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研究成果の概要（和文）：われわれは、アクチンフィラメントが様々な異なった原子構造をとる

ことにより異なったアクチン結合タンパク質と相互作用し、異なった機能を果たすことができ

るという仮説の検証を試みた。その結果、張力によりらせんピッチが伸びたアクチンフィラメ

ントはミオシン IIと相互作用しやすいこと、および、ミオシン IIとコフィリンという異なる

アクチン結合タンパク質をアクチンフィラメントと共存させると、結合部位が競合しないにも

かかわらず、両者はそれぞれ相互排他的にアクチンフィラメントと結合することを見出した。

これらはいずれも上記仮説を支持する結果である。 

 
研究成果の概要（英文）：The goal of this project is to understood how different actin 
filaments within a cell perform different functions. We found that stretched actin 
filaments with a longer helical pitch have higher affinity for myosin II. We also found 
that myosin II and cofilin, two major actin binding proteins, bound to actin filaments 
in a mutually exclusive manner, even though the two proteins do not compete for a binding 
site on actin. These results support our hypothesis that actin filaments of different 
atomic structures have different affinities for different actin binding proteins, leading 
to functional differentiation within cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 アクチンは真核細胞でもっとも高度に保

存されたタンパク質の一つであり、その重合

体であるアクチンフィラメントは、細胞運動

や細胞内物質輸送等のさまざまな現象で非

常に重要な機能を果たしている。たとえば、

運動中の細胞性粘菌アメーバでは、前部にお

いて Arp2/3 依存性の樹状アクチンフィラメ
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ントの伸張が仮足の先端を前方に押しだし、

一方、後部ではメッシュ状のアクチンフィラ

メントがミオシン II と相互作用して後端の

収縮と基質からの脱着を駆動する（図１）。 

 

              

このように、細胞内にはアクチンフィラメン

トを主成分とする多様な細胞骨格系が共存

し、それぞれ特異的な機能を果たしている。

それでは、こうしたアクチンフィラメントの

機能分化はどのように達成されるのだろう

か。 

 一般には、相互作用するタンパク質の差異

がアクチンフィラメントの機能の差異の原

因と考えられている。たとえば細胞前部のア

クチンフィラメントは Arp2/3 依存的に樹状

構造を形成し、αアクチニンにより架橋され、

コフィリンにより脱重合する。一方後部のア

クチンメッシュワークには、ミオシン II フ

ィラメントの他、フィラミンなどのアクチン

結合タンパク質が結合している。したがって

これらアクチン結合タンパク質がアクチン

フィラメントの機能を規定していると考え

るのは自然である。それでは議論をさらに一

歩進めて、こうしたアクチン結合タンパク質

の差異は何に起因するのだろうか。細胞前部

のアクチンフィラメントは樹状であり、後部

ではメッシュワーク状であるから、アクチン

結合タンパク質はそうしたフィラメントの

高次構造を認識している可能性がある。しか

しαアクチニンとフィラミンのアクチン結

合ドメインだけでもそれぞれ細胞の前後に

局在するので、たとえば棒状の２量体である

αアクチニンが、樹状構造と特に親和性が高

いといった説明は成り立たない(Washington 

and Knecht, 2008)。あるいは、細胞の前後

を規定する別の因子、たとえば PIP3や活性化

rho タンパク質が個別のアクチン結合タンパ

ク質を制御している可能性もあり、活性化

cdc42→WASP→Arp2/3 のようにそうした反応

経路が実証されているケースもある。しかし

ミオシン II のようにそうした反応経路が見

つかっていないアクチン結合タンパク質も

多く、アクチンフィラメントの機能分化メカ

ニズムの全体像は未解明である。 

 一方われわれは、精製アクチンフィラメン

トと微量の HMM（ミオシン II の可溶性断片）

を ATP 存在下、in vitro で混合すると、HMM

が疎に結合したフィラメントと全く結合し

ないフィラメントが共存することを見いだ

した（図２A,B：Tokuraku et al., 2009）。

この結果は、アクチンフィラメントには HMM

に対する親和性が異なる（少なくとも）二つ

の構造があることを示唆している。一方コフ

ィリンとアクチンの結合も協同的であり(図

２C: Galkin et al., 2001)、コフィリン結

合がアクチンミオシン相互作用を阻害する

ことも知られている(Nishida et al., 1984)。

これらの事実は一つの魅力的な仮説を提示

する。すなわち、細胞前部に特徴的なアクチ

ン結合タンパク質であるコフィリンやαア

クチニン（以後、これらを「前型アクチン結

合タンパク質」とよぶ）と、細胞後部に特徴

的なアクチン結合タンパク質であるミオシ

ン II やフィラミン（「後型アクチン結合タン

パク質」とよぶ）の一部は、それぞれアクチ

ンフィラメントの構造を「前型」と「後型」

に変換し（樹状や網目状、バンドル状などフ

ィラメント同士の関係性の変化ではなく、サ

ブユニット内の原子座標の変化を伴うよう

な構造変化）、そうした構造変化がさらに前

型あるいは後型アクチン結合タンパク質と

の親和性を増すというポジティブフィード

バックを介して前後の極性を安定化するの

ではないかという仮説である（仮説 1：特定

のアクチン結合タンパク質がアクチンフィ

ラメントと最初に結合するきっかけとして

は、前述のような別因子による制御や確率的

な揺らぎが想定されるが、それはこの仮説の

範囲外とする）。実際、電子顕微鏡観察など

によりアクチンフィラメントには構造多型

があることが確立しており (Egelman and 

Orlova, 1995)、特にコフィリンの結合はフ

ィ ラ メ ン ト の ピ ッ チ を 短 く す る こ と

(McGough et al., 1999)、ミオシン II 結合

 
図２．ATP 存在下、HMM はアクチンフィラメ
ントに協同的に結合する（B）。このときの結合
密度は、full decoration（A）の数分の一程度
である。コフィリンとアクチンフィラメントの
結合も同様に協同的で、結合したフィラメント
と結合していないフィラメントが共存する
(C)。 

図１ 



 

 

が標識アクチンフィラメントの蛍光を消光

すること(Kouyama and Mihashi, 1981) など

も知られている。 

 この仮説は、細胞前後における機械的環境

の差異と関連づけることも可能である。細胞

前部では、アクチンフィラメントの重合が仮

足前端を押し出すため、それぞれのフィラメ

ントには圧縮力がかかっている。これに対し

て細胞後部ではアクチンミオシン系が収縮

するため、各々のフィラメントには張力がか

かっていると推測される。一方、極性を失っ

て運動を停止した魚のケラトサイトの一部

に物理的変形を加えると、変形部位にミオシ

ン II が集積して後部となり、一方向性運動

を開始する(Verkhovsky et al., 1999)。ま

た細胞性粘菌の表層を微小なアスピレータ

で吸いこむと、その部位にミオシン II が集

積し局所的に収縮してアスピレータから這

い出すこと(Merkel et al., 2000)も知られ

ている。特に後者の現象においては、祐村恵

彦・山口大学教授（研究協力者）が張力セン

サーの実体に関する予備的な探索を行い、Gd

感受性の stretch-activated チャネルやミ

オシン II 自体のモーター活性はミオシン II

の集積に不必要であることを示した（祐村、

私信）。その結果、アクチンフィラメント自

身が張力センサーではないかという可能性

が示唆された。この仮説に基づくと、外力に

より引っ張られたアクチンフィラメントは、

前型アクチン結合タンパク質との親和性が

下がる一方、ミオシン II などの後型アクチ

ン結合タンパク質との親和性が高い状態と

なり、ミオシン II 結合による内在性の張力

発生がさらに高張力状態へ導いて前後軸が

確立されるという考え方（仮説２）につなが

る。名大の曽我部らはアクチンフィラメント

に張力を加えるとコフィリンで切断されに

くくなると報告しており（早川ら、生物物理

学会年第 43 回年会、2005）、これは仮説 2を

強く支持する結果である。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究は、関連する以下の二つの点
を明らかにすることを目的とする。 

（1）異なる構造のアクチンフィラメントは
それぞれ異なるアクチン結合タンパク質と
結合しやすく、その結果、細胞内で異なる機
能を果たすようになる 

（2）張力負荷がアクチンフィラメントのら
せんピッチを伸ばすことが知られているの
で、そうした力学的刺激によるアクチンフィ
ラメントの構造変化が、相互作用タンパク質
を変化させるか否かについても検討を行う。 

 
３．研究の方法 
 上記の二つの目的に合わせて、三つの実験
を行った。 
(1)ミオシン II のモータードメイン（既出の
HMM は二量体のモータードメインで、単頭の
ものは S1とよぶ)とコフィリンという細胞内
局在が異なる代表的なアクチン結合タンパ
ク質を選び、これら二つのタンパク質とアク
チンフィラメントが共存するときに、それぞ
れがどのようにアクチンフィラメントと結
合するかを評価する。具体的には以下の二つ
の方法をとる。 

①蛍光顕微鏡法：緑色蛍光タンパク質 GFP で
標識した HMMと、赤色蛍光タンパク質 mCherry
で標識したコフィリンを調製する。これらを
単独で過剰のアクチンフィラメントと混合
すると、それぞれのアクチン結合タンパク質
が結合したフィラメントと、ほとんど結合し
ていないフィラメントが共存する（図２：協
同的結合）ことが知られており、これは、そ
れぞれのアクチン結合タンパク質がアクチ
ンフィラメントに特徴的な構造変化を引き
起こし、その結果、より多くの同種アクチン
結合タンパク質が結合するためだと解釈さ
れいている。そこで、GFP-HMMと
mCherry-cofilinが共存したときに、二つの
蛍光タンパク質がそれぞれ異なるアクチン
フィラメントに結合するか（排他的協同性）、
同じフィラメントに結合するか（協同的な協
同性）、あるいはそれぞれ独立に協同的に結
合するかを蛍光顕微鏡で観察する。 

②共沈法：S1とコフィリンは、相互排他的に
アクチンフィラメントと結合すると予想さ
れるが、これが単なる結合部位の競合に起因
するのでは意味がない。そこで、われわれ独
自の acto-S1融合タンパク質(Yokoyama et 
al., 2002)と正常アクチンの共重合フィラメ
ントを調製し、フィラメント中の正常アクチ
ンと S1やコフィリンの結合が共重合により
どのように変化するかを超遠心共沈法によ
りアッセイする。逆に、cofilin-actin 融合
タンパク質を新たに作製し、これと正常アク
チンとの共重合フィラメントを調製して、こ
の正常アクチンと S1およびコフィリンとの
親和性も共沈法で検討する。これにより、S1
またはコフィリンが結合したアクチンサブ
ユニットが、同じフィラメント中の周辺のサ
ブユニットの構造を変化させ、それによって
S1 やコフィリンに対する親和性が変化した
かどうかを評価することができる。 

（2）ミオシン IIがアクチンフィラメントと
結合すると張力が発生する。また S1の結合
は、張力負荷と同様、アクチンフィラメント
のらせんピッチを伸ばすことが知られてお
り、張力負荷されたアクチンフィラメントは



 

 

ミオシン II との親和性が強くなると予想さ
れる。そこで本研究当初は、in vitroでアク
チンフィラメントに張力を負荷し、それによ
って S1の結合が増加することを直接可視化
する予定であったが、諸般の事情によりこの
実験は困難となった。そこで、細胞内で張力
が負荷されていると予想されるアクチンフ
ィラメントと圧縮力が負荷されていると予
想されるアクチンフィラメントに着目し、発
現した GFP-S1がそれぞれのアクチンフィラ
メントとどの程度結合するかを観察するこ
とにした。ただ野生型の S1 は ATP存在下で
はほとんどアクチンフィラメントと結合し
ないので、これまでに蓄積した変異 S1 から
アクチンフィラメントに対する親和性の強
いものを選び、これと GFPの融合タンパク質
（すなわち、アクチンフィラメントのミオシ
ン II 親和性プローブ）を発現させて観察す
ることとした。 
 
４．研究成果 

（1）アクチン結合タンパク質によるアクチ
ンフィラメントの構造変化と、それによるア
クチン結合タンパク質の親和性変化。 

① 0.1 µM ATP 存 在 下 で GFP-HMM と
mCherry-cofilin を過剰のアクチンフィラメ
ントと混合したところ、GFP 蛍光により染め
られるフィラメントと、mCherry により染め
られるフィラメントが共存し、両者がともに
結合した黄色いフィラメントはほとんど観
察されなかった。この結果は、HMM とコフィ
リンがアクチンに対して相互排他的に協同
的結合したことを強く示唆するものである
（図３）。ただしこの実験ではアクチンフィ

ラメント全体が可視化されていないので、
HMM もコフィリンも結合していない非常に多
数のフィラメントがあった可能性が排除で
きず、相互排他的であると断言するには至っ
ていない。この問題を解決するため、3 色の
蛍光を同時に高感度で観察する蛍光顕微鏡
を用意し、アクチンフィラメント全体も同時
に可視化する準備を進めている。 

② 上記の実験は、HMMとコフィリンの相互排
他的な協同的結合を強く示唆するが、両者が
アクチン上の結合部位を競合する可能性を
排除できない。そこで、acto-S1 融合タンパ
ク質または cofilin-actin融合タンパク質を
正常アクチンと共重合させ、共重合フィラメ
ント中の正常アクチンと HMMまたはコフィリ
ンの結合量を測定することとした。 

 まず、acto-S1 融合タンパク質と正常アク
チンを１：３で共重合させたフィラメントと
正常アクチンフィラメントを調製し、それぞ
れに HMMまたはコフィリンを加えて超遠心し
た（HMM との共沈は、0.2 mM ATP,1 mM ADP
存在下で行った）。その結果、HMM は正常アク
チンフィラメントとはほとんど共沈しなか
ったが、共重合フィラメントとは効率よく共
沈した.逆に、コフィリンは正常アクチンフ
ィラメントと共沈したが、共重合フィラメン
トとはほとんど共沈しなかった。 

 次に、cofilin-actin 融合タンパク質と正
常アクチンを１：３で共重合させたフィラメ
ントと正常アクチンフィラメントを調製し、
それぞれをコフィリンと混合して超遠心し
たところ、コフィリンは、正常アクチンフィ
ラメントより共重合フィラメントと効率よ
く共沈した。 

 以上のように、共沈実験、蛍光顕微鏡観察
ともに、HMM とコフィリンが相互排他的にア
クチンフィラメントと協同的に結合するこ
とを示唆した（図４）。今後はさらに詳細を
詰め（アクチンフィラメントも可視化しなが
ら 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 を 行 う と と も に 、
cofilin-actin 融合タンパク質と正常アクチ
ンの共重合フィラメントが HMMと結合しにく
くなるか否かについての実験を行う）、論文
発表を行う予定である。また本研究ではミオ
シンとコフィリンに着目して解析を行った
が、その他の重要なアクチン結合タンパク質
についても解析を広げていきたい。 

(2) L596S 変異(Uyeda et al., 2002)S1 は、
ATP 存在下でもアクチンフィラメントとよく
結合するので、細胞内で S1 と結合しやすい
アクチンフィラメントを可視化するために、
GFP-L596S S1融合タンパク質を細胞性粘菌細
胞で発現した。運動中の粘菌アメーバ細胞に
は、前側の仮足内で Arp2/3 に依存して重合
するアクチンフィラメントと、横から後部の
表層にミオシン II と相互作用し張力を発生
するアクチンフィラメントがある。そこで、
運動中の細胞を固定し、アクチンフィラメン
トを rhodamine-phalloidin で染色して、
rhodamine 蛍光と GFP 蛍光との強度比較を行
ったところ、横から後部の表層アクチンフィ
ラメントは、rhodamine 蛍光強度に比して相
対的に GFP蛍光が強いことが判明した（図５）。
仮足内のアクチンフィラメントは圧縮力を
受けており、一方、横から後部にかけての表

図 4 
 



 

 

層アクチンフィラメントは張力を受けてい
るので、この結果は、張力を受けたアクチン
フィラメントは S1 と結合しやすくなること
を示唆している。また分裂中の細胞を同様に
観察したところ、分裂溝の収縮環のアクチン
フィラメントは S1 を結合しやすくなってい
た。収縮環中のアクチンフィラメントも、強
い張力を受けていると考えられている。先行
研究により、張力が負荷されたアクチンフィ
ラメントはらせんピッチが伸びること、およ
び S1 結合もらせんピッチを伸ばすことが知
られているので、これらの結果は、細胞内で
張力のかかったアクチンフィラメントはら
せんピッチが伸びるような構造変化を起こ
し、S1 と結合しやすくなることを示唆してい
る。本研究では、アクチンフィラメントのミ
オシンモーターに対する親和性のプローブ
として変異 S1 を使ったが、実際の細胞内で
結合するのはミオシン II のフィラメントで
あり、ミオシン II のフィラメント結合はさ
らなる張力の増加を引き起こす。したがって、
らせんピッチの伸び→ミオシン II 結合増加
→張力の増加→らせんピッチの伸びという
ポジティブフィードバックが形成され、これ
により細胞内局所の収縮性が安定化され、ひ
いては細胞の前後極性が安定化されるので
はないかと考えられる。また、極性のない細
胞の一部を力学的に刺激すると、その部分が
後となって運動を始めるという現象が知ら
れているが、このような細胞の力学感受性に
も上記ポジティブフィードバック系が関与
する可能性がある（図６）。 
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