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１． は じ め に

多くの生命機能は，「形」となることで具現化する．そ

れを実現するしくみがアクチン細胞骨格系である．アクチ

ンは，受容体や細胞接着が誘導する細胞シグナルの効果器

となり，細胞の移動や極性，組織構築など様々な生命機能

の発現とともに動的に形を変換する．細胞内において重

合・脱重合を迅速に繰り返しながら，パートナー分子と協

調した多様な高次線維構造を形成しつつ，複雑に形態を変

換させる．

われわれは，細胞内アクチン動態をリアルタイム観察す

る手法として，極低濃度に導入された蛍光分子を１分子ご

とに可視化する蛍光単分子スペックル（single-molecule

speckle：SiMS）顕微鏡１）を用いてきた．冷却 CCDカメラ

の低ノイズ（暗電流）特性を生かし２秒程度までのゆった

りした露光時間を用いることで，極低濃度で導入された蛍

光標識分子が細胞構造に結合した場合を選択的に単分子可

視化する．細胞骨格は刻々と形を変化させるが，本法に

よって，分子レベルのアッセンブリーと崩壊は，構造全体

の変換より速い時定数で起きることが明白にされてきた．

本稿では，機械刺激下の細胞内において新たに見いださ

れたアクチン重合端の動的な生成メカニズムを紹介すると

ともに，物理ストレスとアクチン重合・脱重合との関連に

ついて考察する．

２． フォルミンファミリーによる

プロセッシブなアクチン重合

細胞内アクチン線維は，盛んに重合・脱重合を繰り返し

ており，細胞の先導端に発達する葉状仮足での寿命は平均

で３０秒ほどである２）．最近，われわれはアクチンの単量体―

線維のホメオスターシスがアクチン重合因子フォルミン

ファミリーの活性化にリンクすることを発見した３）．フォ

ルミンファミリーは，細胞質分裂や細胞極性形成，アクチ

ンストレス線維形成に必要なアクチン重合促進因子４）であ

り，ヒトでは約１５個，シロイヌナズナでは約２０個の遺伝

子にコードされる５，６）．これらは，C末端側に FH１-FH２ユ

ニット構造を共有する．FH２ドメインは，リング状のホ

モ二量体を形成し，単量体アクチン（Gアクチン）からの

重合核形成を加速する．更に，アクチン線維（Fアクチン）

の速い重合端（barbed end：B端）に連続的に結合しなが
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ら，プロセッシブに線維を伸ばすユニークな性質７，８）をもつ

ことが，分子構造９，１０）とともに解かれてきた．また，FH１

ドメインは，プロフィリン―アクチン複合体と結合するこ

とにより線維伸長速度を著明に加速し１１），細胞内では毎秒

７２０サブユニットものアクチン伸長速度を実現する８）．元

来，アクチンは，Gアクチンが線維末端に衝突する自由拡

散速度の限界で伸長する１２）．裸のアクチンプラス端の伸長

速度は，細胞内で毎秒６６～８１サブユニット１３）と推測され，

毎秒７２０サブユニットという伸長速度は，分子アッセンブ

リーの理論的限界を超えた驚くべき性質と言える．それを

可能とするメカニズムとして，FH１ドメインが複数のプ

ロフィリンアクチン複合体と結合し，B端周辺に Gアク

チンを増やす局所集積メカニズム１４）が提唱されている．

３． 細胞の物理ストレスに対抗するフォルミンと

アクチンホメオスターシス

細胞に物理ストレスが加わると，カルシウムイオンの上

昇や接着分子のリン酸化，Rhoファミリー GTPアーゼな

ど細胞内シグナルの活性化が誘発される．われわれは，細

胞に機械刺激を与えると，mDia１を含むフォルミンファミ

図１ 物理ストレスによるフォルミンファミリー mDia１の急性アクチ
ン線維回生機構の模式図と Gアクチンの総量と遊離量の関係

（A）細胞が物理ストレスを受けると，なんらかの機序によりアクチン
の脱重合が亢進し，Gアクチン量が増える．（B）に示すように，総 G
アクチンが多い領域では，１０～２０％の増加が遊離 Gアクチンを顕著に
増加させる３）．一方，mDia１の自己抑制的な分子内結合は，低分子量 G
タンパク質 Rhoによってある確率で解除される３５）．FH２ドメインは，
遊離 Gアクチン濃度の３乗に比例して，アクチン重合核を形成するた
め，わずかな Gアクチン量の上昇に反応して，盛んにアクチン重合を
行うと考えられる３）．また，フォルミンファミリーは，B端に結合した
まま，プロセッシブにアクチンを重合するが，その際 Fアクチンのロ
ングピッチらせんに沿って回転する２７）．Rhoなどによって細胞膜などに
固着された状態で，mDia１がプロセッシブにアクチンを重合し続けた
場合，ロングピッチらせんをゆるめるトルクが線維にかかる可能性が
ある．
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リーが１０秒以内に活性化し，盛んにアクチンを重合する

ことを SiMS顕微鏡によって捉えた（図１A）３）．阻害薬を

用いた実験から，カルシウムイオンやタンパク質リン酸化

が働かなくても，この機構は活性化することが判明した．

mDia１の場合，Rhoが必要であるが，Rho結合ドメインの

ない FH１-FH２領域だけでも反応する．また，異なる制御

ドメインをもつ複数のフォルミンファミリーが反応するこ

とから，なんらかのグローバルな活性化機構の存在が示唆

された．

この機械刺激による mDia１のアクチン重合頻度の増加

は，アクチン線維の崩壊の程度と強く相関する．また，s-

FDAP法１５）の精度を改良することで，物理刺激を加えた細

胞において単量体アクチンが速やかに増加することも確認

した．更に，LIMキナーゼの過剰発現によってアクチン

脱重合因子コフィリンを阻害すると，mDia１の機械刺激へ

の応答は消失する．細胞内で Gアクチンは，隔離タンパ

ク質であるサイモシン β４ファミリーやプロフィリンに
よって緩衝され，遊離 Gアクチンは低濃度に保たれてい

るが，計算上，総 Gアクチン濃度の１０～２０％の上昇が遊

離 Gアクチン濃度を２倍以上増加させるレンジがあるこ

とがわかる（図１B）３）．in vitro では，mDia１によるアクチ

ン重合核形成の頻度は，遊離 Gアクチン濃度の３乗に比

例する１６）．これらの知見を合わせ，アクチン線維崩壊が

フォルミンファミリーによるアクチン重合核形成頻度を一

過性にサージさせ，線維を迅速回生する，新規のメカノト

ランスダクション（機械的シグナル伝達）機構の存在を証

明した３）．

４． 物理ストレスによるアクチン線維崩壊機構

上述したように，アクチンの線維―単量体のホメオス

ターシスの動的な役割，すなわち，単量体アクチンの放出

から線維が急速に回生される機構が明らかになった．

SiMS顕微鏡による直接可視化なしに，１０秒程度で誘発さ

れ，１００秒以内に消失するこのような一過性のアクチン重

合機構は，明らかにされなかったであろう．

物理ストレスがいかにアクチン線維を崩壊させるかは十

分わかっていない．コフィリンのコファクター AIP１（actin-

interacting protein１）が，細胞表層の変形に反応して，２割

ほどアクチン線維への会合量（単分子スペックルの密度）

が増えることが SiMS顕微鏡で観察されている３）．AIP１

は，コフィリンと協調してアクチン線維の切断・崩壊を促

進するが，コフィリンに切断されたアクチン線維の B端

に特異的に結合する１７）．実際，コフィリンの活性を阻害す

ると AIP１の細胞内アクチン線維への結合が減少する１８）．

よって，SiMS顕微鏡でみられた AIP１のアクチン線維へ

の結合増加は，おそらくコフィリンによるアクチン脱重合

の亢進を示している．

物理的な力は，アクチン線維の安定性に影響する．例え

ば，アクチン線維にかかる張力が直接コフィリンの結合を

阻害し，コフィリンによる線維切断の頻度を落とす１９）．近

年，ミオシンの力の働きも注目されているが，異なる結論

が紹介されている．例えば，細胞分裂時においては，ミオ

シン�の阻害は，アクチン線維を安定化させる２０，２１），ある

いは不安定にする２２）という逆の効果が報告されている．ケ

ラトサイト２３）や培養心筋細胞２４）ではミオシンの収縮力がア

クチン脱重合を促進するという報告がある．ただし，多く

の例でミオシンの収縮力が減弱した瞬間の初期の変化は捉

えきれておらず，“生き残った”アクチン線維の性質を観

察している可能性も考えられる．

in vitro では，アクチン線維ネットワークを顕微鏡下で

観察しつつ，ミオシン，特に逆行性ミオシン�を加えて収

縮させると，アクチン線維が凝集した後，崩壊することが

可視化された２５）．しかし，個々の線維にどのような力がか

かっているかは不明である．最近，原子間力顕微鏡のカン

チレバーに Gアクチンをくっつけ，ガラス面に付着した

Fアクチン端を吊り上げる実験が紹介された２６）．約２０pN

の引っ張り力が Gアクチンの線維端への結合力を最大に

するという興味深い所見が報告されている．この論文で

は，張力が酵母アクチンの１１３番目のリシンと１９５番目の

グルタミン酸のストランド間での相互作用を促進し，線維

を安定化することが提唱されている．これらの知見から，

線維にかかる力はアクチン線維の安定化，もしくは不安定

化を誘発し，フォルミンファミリーによる重合核形成を促

進するしくみを担っている可能性は十分あるが，力学的な

細胞内アクチン脱重合誘発のしくみの解明には，より厳密

な検証が望まれる．

５． フォルミンによるらせん回転重合と

線維安定性への影響の可能性

アクチンの物理的制御には，張力だけが働くのであろう

か？ われわれは，単分子蛍光偏光観察を用い，フォルミ

ンファミリーがアクチンを重合する際，線維のロングピッ

チらせんに沿って回転することを見いだした２７）．様々な条

件下で，約３６nmで半回転する線維構造に忠実に沿う動

きが観察された．

細胞内において，例えば，出芽酵母の Bni１pや分裂酵母

For３pは，芽の先端や成長端に結合したままプロセッシブ

に線維を重合し，アクチンケーブルを後方へ連続的に伸ば

す．これらの分子は，細胞端で Rhoや Bud６pや Tea１pと

複合体を形成する．Rhoの CAAXモチーフの脂質修飾な

どを通じて，mDia１も含めたこれらのフォルミンファミ

リーは部分的に細胞膜にアンカーされていると考えられ

る．アクチンをプロセッシブに重合しながらもフォルミン

ファミリーの自由な回転が阻まれることがあれば，ロング
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ピッチらせんが緩む方向に力が発生することが予想される

（図１A）．

アクチンの脱重合因子コフィリンが結合した線維は，ロン

グピッチらせんが逆にきつくなる．アクチンは，重合する

際にサブドメイン１-２が３-４に対して回転し，分子の平坦

化が起きる２８，２９）（Odaらの論文２８）では，フォルミンとアク

チンとの共結晶構造と，Fアクチンの構造が詳細に比較さ

れているので参考にされたい）．このとき，主に各ストラ

ンド内でのサブユニット間の結合が再構成され，広範な相

互作用がつくられる．興味深いことに，コフィリンが結合

した Fアクチンの高解像構造では，この分子の平坦化が

巻き戻され，異なる向きにねじれ，サブドメイン２の位置

が大きくシフトする３０）．これらの所見は，Fアクチンの柔

軟性を表すとともに，重合・脱重合における分子やポリ

マー構造の変換の役割を解く重要な鍵を提示している．

上述したように，フォルミンファミリーが細胞構造にア

ンカーされながら伸ばす線維はねじれが緩む方向にトルク

がかかる可能性があり，アクチン線維のコンホメーション

への影響や安定性にどのように寄与するか興味深い．物理

ストレスに対抗してフォルミンファミリーは迅速にアクチ

ン線維を再生するが，回転重合も動員して線維の安定性に

影響を与えている可能性があり，興味がもたれる．

なお，溶液中では，mDia１が重合する Fアクチンは，長

い区間にわたり立体構造に影響を受けることが，アクチン

の Cys-３７４に結合した標識の蛍光共鳴エネルギー移動

（FRET）３１），蛍光異方性３２），電子スピン共鳴３３）の変化から報

告されている．ただし，これらは溶液中での観察であり，

アクチンや mDia１は特に構造に固定されていない条件下

で行われており，らせん回転による制御とは異なるものか

もしれない．

６． お わ り に

本稿では，アクチン細胞骨格への物理作用とそれに対抗

するフォルミンファミリーを介したアクチン線維回生のし

くみを中心に解説した．それ以外にも，われわれは，柔軟

に形態を変える葉状仮足での速いアクチン線維回転につい

て，SiMS顕微鏡を用い，研究を続けてきた．その過程

で，コフィリンや AIP１が関与する脱重合機構が葉状仮足

の中で盛んに線維を切断することを，分子キネティク

ス１８），数理モデル化３４）によって示してきた．得られた所見

から，アクチンのむしろ B端近くに線維の切断や崩壊が

高頻度に起きている可能性が示唆されている２，３４）．

細胞内アクチン線維は，会合分子と協調しつつ様々な巨

大高次構造を形成するが，仮足の方向転換や機械刺激への

応答の際には，迅速に崩壊し，組換わることが要求され

る．迅速さを維持しつつ，秩序あるネットワークづくりを

アクチン線維重合・脱重合機構がいかに両立させているの

かについては，SiMS顕微鏡によるリアルタイム可視化

と，in vitro での再構成，詳細な構造解析を組合わせるこ

とで，より多くのことが解明されることを期待している．

その知見は，種々のアクチン構造の細胞内でのすみ分けの

しくみの解明にも役立つであろう．
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