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研究成果の概要（和文）：我々のこれまでの研究によって、アクチン線維が力学受容機構を内在していることが明らか
になった（Hayakawa et. al., 2011）。しかし、アクチン線維にある力学受容機構がどのような分子メカニズムで動作
しているかは依然不明であった。本研究ではアクチン線維に光ピンセットで張力を負荷しそのねじれ揺らぎを分析した
。実験からアクチン線維のねじれ揺らぎは、その内在張力の上昇にともなって減少することが明らかになった。この実
験結果は“張力の上昇がアクチン線維のねじれ方向の揺らぎを減少させ、アクチン線維に内在するコフィリンの結合場
所の外部への露出を抑制している”という仮説を支持するものであった。

研究成果の概要（英文）：Molecular and biophysical mechanisms, including how mechanical forces are sensed, 
are totally unknown. ADF/cofilin proteins are the most preferable candidate for the stress fiber disassemb
ly induced by tension decline in the fiber. Here, we propose a hypothesis that tension in an actin filamen
t prevents the filament from being severed by cofilin. To test this, we prepared single actin filaments te
nsed with optical tweezers. When the fiber was tensed, it was severed after the application of cofilin wit
h a significantly larger delay in comparison with the control filaments. Direct measurement of the torsion
al fluctuation of a single actin filament was made under different stresses, which indicated that the stan
dard deviation of the fluctuation was reduced by an applied force of ca. 5 pN. These results demonstrate t
hat tension in the actin filament reduces 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 
我々は細胞骨格や接着構造を対象にした研
究を進める中で、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（Hayakawa et al.,J 
Cell Sci. 2008）。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、詳細な
検討をするには至らなかった。その後、科
学研究費補助金基盤（C）「アクチンファイ
バーの構造変化は新しい力学受容機構とし
て働く」代表者辰巳仁史(H20-22)により、
アクチン線維が力学受容機構を内在してい
ることを示す証拠を得ることができた。図
１に示すようにアクチン線維を光ピンセッ
トを用いて引っ張ると、コフィリンによる
アクチン線維の切断は抑制される。一方で
張力負荷を受けていないアクチン線維はコ
フィリンによる切断を受ける。この結果は
チャネル以外に機械受容する実体（アクチ
ン線維）が存在することを明瞭に示す大変
重要な知見である（Hayakawa et. al., 
2011）。しかし、力学受容機構であるアク
チン線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。本研究はこれ
までの研究成果に基づいてこの分子的メカ
ニズムの解明に関する研究を発展させるも
のである。 

２．研究の目的 
代表者の最近の研究によって、アクチン線
維が力学受容機構を内在していることが明
らかになった。その結果は、細胞膜の機械
受容チャネル以外に機械受容する分子実体
（アクチン線維）が存在することを明確に
示すものであり、大変重要な発見である。
しかし、アクチン線維にある力学受容機構
がどのような分子メカニズムで動作してい

るかは依然不明である。本研究の目的は、
アクチン線維１本に機械（伸長）刺激を与
えたときの構造変化に対応する信号を直接
測定することで力学受容機構の分子・物理
メカニズムを解明することである。 
３．研究の方法 
張力はどのような構造上の変化をアクチン
線維に起こし、コフィリンの結合を抑制する
のであろうか？われわれは、力をアクチン線
維に負荷するとアクチン線維の張力が増加
し、アクチン線維を構成している Gアクチン
分子間の運動の自由度が下がるのではない
かと考えている。それによって、アクチン線
維の長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コフィリンに
対して露出しなくなるというものである。こ
れまでにコフィリンを結合したアクチン線
維について報告されている電子顕微鏡画像
はアクチンのねじれピッチの変化を示唆し
ている（Galkin el al.,2002）。この結果は、
コフィリンの結合におけるアクチン線維の
ねじれの重要性を示唆するものである。した
がって、考えられる最も有力な仮説は、アク
チン線維への伸長刺激は、アクチン線維を構
成しているGアクチン分子間の運動の自由度
を下げてアクチン線維の長軸の周りの回転
を抑制し、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、アクチン線維
にラテックススビーズを取り付け、このアク
チン線維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線維のついたラ
テック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 1.8 なのでアクチン線
維に非常に小さな力（～0.01 pN）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線維への結合により
アクチン線維がねじれてラテックスビーズ
の回転が生じるかどうか、またその後にアク
チン線維の切断が生じるかどうかを検討す
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。 
ラテックスビーズを光ピンセットによっ
てトラップしてトラップ点をｚ方向に変化
させてアクチン線維に力を付加して、アクチ
ン線維のねじれゆらぎの大きさの変化やコ
フィリンによる回転が生じるかどうかを検
討する。これらの実験により、力学受容機構
のメカニズムを分子構造変化のレベルで明
らかにする(図２)。 
４．研究成果 
アクチン線維の長軸の周りの回転のゆらぎ
を測定し、コフィリンがアクチンに結合す
るとアクチン線維の長軸の周りの回転のゆ
らぎに変化が起きるか、また、アクチン線
維全体の長軸周りの回転が起きるかを検討
する。この回転とアクチン線維が切断に関
連があるかを検討する。光ピンセットで、
ぶら下がったアクチン線維の先端のラテッ

 

図１。アクチン線維の張力依存的なコフィリン
による切断のイメージ図。アクチン線維はガラ
スビーズ（左）にミオシン分子を介して結合し
ている。このアクチン線維の別の端は光ピンセ
ットでトラップされたラテックスビーズに結
合している。図の上部のアクチン線維は光ピン
セットのトラップ点を移動することで張力の
負荷を受けている。一方で、図下部分のアクチ
ン線維は張力負荷を受けておらずコフィリン
によって切断を受ける。 



クスビーズをトラップする。この光ピンセ

ットのトラップ点をｚ方向（下方向）に移
動しアクチン線維に力を付加する。力の付
加によってアクチン線維の長軸の周りの回
転のゆらぎが減少するかどうかを評価する。
回転ゆらぎの減少が見られれば張力が分子
の構造的なゆらぎを制限することを示して
いる。アクチン線維に力を付加しつつコフ
ィリンを投与し、ゆらぎが更に変化するか
どうかを検討する。ゆらぎの変化が無けれ
ばコフィリンのアクチンへの作用が抑制さ
れることを示していると考える。 
 実際の実験では 2-3μｍのラテックスビ
ーズを数μｍの長さのアクチン線維に結合

して、このラテックスビーズを光ピンセッ
トでトラップしてその後、光ピンセットの
トラップ点をｚ方向に移動することでアク
チン線維に張力を負荷した。この張力の増
加に伴うビーズの揺らぎの変化はビーズに
さらに小さい蛍光ビーズを付けてその蛍光
ビーズの動きからラテックスビーズの回転
ゆらぎの測定の指標とした。 
ラッテクスビーズの揺らぎは約５ｐNの
力負荷により約半分程度に減少することが
見られた。これからラタックスビーズのつ
いたアクチン線維のねじれ揺らぎも張力の
上昇にともなって減少することが明らかに
なった。ここから、我々の仮説である、“張
力の上昇がアクチン線維のねじれ方向の揺
らぎを減少させること、そして、このねじ
れ揺らぎの減少がアクチン線維に内在する
コフィリンの結合場所の外部への露出を抑
制している”という説を支持するものであ
った(図３)。 

上記の実験と同様に、アクチン線維にラテ
ックススビーズを取り付け、このアクチン線
維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線維のついたガラスビ
ーズをぶら下げる実験系を構成する。この実
験系にコフィリン 10μMを投与して、コフィ
リンのアクチン線維への結合によりアクチ
ン線維がねじれてラテックスビーズの回転
が生じるかどうかを検討した。その結果、複

 

図２。研究の方法（A）。アクチン線維はアクチ
ン線維のチャッピング因子であるゲルゾリン
を介してガラスカバーグラスに結合する。この
線維の別の一端はラテックスビーズに結合し
ている。このビーズには微小蛍光ビーズが結合
していてビーズの回転をモニターすることが
できる。図（B）蛍光ビーズを付けたラテック
スビーズの画像データ。蛍光ビーズの回転をモ
ニターすることでラテックスビーズの回転を
モニターする。この回転の大きさ（θ）はアク
チン線維のねじれの大きさに対応する。このラ
テックスビーズは光ピンセットでトラップさ
れ、トラップ点を下方向に移動することでアク
チン線維に張力を付加することができる。実験
では、アクチン線維に張力負荷を与えつつ、ア
クチン線維のねじれの揺らぎの大きさを測定
する(図は論文 Hayakawa et. al., 2011 によ
る)。 

 

図３。アクチン線維の張力依存的なねじれの大
きさの変化。図 Cはコフィリンによる切断のイ
メージ図。アクチン線維はガラスビーズ（左）
にゲルゾリン分子を介して結合している。コン
トロールのアクチン線維のねじれ方向のゆら
ぎを示している。図 Dこのアクチン線維の別の
端は光ピンセットでトラップされたラテック
スビーズに結合している。アクチン線維は光ピ
ンセットのトラップ点を移動することで張力
の負荷を受けている。張力を負荷されたアクチ
ン線維のねじれ方向のゆらぎの幅は減少して
いる(図は論文 Hayakawa et. al., 2011 によ
る)。減少の幅は約５０％程度であった。 



数回の実験においてコフィリンの投与に伴
って蛍光ビーズを付けたビーズの回転が観
察された。この回転の開始には 10 分程度の 
時間遅れが観察される場合があった(図４)。
現在もコフィリン投与によるねじれの揺ら
ぎの変化やねじれの増加の検討は継続中で
ある。また、実験溶液のｐH を６．７に設定
していたので、コフィリンによるアクチン線
維の切断は観察されなかった。今後もこの実
験を継続して検討する必要がある。 
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図４。コフィリンによるアクチン線維のねじれ
の検討。コフィリン 10μM を赤い横線の時間
投与しつつアクチン線維のねじれを測定した。
アクチンは反時計方向にねじれる場合があっ
た。縦軸はねじれの大きさ、横軸は時間(分)で
ある。 
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