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研究成果の概要（和文）：細胞分裂など、細胞の形態が変化するとき、細胞骨格である微小管に

対して機械的ストレスが生じ、その応答として様々な生化学・力学反応が制御される。そのよ

うな制御機構を調べるためには、実際に微小管に機械刺激を与え、機械的刺激がかかった微小

管に相互作用する分子モーター蛋白質(キネシン分子やダイニン分子)への影響を調べることが

必要である。本研究では、生体分子を３次元空間で力学計測可能な実験系を構築し、微小管（モ

ーター複合体）がメカノセンサーであること検証を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）：As a cell changes its shape such as cell division, one of the 
cytoskeletons, a microtubule, is subject to mechanical stress and responds to mechanical 
stimulation. These responses may regulate biochemical and mechanical reactions in cell. 
One way to understand its regulated system is to apply mechanical stress to a microtubule 
in an in vitro assay and then to quantify motility of molecular motors (kinesins and 
dyneins) interacted with the microtubule. We constructed microscope systems, which are 
able to apply mechanical force into the microtubule in 3D dimensions. Using this system, 
we are examining if a microtubule is mechano-sensor.  
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１．研究開始当初の背景 
細胞外からのメカニカルストレスに応答す

るメカノセンサーとして、細胞膜内部のイオ
ンチャネルや細胞膜と接触する細胞骨格で
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あるアクチンフィラメント等が近年同定さ
れてきた。細胞分裂時は、細胞内部の微小管
依存性分子モーター(細胞分裂特異的キネシ
ン分子や細胞質ダイニン分子)により、細胞
分裂装置（紡錘体）を構成する細胞骨格微小
管がダイナミックにその形態をかえ、複製さ
れたＤＮＡを正確に分配するが、その力を伝
達するネットワーク機構は謎であった。その
最大の理由は、紡錘体の形態変化を感知する
メカノセンサーとしての実体分子が、それら
の分子が実在するかも含め、不明な点であっ
た。本申請者はこれまでに微小管依存性分子
モータータンパク質の外部の負荷に依存し
て起こる化学・力学反応の特性を、光ピンセ
ット技術(Yajima et al. EMBO, 2003, 
Uemura et al. PNAS, 2003)・１分子観
察技術 (Yajima et al. Curr. Biol, 
2002)などの手法を用いて明らかにするこ
とを試みてきた。さらに、in vitro 再構成系
で、ｘｙ平面ばかりか、ｚ方向にもナノメー
トル・ミリセカンドの空間時間分解能で計測
できる顕微鏡システムを用いて、分裂期キネ
シン（Ｅｇ5）が微小管を長軸方向にスライ
ドさせるだけでなく、微小管を回転させると
いった新たな特性を報告した(Yajima et 
al. Nat Struct Mol Biol, 2008)。従
来の生細胞を対象とするエバネッセント照
明観察では、細胞表層の２次元平面のみの観
察に限定され、また、近年の細胞観察の主流
となっている共焦点顕微鏡による３次元観
察法では、観察が蛍光だけに限定されること
や、z 方向の空間分解能が低く、位置の定量
的な解析が困難である。このような状況を打
開するためには、本申請者が過去に報告した
ように、3 次元空間でナノメートル（生体分
子のサイズ）の空間分解能、ミリセカンド（酵
素サイクル時間）での時間分解能で生体分子
を観察することが必要で、これらの３次元計
測方法を生細胞内部の分子の観察に適用す
ることで、従来の生細胞の観察方法の限界を
超えることが十分に期待できた。加えて、生
体タンパク質を取り扱う技術やタンパク質
のダイナミックな挙動を、高時間分解能、か
つ、立体的に計測できる３次元位置計測技術
を基に、z 方向（光軸方向）にも力学測
定ができる 3 次元光ピンセット顕微
鏡 を 開 発 す る こ と も 可 能 な 状 況 で あ
った。生体内の細胞環境は本来３次元であ
るため、刺激する機械的ストレス及び応答シ
グナルの検出は３次元で行うべきである。精
製した微小管やキネシン分子、細胞骨格ネッ
トワークへの 3次元力学応答の計測といった
切り口は、分子・細胞生物学において新しい
研究手法であり、その結果として、新たなメ
カノセンサー同定方法の一つとなり得、微小
管結合タンパク質複合体がメカノセンサー
であるか否かを光学顕微鏡による定量によ

り検証を行うことが可能な状況であった。微
小管がメカノトランスダクション上流の実
体分子と証明できれば、微小管と相互作用し
て化学反応や力学反応を起こす生体分子の
同定にも繋がる。さらに、微小管はすでにメ
カノセンサーとして同定されている別の細
胞骨格であるアクチンフィラメントとも生
体分子を介して架橋されており、細胞の広範
囲なメカノトランスダクション機構の解明
に繋がり、生体分子間の’力伝達ネッ
トワーク’の理解、すなわち、メカニ
カルストレス（物理的信号）による細胞内で
の‘メカノトランスダクション’の理解にま
で繋がることが十分に期待できた。こ
れらの動作機構が解明されれば、生命を支え
る根幹的な機能の一つである、細胞の力学刺
激応答能機構は、これまでに完全に解明され
ていなかった細胞分裂や分化を始め、多くの
生命現象の理解が進むばかりか、無重力条件
化での骨や筋組織の反応の解明を含む（宇
宙）医学等の発展にも繋がると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞分裂時でのメカノセンサー
の同定が目標であった。分裂装置・紡錘体の
分子機構の解明を目指した研究手法は、現状
では出尽くした感もあり、例えば、機能する
生体分子の個々の分子活性は、変異体分子や
RNAi による機能阻害と免疫染色を組合した
観察などにより明らかになってきたが、複数
のタンパク質分子の機能発現が細胞内でど
のように制御されているか、紡錘体の形態が
如何に制御されているかの全容は不明であ
る。これは現状研究手法の主流である生体分
子の局在の観察からだけでは機能の全容を
理解できないことが理由として挙げられる。
紡錘体内では時々刻々と構成要素の生体分
子が入れ替わり機能する非平衡な開放され
た系でありながらも、その形態や骨格などを
巧みな内部の力のバランスで保っているた
め、紡錘体内に存在する力学特性を明らかに
する必要がある。本研究では、紡錘体の機能
を完全に理解するために、紡錘体に働く‘力
伝達ネットワーク機構’の解明に不可欠なメ
カノセンサーの同定に挑むものであった。こ
の新しいメカノセンサーとして微小管もしくは、微
小管・分子モーター複合体をその候補として考
えていた。これまでに、微小管に加えられたメカ
ニカルな刺激に応答するキネシン分子の特性
が調べられたことは、発想が斬新なため皆
無であった。本申請者は、これまでに精製
した微小管を使用して、In vitro 運動アッ
セイにおける予備的実験により、微小管の先
端がガラス面に固定されて（バックリングし
て）ねじれた微小管には、溶液中にあるキネ
シン-1 の結合頻度が減少することを確かめ



 

 

ており、これは微小管がねじれ刺激に対する
メカノセンサーとなっている可能性を示唆
している。これを定量するために、３次元で
の力学計測が必要であった。ｚ方向での力学計
測は技術的に難しいことから報告は皆無である
が、本申請者が報告した３次元位置検出顕微鏡
に(Yaj ima et  a l .  Nat Struct Mol  Bio l ,  
2008)、光ピンセットシステムを組み込むこ
とを目指した。さらに、再構成して自律的
に構築した紡錘体様構造で力学的刺激
を与えてその応 答を、ネットワークを構 成
している微小管及びキネシン分子の動態
を観 察することで、構造 体の力 学 特性 を
調 べるとともに、再 構 成 紡 錘 体 中 でも微
小管（微小管・キネシン複合体）がメカノト
ランスダクションの上流に位置する、メカノ
センサーであることを証明することを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）微小管に対する伸張・曲げ・ねじれ刺
激に応答するキネシンの３次元空間での応
答の定量： 
 微小管に対する伸張・曲げ刺激は、微小管
の両端付近に結合したビーズを赤外レーザ
ーで集光させた光ピンセットで捕捉して溶
液中で操作することで行った（Yajima et al. 
2003 EMBO）。ねじれ刺激は微小管の先端を
ガラス面に固定して、ガラス面に結合した分
子モーターにより微小管を滑り回転運動さ
せ、微小管がねじられた超らせん構造により
実現した(Yajima & Cross. Nat.Chem. Biol. 
2005)。より定量的にねじれ刺激を加えるた
めには、磁石を選定して使用し、微小管に結
合した磁気ビーズを回転させることでも可
能した。上述の物理刺激を与えた微小管に対
するキネシンの結合頻度、結合寿命、微小管
上での運動連続性、運動速度はキネシンに結
合した量子ドットの３次元空間での輝点を、
破断力はキネシンを結合させビーズを別の
光ピンセットにより３次元的に操作して、微
小管から無理やり乖離させたときの３次元
での力を計測（後述）することで定量する。 
 
（２）光ピンセット及び 3 次元位置検
出 機 構 を 統 合 し た 顕 微 鏡 シ ス テ ム の
構築 : 

Nikon-Ti 顕微鏡のそれぞれの入射
ポ ー ト か ら 赤 外 レ ーザ ー及 び 青 レ ー
ザーを入射する。赤外レーザーの一つ
は 1/4λ板とプリズムを使用して独立
に 操 作 で き る ２ つ の レ ー ザ ー ト ラ ッ
プとしてビーズをそれぞれ捕捉し、微
小管の両端に結合させて、微小管に伸
び や 曲 げ の 物 理 刺 激 を 可 逆 的 に 加 え
る。ビーズの位置とキネシンが結合し

た量子ドットの位置を同時に 3 次元
で検出可能とした。このために、量子
ド ッ ト と ビ ー ズ が 同 等 の 光 強 度 を 持
つように、ビーズの蛍光波長を選定す
る。蛍光微小管像は光を分割すること
で別のカメラで撮影する。実際に捕捉
したビーズのブラウン運動の 3 次元
の軌跡から、xyz それぞれの方向の光
ピンセットのバネ定数を得、生体分子
に 加 わ る 力 な ど を 定 量 す る こ と を 可
能とした。  
 
 
４．研究成果 
細胞分裂など、細胞の形態が変化するときに、
細胞骨格である微小管に対して機械的スト
レスが生じ、その応答として様々な生化学・
力学反応が制御される。本研究では、３次元
空間での力学計測系を構築し、機械的刺激が
かかった微小管に相互作用する分子モータ
ー蛋白質への影響を調べ、微小管（モーター
複合体）がメカノセンサーであるか否かの検
証を試みた。 
（１）生体分子を計測する装置の構築： 
３次元空間で粒子の位置を計測できる光学
系に、磁気力（磁石）、もしくは赤外レーザ
ーによる光ピンセットにより生体分子を操
作・定量ができる実験系の構築を試みた。微
小管の長軸に対してねじれ方向の負荷を加
えるため、適当な方法を検討した。適当な磁
力をかけるためには、磁石の向きや位置を変
えることや適当な磁力を持つ磁石を選択す
ることも必要で、さらに、顕微システムへの
取り付けを既存の光学部品を組み合わせる
ことで行った。微小管のねじれの定量のため
に、微小管の複数箇所に量子ドットを結合し、
これらの相対位置より微小管のねじれ具合
を見積もる方法を検討した。微小管に対して
曲げや伸びを引き起こす操作は、微小管にラ
テックスビーズを結合させ、ビーズを光ピン
セットで捕捉して操作する方法を検討し、微
小管へのねじれの場合と同様の方法で見積
もった。以上より、外部からの操作により微
小管に力学的な負荷をかける方法の開発が
進み、微小管に対して伸長・曲げ・ねじれ刺
激を加え、相互作用する微小管依存性分子モ
ータータンパク質の挙動への影響を定量化
してゆく方法の最適化を試みた。 
（２）微小管に対する伸張・曲げ・ねじれ刺
激に応答するキネシンの３次元空間での応
答特性： 
微小管をねじるためには、微小管の片端をガ
ラス面やビーズなどの粒子に吸着させ、微小
管の他の箇所に磁気ビーズ等を結合させる
必要があり、その最適化を行ったが、外部か
ら操作を加えて微小管に伸び・曲げ・ねじれ
刺激を与える方法およびその定量方法の確



 

 

立に予想以上に時間を要したため、実際に微
小管依存性分子モータータンパク質を用い
た計測のための実験系の最適化に費やす時
間が不十分であった。本研究課題は、これま
での成果に基づき、機械的刺激がかかった微
小管に相互作用する分子モーター蛋白質へ
の影響を定量し、微小管（モーター複合体）
がメカノセンサーであるかを検証すること
が可能と考えているが、以下について更なる
改良・検討が必要である。計測系については、
微小管に対して強いねじれを引き起こすこ
とのできる磁石の位置や向きを制御する機
構をさらに開発していくことが必要であり、
また、計測中に生じるドリフトを取り除く必
要もある。生体資料の測定に関しては、微小
管に結合したビーズが非特異的にガラス面
に吸着しない条件、微小管依存性分子モータ
ータンパク質が外部から操作されている微
小管上を運動する実験条件を最適化する必
要がある。 
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