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研究成果の概要（和文）：本研究では、定常状態においてアクチンの重合がどのようなメカニズムで行われているのか
を明らかにすることを目的とした。ナノスリット内に固定したCy3標識アクチンの端を観察領域と定め領域内におけるB
ODIPY-FL標識アクチンの蛍光強度変化を観察した。伸長過程と定常状態においてアクチンの重合をリアルタイムイメー
ジングした結果、定常状態では伸長過程よりも検出されるシグナルの強度が上昇し。２分子や３分子の会合体に相当す
るアクチンが結合する様子が観察された。これより、定常状態ではG-アクチン１分子ではなく複数分子が重合している
ことが示された。

研究成果の概要（英文）：Actin dynamics contribute to many cellular processes, while the detail mechanism 
of actin polymerization is unknown. In this study, single molecule imaging of actin polymerization was 
performed to answer this question.
 As critical concentration of actin is >100 nM, it is not possible to observe actin polymerization at 
single molecule level by total internal reflection fluorescence microscopy. Hence, we applied a linear 
zero-mode waveguide (ZMW), which has a 100-nm wide slit structure, allowing single molecule imaging at 
higher concentrations.
 We found that single BODIPY-FL-labelled actin was observed in a linear ZMW at 100 nM. F-actin was 
immobilized in a linear ZMW. Actin elongated in a linear ZMW at a similar elongation rate on a cover 
glass. Actin polymerization at a single molecule level in a linear ZMW is now under investigation.

研究分野：生物物理学

キーワード： １分子生理・化学　１分子イメージング　ナノ計測
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図２  ナノスリット基板断面の

SEM画像（スケールバー：200 nm） 

１．研究開始当初の背景 
actin は全ての真核生物に存在するタンパ
ク質である。生体内では主に筋繊維中や細胞
内に存在している。筋繊維中ではフィラメン
トとして存在しており、ミオシンと協同して
力を生み出している。細胞内では actin は
様々な構造を形成している。例えば Arp2/3
と共役して枝分かれ構造を生み出すことに
より、仮足が前進する駆動力を生み出してい
る。他にも細胞の形を維持するなど、細胞に
とって必須の機能を担っている。actin は
monomer actin（G-actin）が重合し actin 
filament（F-actin）を形成し、可逆な重合脱
重合により細胞内運動などの細胞内の様々
な機能に関わっている。actin の重合は
G-actin が核を形成する核形成過程から始ま
る。安定な核が形成された後、F-actin が伸
長する伸長過程へと移行する。最終的に
F-actin への重合・脱重合が等速度となり、
F-actin の長さが一定になる定常状態に達す
る（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
actin の重合脱重合の先行研究として全反
射照明蛍光顕微鏡（TIRFM; Total Internal 
Reflection Fluorescence Microscopy ）を用
いて F-actin 1本の長さ変化を測定した事例
がある。これまで溶液系で報告されていたト
レッドミル過程が初めて 1本の F-actin上で
観察された。さらに興味深い結果として、定
常状態では伸長過程と比較して重合速度定
数が 30-40倍大きく、重合脱重合が平均 6個
の G-actinを単位として行われていることが
示唆された（引用文献①）。このメカニズム
として、ほぼ 6量体のアクチンが単位になっ
て結合するメカニズム、あるいは１個の
G-actin が重合すると他の G-actin が重合し
やすくなる協同性によるメカニズムなどが
考えられるが、詳細は明らかになっていない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、actin の重合過程を 1 分子レ
ベルでリアルタイムイメージングすること
により、定常状態と伸長過程で重合・脱重合
速度定数が異なる原因を明らかにする。そし
て、伸長過程と定常状態における重合メカニ
ズムを解明することを目的とした。 

 
 

３．研究の方法 
 actin重合の臨界濃度は 100 nMである。1
分子蛍光イメージングで通常用いられてい
る TIRFMにおいては蛍光分子濃度をおよそ
50 nM 以下に抑える必要があるため、actin
の重合過程を 1分子レベルで観察することが
出来ない。 
 TIRFM の限界を超えて 1 分子蛍光イメー
ジングを行うために開発された方法として
zero-mode waveguides（ZMW）がある（引
用文献②）。ZMWはカバーガラス上にアルミ
ニウムを蒸着させ、数十 nm程度のナノ開口
を設けた基板である。これにより、レーザー
で励起される領域が TIRFMよりも小さくな
り、数μMという高濃度での 1分子蛍光イメ
ージングが可能となる。これまでに ZMWを
用いた報告として塩基を蛍光ラベルし DNA 
polymerase の活性を研究したもの（引用文
献③）、GroESと GroELの相互作用を研究し
たもの（引用文献④）などがある。 
 しかし、これまで用いられてきた ZMWは
全て断面が円形をした開口の構造であり、重
合反応などの観察対象の形態が伸長するも
ののイメージングは行うことが出来なかっ
た。そこで本研究では actin 重合過程を観察
するため、数十～数百 nmの幅のスリット構
造の開口を設けたナノスリット基板を用い
ることにした（図２）。励起される領域を制
限することが可能なため、臨界濃度 100 nM
以上での蛍光 actin存在下で重合過程を 1分
子蛍光観察することが可能となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1)分子蛍光イメージングを行うためのナノ
スリットの幅の条件検討 
 ナノスリットの幅を狭めることで励起さ
れる領域を狭めてノイズを減少させること
が出来るので、シグナルとノイズの比（S/N
比）が上昇することが予想される。
BODIPY-FL 標識した actin を用いてナノス
リットの幅 50～130 nmにおいてS/N比を算
出した。図３に示すように、幅を狭めること
で S/N比が上昇することが確認された。1分
子蛍光イメージングを行う際はS/N比が 1番
大きい幅 50 nm のスリットを用いることに
した。 
 

図１ actinの重合 



図６ actin重合のリアルタイムイメージング 
（A）Cy3 標識 F-actin上の観察領域  
（B）伸長過程 （C）定常状態 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ナノスリット基板上における actin の伸
長 
 次にナノスリット内において actin が重合
するか否かを確かめた。重合の核となる Cy3
標識  F-actin をスリット内に固定させ、
BODIPY-FL 標識 actin を加えて重合を観察
した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BODIPY-FL 標識 actin の伸長を観察したと
ころ、ナノスリット内で伸長する actin を観
察出来た（図５A）。重合速度は 0.16 ± 0.01
（μm/min）（mean ± S.D.）となり、ナノス
リット内での重合速度定数は 0.16 ± 0.01（× 
107/M/sec）（mean ± S.D.）と見積もること
が出来た。カバーガラス上でも同様の実験を
行った結果（図５B）、重合速度定数は 0.54 ± 
0.04（× 107/M/sec）となった。重合速度定数

がカバーガラスよりもナノスリット内で小
さい原因としては基板上へのBODIPY-FL標
識 actin の吸着により実効濃度が減少してい
ること、ナノスリットの立体構造によりactin
の Brown 運動が妨げられてしまっているこ
となどが考えられる。 
 
(3) actinの重合のリアルタイムイメージング 
 図６Aのようにナノスリット内に固定した
Cy3標識 actinの端を観察領域と定め領域内
における BODIPY-FL標識 actinの蛍光強度
変化を観察した。伸長過程と定常状態におい
て actin の重合をリアルタイムイメージング
した結果、定常状態（図６C）では伸長過程
（図６B）よりも検出されるシグナルの強度
が上昇することが観察された（矢印の箇所）。
これより、定常状態では G-actin１分子では
なく複数分子が重合していることが示唆さ
れた。 
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図５ actinの伸長 
(A)ナノスリット内（600 nM） 
(B)カバーガラス上（250 nM） 
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