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研究成果の概要（和文）：接着細胞が基質に対して発生する非筋アクトミオシン収縮により発生する力は、形態維持、
分化や運命決定に重要な役割を担っていることが近年分かってきた。これまでに非筋アクトミオシン収縮はMRLC分子の
リン酸化によって調節されていることが組織レベルの研究によって明らかにされてきたが、一方細胞レベルでMRLCリン
酸化状態と収縮力を直接的に計測されていない。そこで本研究では、シリコーンゲルを利用した細胞発生力アッセイ系
を用いてMRLC変異体株間での発生力を比較した。その結果、MRLCリン酸化の亢進だけではなく、MRLCリン酸化のダイナ
ミクスもまた力の発生に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Contractile forces generated by nonmuscle actomyosin contraction in adherent 
cells play important roles in cellular morphology, differentiation, and cell fate decisions. It would be 
considered that the forces are regulated by phosphorylation of MRLC molecules. This finding was based on 
smooth muscle tissue level researches. However, no direct measurements of the forces have been performed 
at individual cell levels. To elucidate this relationship, we perform silicone gel based-contraction 
assay. Our study suggests that cells generate higher forces with increase in phosphorylation of MRLC. 
Moreover, we found that MRLC mutants with exchangeable amino-acid residues are more effective in 
generating contractile forces.
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１．研究開始当初の背景 
 非筋アクトミオシン束をはじめとする細
胞内タンパク質複合体は生化学シグナルの
時間的・空間的濃度勾配の結果、主として酵
素反応によるタンパク質リン酸化制御を受
けることで重合・脱重合といった状態制御が
行われている。さらに、複合体を構成してい
る分子の入れ替わり (分子ターンオーバー) 
もまた複合体の維持に重要とされている。し
かしながら、この複合体形成が生化学的因子
のみによって制御・調節されるのではなく、
力学的因子によっても制御・調節されている
ことが近年明らかにされつつある。この特徴
として、自身が発生する力や外部から負荷さ
れる力によっても重合・維持の調節がなされ
ていることが挙げられる。非筋アクトミオシ
ン束は骨格筋のミオシンと同様にミオシン
ATPase 加水分解反応で得たエネルギーを用
いてアクチン線維をたぐり寄せることで力
を発生する。ここで、非筋アクトミオシン束
と骨格筋ミオシンとの相違点であり重要な
点は、ATPase 活性はミオシン調節軽鎖 (以
下 MRLC) というミオシン結合分子のリン
酸化状態によって調節されている点である。
MRLC のリン酸化酵素として ROCKs や
MLCKなどが知られており、これらの酵素の
時空間的な分布によって非筋アクトミオシ
ン束の動態調節・収縮調節がなされていると
考えられてきた。さらに、いくつかの報告に
より非筋アクトミオシン束は自身が発生す
る力によって自らの重合を促進し、また外力
負荷によっても重合・維持されることが知ら
れつつある。特に、非筋アクトミオシン束内
に存在する非筋ミオシンは負荷依存的な
ATPase 活性を有しており、ミオシンの進行
方向に押されるような状態ではATPase活性
は高く、逆に進行方向とは逆に引っ張られる
ような状態ではその活性は低くなることが
知られつつある。 
 このように、非筋アクトミオシン束内非筋
ミオシンの活性は MRLC のリン酸化状態と
負荷の両方の因子によって調節されている
ようである。しかしながら、MRLCのリン酸
化状態と収縮力との連関は、組織レベルでは
報告されているものの細胞・複合体レベルに
おいては直接的な証拠が出されていないの
が現状である。というのも、非筋アクトミオ
シン束は細胞内に存在しており、化学的・力
学的条件を制御するのが困難だったためと
考えられる。そこで申請者はこれまでに非筋
細胞から非筋アクトミオシン束を単離し、細
胞外環境で収縮力を計測する実験系を構築
し ATP 濃度依存的・ひずみ量依存の非筋ア
クトミオシン束固有の収縮特性を計測して
きた。実際には前述のように、MRLCリン酸
化状態によってもその収縮特性は変化する
と予想されるため、リン酸化状態を摂動とし
た際の収縮特性を計測することがより深い
非筋アクトミオシン束の理解につながるこ
とは明らかである。 

 
 
２．研究の目的 
 MRLC リン酸化状態と発生力との関係に
ついて、これまでに平滑筋組織レベルでの研
究が行われてきた。また個々の細胞レベルで
は、原子間力顕微鏡を用いることで非筋アク
トミオシン収縮活性の亢進により細胞が硬
くなるといった間接的な比較がなされてい
るが、細胞が発生する力と MRLC リン酸化
状態を直接的に比較した研究はなされてい
ない。そこで本研究では、独自の細胞発生力
アッセイ系を用いることで、MRLCのリン酸
化状態と細胞発生力の間の関係を明らかに
することを目的とする。また、アクトミオシ
ン収縮により発生する力が、非筋ミオシンの
負荷依存的なATPase活性への影響を明らか
にするため、MRLC変異体間での非筋アクト
ミオシン束の分子の入れ替わり速度に与え
る影響を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト骨肉腫細胞株U2OS細胞にMRLC変異
体遺伝子を導入し、安定発現株を樹立し
た。導入した MRLC 変異体は収縮活性制
御アミノ酸残基として知られている 19
番目セリン（S19）と 18 番目スレオニン
（T18）を、それぞれ非リン酸化として
アラニン（A）へ置換、擬似リン酸化と
してアスパラギン酸（D）へ置換した変
異体を用いた。それぞれの変異体には緑
色蛍光タンパク質 EGFP、または赤色蛍光
タンパク質 mRuby2 を融合させており、
後述する発生力アッセイ系において異
なる変異体を共培養する際に変異体を
区別した。 
 

(2) 細胞が発生する力により、シリコーンゲ
ル基板の表層に形成されるシワの向き、
本数、長さ、シワの間隔などから、細胞
が発生する力の向きや大きさを比較可
能な独自の細胞発生力アッセイ系を用
いる（図 1）。本研究では、異なる蛍光タ
ンパク質でラベルした MRLC 変異体発現
U2OS 細胞を同一基板上に播種し、その際
に発生するシリコーンゲル基板のシワ
の本数を計測することで、MRLC リン酸化
状態と発生力の大きさのランク付けを
行った。 
 

(3) MRLC リン酸化依存的な ATPase 活性と、
アクトミオシン収縮により発生する力
が、非筋アクトミオシン束における非筋
ミオシン–アクチン間の結合状態にどの
ような影響を与えるか検討するため、 
光褪色後蛍光回復法を用いることで、各
MRLC 変異体発現 U2OS 細胞内の非筋アク
トミオシン束の分子の入れ替わり速度
の計測を行った。 

  



 
図 1 シリコーンゲル表面に形成されるシワ
を利用した細胞発生力アッセイ系 (a) 側方
図、  
(b) 平面図 
 
４．研究成果 
(1) 独自の細胞発生力アッセイ系を用いて、
MRLC リン酸化変異体導入細胞における
発生力の大きさの比較を行った。MRLC
のリン酸化アミノ酸残基に擬似リン酸
化変異導入した S19D/T18D においては、
S19A/T18A および S19/T18A よりも大き
な収縮力を発生することが明らかとな
った。つまり、リン酸化が亢進するほど
収縮力も大きくなった。しかしながら、
面白いことにS19D/T18D変異体発現細胞
は、野生型(S19/T18)発現細胞よりも収
縮力は小さくなった。この結果は、MRLC
のリン酸化・脱リン酸化のダイナミクス
もまた収縮力の発生に重要な役割を担
っていることが示唆された。 
 

(2) 細胞発生力アッセイにより MRLC のリン
酸化と発生する力との対応関係が明ら
かになったのを踏まえて、発生する力お
よび MRLC リン酸化状態と、非筋アクト
ミオシン束の動態調節との関係を明ら
かにすべく光褪色後蛍光回復法により
分子の入れ替わりについての検討を行
った。野生型、S19A/T18A、S19/T18A 変
異体では6割程度まで蛍光輝度の回復が
見られた一方で、S19D/T18D 変異体では
ほとんど回復が見られなかった。つまり、

S19D/T18D 変異体ではほぼミオシン分子
とアクチン分子が強く結合したままの
状態であることを示している。ここで、
非筋ミオシンの ATPase 活性は、進行方
向逆向きの力が負荷されると無負荷状
態と比較してその ATP 加水分解速度は 1
オーダー小さくなり、逆に進行方向に押
されるとその速度は速くなることが知
られている。この負荷とは非筋ミオシン
自身が発生する力と等価であるので、前
項の発生力の比較から野生型、
S19D/T18D、S19/T18A, S19A/T18A の順で
回復割合が上昇すると予想されたが、実
際にはS19D/T18Dのみほとんど輝度回復
しなかった。MRLC リン酸化は非筋ミオシ
ンミニフィラメントのミオシン分子の
動態調節にも関わっていることが知ら
れており、S19D/T19D 変異体では分子の
入れ替わりが抑制されているためと考
えられる。 
 本研究において、従来知られているよ
うな MRLC リン酸化の亢進による発生力
の上昇が確認されたものの、常にリン酸
化されたまま(S19D/T18D)であるよりも、
時空間的なリン酸化・脱リン酸化サイク
ルが回る状態の方がより大きな力を発
生することができるという新たな知見
を得ることが出来た。また、S19D/T18D
変異体では大きな力を発生しつつ、分子
の入れ替わり、つまりアクチン・ミオシ
ン間の結合解離がほとんど起きていな
い状況にあり、エネルギー消費を抑えつ
つ細胞機能調節にとって重要な力を効
率よく発生できる状態にあることが示
唆される。今後より詳細に MRLC のリン
酸化のダイナミクスと発生力との関係
を明らかにするには、MRLC のリン酸化を
時空間的にモニターできるような実験
系が必須となる。また、個々の細胞レベ
ルで発生する力の比較を行ったが、より
詳細には単一の非筋アクトミオシン束
レベルでの研究が望まれる。 
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