蛍光ラベルしたコフィリンを投与

して、張力依存的にコフィリンのアクチン繊

維への結合が起こることを調べる。予備的な

実験結果は１）の仮説を支持するものであっ

た（後述）。これら一連の実験からアクチン

繊維に与える張力を減少すると、コフィリン

の結合サイトがあらわれて、コフィリンの結

合が促進することを示す。 

第二の実験：コフィリンのアクチン繊維へ

の結合を制御しているアクチン繊維の構造

変化の実態を生物物理学的な実験で検討す

る。Gアクチンが数珠つなぎになったものが

アクチン繊維である。現在考えられる最も有

力な仮説は、張力をアクチン繊維に負荷する

と、アクチン繊維を構成しているGアクチン

分子間の運動の自由度を下げる。その結果、

アクチン繊維の軸の周りの回転が抑制され

て、その結果コフィリンの結合サイトがファ

イバーの外部に露出しなくなるというもの

である。 
この仮説を検討するために、アクチンフィラ
メントにガラスビーズを取り付け、このアク
チンフィラメントをカバーガラスに接着す
ることで、カバーグラスからアクチンフィラ
メントのついたガラスビーズをぶら下げる
実験系を構成する。ガラスの比重は水より大
きいためにアクチン繊維に張力が負荷され
る。この実験系にコフィリンを投与して、コ
フィリンのアクチン繊維への結合によりガ
ラスビーズの回転が生じること、そしてアク
チン繊維の切断が生じるかを検討する。回転
とともに切断が起きるならば上記の仮説が
支持されたことになる。これらの実験により、
力学受容機構の本体がどのようなメカニズ
ムで働くかを明らかにする。 
４．研究成果 
我々がこれまで実施した実験からコフィリ
ンはアクチン線維にかかる力学的な負荷に
依存してアクチン線維の切断を引き起こす
ことを推測されている。この現象の分子メカ
ニズムを解明するために、平成 21 年度の研
究では、アクチン線維への蛍光標識コフィリ
ンの結合度の測定を行った。アクチン線維へ
の蛍光標識コフィリンの結合度の測定を行
った。ガラス表面を変性ミオシン分子でコー
トしておく。ここにローダミンラベルしたア
クチン線維を投与するとアクチン線維はガ



 

 

ラス面に結合しアクチン繊維のネットワー
クを形成する。このアクチン線維のネットワ
ークは例えるならば蜘蛛の巣のような動態
をする。そこでこのネットワークをガラスピ
ペットで引っ掻くことで蜘蛛の巣の線維が
掻き集められるようにアクチン繊維束が形
成される。このアクチン線維束の先端にはガ
ラスピペットの先端が接着しており、線維の
反体側の端はガラス面に結合しているので、
ガラスピペットをマイクロマニプレータに
より移動することで、アクチン線維束を伸展
することができる。このアクチン線維束を全
反射近接場光照明し、蛍光分子アレクサで標
識したコフィリンを投与すると、コフィリン
がアクチン線維束への結合する様子を観察
することができる。この結合の頻度を分析す
るとアクチン線維束が形成されたときの長
さ（おそらく自然長）で大きな力学負荷を受
けていない場合にはコフィリンの結合の頻
度が高く、逆に、ガラスピペットを用いてア
クチン線維束を伸展するとコフィリンのア
クチン線維束への結合頻度が低下した。この
ことから、張力依存的なコフィリンの結合の
確率の変化が、アクチン線維のコフィリンに
よる張力依存的な切断の分子的な仕組みで
あると推定された。このことから、張力依存
的なコフィリンの結合の確率の変化が、張力
依存的なアクチン線維のコフィリンによる
切断の分子的な仕組みであると推定された。  
 コフィリンがアクチン線維に結合すると
アクチン線維のねじれピッチが変化するこ
とが電子顕微鏡の観察から知られている。一
方で溶液中のアクチン線維のねじれの大き
さは揺らいでおり、張力はこのねじれのゆら
ぎを変化させる可能性があり、張力によるね
じれの揺らぎへの影響が最終的にはコフィ
リンのアクチン線維への結合をコントロー
ルしているかもしれない。この予想を検討す
るために、平成 22 年度の研究では、アクチ
ン線維の回転方向ゆらぎの測定を行った。ア
クチン線維の回転方向のねじれゆらぎの大
きさは弛緩時には大きく、光ピンセットによ
り負荷を掛けた場合には回転の揺らぎは小
さくなった。これは上記の予想を裏付けるも
のであった。 
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