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研究の概要 
アクチンは筋収縮とその調節を担う。また重合・脱重合に駆動されるトレッドミリングの分子 

運動を介して多くの細胞機能を担う。本研究では、構造および構造動態を、細胞内・複合体レ 

ベル・分子内の３階層で解明し、それを基礎にアクチンとその結合蛋白質の離合・集散のメカ 

ニズムを解明する。それによって蛋白質分子の相互作用一般の理解を深めることを目標とする。

研 究 分 野：構造生理学、生物物理学 

科研費の分科・細目：生物物理学、構造生物化学 

キ ー ワ ー ド：蛋白質の構造・動態・機能、ＮＭＲ、Ｘ線結晶解析、高分解能電子顕微鏡解析 

１．研究開始当初の背景 ４．これまでの成果 
アクチンは多くの細胞機能を担う重要な蛋
白質である。これらのメカニズムを理解する
には、アクチン重合体とそれに結合する蛋白
質の 3次元構造を解明する必要があるが、構
造解明は遅れていた。アクチン重合体は線維
状の重合体を形成するため結晶を形成せず、
Ｘ線結晶構造解析の方法を使えない。細くて
柔らかいため電子顕微鏡画像解析法も適用
できなかった。また適当な発現系もなかった。 

（１）すでに私たちはトロポニンの結晶構造
を解明している（2003, Nature）。本研究でト
ロポミオシン 4とアクチン重合体 3（次項）の
高分解能構造を解明した。これにより、筋肉
「細いフィラメント」複合体を構成するすべ
ての蛋白質の構造を解明した。筋収縮とその
調節のメカニズムの解明のためには、今後
「細いフィラメント」全体の原子構造を知る
必要がある。しかしこれら単体の構造があっ
て初めて複合体の構造を解釈できる。   

２．研究の目的  
（２）アクチンは単量体の結晶構造は既知で
あるが重合体の構造は未知であった。私たち
はアクチン重合体の高濃度・高配向ゾルを調
製しそのＸ線繊維回折強度を基に独自の構
造解析法を開発することによって重合体の
高分解能構造を解明した 3。本研究では、ア
クチン重合には大きな形態変化（Ｇ型からＦ
型）が伴うことを初めて発見した。F 型は不
安定であり一分子ではこの状態に存在でき
ないが、重合体内では分子間結合のため存在
できるようになる。重合体内では分子内に歪
みのエネルギーが貯まっている。この歪みエ
ネルギーが放出されるために崩壊（脱重合）
しやすくできている。また結合が局所的に破
綻するとアクチン重合体が柔らかくなろう。
筋収縮のカルシウム調節を理解するために
も、アクチン・トレッドミリングの理解のた
めにも、この柔らかさの理解が重要である。 

私たちの研究グループでは、長年の努力でこ
れら技術的困難を打開する新規方法を解決
してきた（次項参照）。本研究ではそれら方
法を活用して、アクチン重合体を核とする複
合体の構造を解明する。また単なる構造解析
から、構造の動態の解析に進み機能発現のメ
カニズムと関連付ける。 
 
３．研究の方法 
独自に新規な解析方法を開発して使用した。 
（１）結晶を用いることなくＸ線繊維回折法
を中心にしてアクチン重合体の高分解能構
造を解明する方法。 
（２）アクチン重合体の構造解析に特化した
クライオ電子顕微鏡写真の単粒子解析法。 
（３）哺乳類アクチンを昆虫培養細胞に発現
する方法。 
（４）蛋白質分子の構造動態を計測する
SAIL-NMR 法（甲斐荘）。 



（３）細胞内ではアクチン重合の自発的な開
始は危険であるためそれが不可能にできて
いる。既存の重合体端のアクチン分子はすで
に F型になっており、この端では形態変化が
触媒的に起き重合体は伸張する。しかし膜の
内側で最初のアクチン分子の形態変化は
「誰」がどのように起こすのか？Arp2/3 複合
体、Formin など核形成促進因子がその役割を
担う。今後のトレッドミリングのメカニズム
の研究の中心課題は、これらがアクチン分子
と接触してその形態を変化させる過程の理
解することである。 
 
（４）アクチン重合体 P 端の構造を初めて解
明した。これには独自に開発したクライオ電
子顕微鏡写真の画像解析法を適用した。先端
のアクチン分子が傾くため次の分子との間に新
規のループ・ループ結合が形成される。この結
合はＰ端でのアクチン分子の重合･脱重合反応
の kinetic barrier となり、反応速度はＢ端に比し
て双方向とも一桁遅くなる。これがトレッドミリング
がＢ端方向に走行する理由である。蛋白質相互
作用によって駆動される一方向運動系にはアク
チン･ミオシン，微小管･キネシンなど数多くある
が，本研究は運動方向決定のメカニズムを解明
した最初である。 

 
（５）本研究から、アクチン分子の分子間結
合は主に分子の表面ループ同士の結合であ
ることがわかった。この考え方は今後の研究
に多くの指針を与える。アクチン重合体の柔
らかさを理解するためにはループ間接触の
安定性を計測するべきであろう。重合・脱重
合反応はループ間の交換であろうから各ル
ープの挙動を調べるべきであろう。 
 
（６）CP （キャッピング蛋白質）はアクチ
ン重合体のＢ端に結合して，Ｂ端での重合と
脱重合を阻害する。CP トレッドミリングに
必須の蛋白質の一つである。本研究では、CP
とその調節蛋白質との複合体の結晶構造を
解明し調節の作動メカニズムを考察した。
CARMIL ペプチドは CP に結合し、CP をアク
チン重合体Ｂ端から解離させる。CARMIL ペ
プチドは CP をアロステリックに調節するが、
それは従来から知られた形態変化を介した
タイプではなく、揺動抑制による新しいタイ
プであるとの示唆を得た。このことは、アク
チンＢ端側の構造揺動もＣＰ/Ｂ端結合の強
さに大きく影響することを意味する。すなわ
ちアクチン重合体とその結合蛋白質の間の
相互作用を検討するには、構造揺動による親
和性の大きな変化を考慮する必要がある。 
 
 

５．今後の計画 
（１） 筋肉「細いフィラメント」＝アクチン・トロポミ
オシン・トロポニン複合体全体の構造解明。 
(2)N-WASP+Arp2/3+アクチンの結晶構造を解
明し Arp2/3 がアクチン分子の変形促進過程
を構造的に理解する。 
(3)アクチン重合体とコフィリン複合体の構
造を解明し、脱重合（崩壊）促進のメカニズ
ムを解明する。 
(4) CP の構造動態を SAIL-NMR 法を用いて測
定し、CARMIL ペプチドの結合の影響を調べる。 
(5)トロポニンの構造動態を測定する。 
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