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研究成果の概要（和文）： 

 生物の細胞の動きの多くを司るアクチンフィラメントは、常に細胞内で形成と崩壊を繰り
返している。その動態は多くの蛋白質によって厳密な制御を受けている。Arp2/3 複合体と
フォルミンは、アクチン制御蛋白質であり、いつ、どこでアクチンフィラメントを形成開
始するのかを決定する。私たちは、その形成開始機構を明らかにするために、電子顕微鏡
と画像解析を用いた細胞内蛋白質構造解析手法をオーストリアのグループとともに開発、
Arp2/3 複合体が細胞内のどこにあるのか、どのような形をしているのかを明らかにした。
また、フォルミンについても、金粒子と電子顕微鏡を用いて、フォルミンがアクチンフィ
ラメント端だけに結合し、側面に結合しないことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The actin filament is responsible for a wide range of movement of the cell and 
dynamic through construction and destruction. Many proteins regulate the dynamics 
of the actin filament. Arp2/3 complex and formin are ones of the regulatory proteins 
and they start the construction of the actin filament in the cell. To understand  
mechanism of starting construction, we developed structural analysis procedures of 
the actin filament network in the cell with an Austrian group, which determined  
distribution and structure of Arp2/3 complex in the cell by using electron microscopy 
and image analysis.  We also elucidated that formin binds only to the ends of the actin 
filament, not the side.  Now we are analyzing data to conform the bound end to formin 
is the barbed end. 
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１．研究開始当初の背景 

アクチンは、単量体結合蛋白質プロフィリ
ン等による阻害のため、細胞内では自発的

なフィラメント形成開始を行えない。その
かわり、重合核形成因子(nucleator)とよば
れる蛋白質がフィラメント形成をスタート
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する。これはアクチンフィラメントがいつ、
どこで形成開始するかを厳密に制御するた
めに必要なシステムであり、すべてのアク
チンの活動に関係する。重合核形成因子の
中で特に重要なのが Arp2/3 複合体とフォ
ルミンである。 

Arp2/3 複合体は、すでに存在するアクチン
フィラメント(親フィラメント)に結合し、
そこから新たなアクチンフィラメントを伸
ばし、アクチンフィラメントに分岐構造を
作る。しかし、細胞内での Arp2/3 複合体
の分布や、それが作るアクチンフィラメン
トの分岐構造については詳細な解析がなさ
れていなかった。 

フォルミンについては、B 端結合蛋白質で、
アクチンフィラメント B 端の重合、脱重合
にあわせてB端にとどまり続ける特異な性
質(processing capping)を持つと言われて

いるが、フォルミンがアクチンフィラメン
ト側面にも結合するという論文も出ている。
その一方で、実際にフォルミンが B 端に結
合している様子電子顕微鏡レベルで見た者
はいなかった。 
 
２．研究の目的 

以下の二つを主な目的とした。 

(1) Arp2/3 複合体の細胞内アクチンフィラメ
ント網における電子顕微鏡レベルでの局在
決定と、それが作るアクチンフィラメント分
岐構造の三次元構造解析 

(2) フォルミンがアクチンフィラメントの B

端にだけ結合するのか、側面にも結合するの
か電子顕微鏡法によって明らかにすること。 

 

３．研究の方法 

研究目的(1)については、オーストリア
Victor Small研究室と共同で、負染色した細
胞の電子線トモグラムを撮影、葉状仮足の部
分を解析した。研究目的(2)については、京
都大学のグループと共同研究で、ヒスタグ結
合型金コロイドを forminに結合させ、負染
色法で電子顕微鏡撮影、解析を行った。 
 
４．研究成果 
研究目的(1)についてはめざましい進展があ
った(図)。界面活性剤で細胞膜を溶かし、染
色剤と細胞質を入れ替えて電子線トモグラ
ムを撮影することで、高いコントラストと像
質を得ることができ、これを解析することで、
抗体を用いずに、アクチンフィラメント網に
結合している Arp2/3 複合体の葉状仮足内の
分布をその構造だけから明らかにした。
Arp2/3 複合体の平均構造の決定も 2.9 nm 分
解能で行うことができた。また、トモグラム
内のアクチンフィラメント構造の解析から、
細胞内のそれぞれのアクチンフィラメント
のどちらの端が B端であるのかも決定できた。

現在この手法を用いて、様々な細胞内のアク
チンフィラメント網を解析しようとしてい
る。研究目的(2)については、金コロイドの
作成が原料の入手困難により大幅に遅れた
のだが、最近ようやくフォルミンがアクチン
フィラメント端にだけ結合し、側面に結合し
ないことが明らかになった。 
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