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研究成果の概要： 

 

 細胞質分裂における「収縮環」は、アクチン、ミオシンを主体とする極めてダイナミックな

構造体である。本研究では、収縮環におけるアクチン分子のふるまいを理解するために、スペ

ックル顕微鏡法及び色変換性プローブを用いてアクチンを局所的に可視化し、収縮環の形成・

消失過程を追跡することにより、収縮環中のアクチンの挙動を観察した。この際、複数のプロ

ーブを検討し、細胞内毒性や蛍光退色などの問題点が比較的少ないプローブを選択した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞質分裂を担う「収縮環」は、アクチン、
ミオシン、アクチン調節タンパク質と、低
分子量Ｇタンパク質等のシグナル因子によ
って形成される。これらの因子が一定の秩
序をもって集合し、収縮環という高次構造
を形成したのち、収縮の力を発生するとい
う現象は、筋収縮などの高度に組織化した
構造下での力発生とも多くの共通点を持つ。

しかし一方で細胞質分裂は核分裂終了後に
一過的に起こる現象であり、収縮環の迅速
な形成・力発生・消失が非常にタイトな制
御の下で行われているという特徴を持つ。
申請者の所属研究室（当時）ではこの収縮
環の形成メカニズムを、アフリカツメガエ
ル(Xenopus laevis)の卵を用いて研究して
きた。その結果、収縮環形成が１）ミオシ
ンのスポット状集積、２）アクチンのミオ
シンスポットへの蓄積、３）スポット同士
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の融合によるアクチンケーブルの形成とい
う段階的形成過程を経ることを明らかにし
た (Noguchi and Mabuchi, 2001, J. Cell 
Sci. 114, 401-412)。同様の段階的収縮環形
成は分裂酵母の細胞質分裂においても申請
者の所属研究室（当時）で見いだされてお
り(Motegi et al., 2000, J. Cell Sci. 113, 
1813-1825)、これらは真核生物に共通の現
象である考えられる。また、アクチンケー
ブルの伸長にはアクチン重合促進因子であ
るDiaphanous/forminと profilinが協調的
または個別に機能することもいくつかの細
胞で報告されている。収縮環が形成される
と今度はアクチン-ミオシンの相互作用に
よりそれが収縮し、同時に ADF 等のアク
チン脱重合因子が作用して収縮後の F-ア
クチンを速やかに分解する（下図）。最近、
formin リコンビナントタンパク質が in 
vitro でアクチン繊維を伸長させる様子が
観察されたが  (Higashida et al., 2004, 
Science 303, 2007-2010)、収縮環の中で
formin がどのようにアクチン繊維を伸長
させているか、とくに我々の示したミオシ
ンとアクチン繊維の段階的形成過程のどこ
で作用しているのかは不明である。また、
いくつかの細胞種で蛍光アクチン・蛍光ミ
オシン等による収縮環形成と収縮のライブ
観察が行われているが、一本一本のアクチ
ン繊維やミオシンがどのような方向性・速
度で収縮環に取り込まれ、収縮と共に解離
していくのか、その過程を解析した例はな
かった。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、分裂の同調が可能で各種遺
伝 子 や タ ン パ ク 質 の 導 入 が 容 易 な
Xenopus 培養細胞を用いて、収縮環上のア
クチンやミオシンの繊維構造を１本ないし
は数本の束のレベルで標識し、収縮環ダイ
ナミクスにおけるライブイメージングを行
う。既に有力な観察材料として EGFP-アク
チン遺伝子を染色体上に組み込んだ株を作

成し、この株の細胞質分裂に伴うアクチン
の挙動をライブイメージングしたほか、一
部のアクチン繊維のみ標識することを念頭
に EGFP配列部に対する siRNA によって
蛍光アクチンのみの発現量を抑えることに
も成功した。また、アクチンとチューブリ
ンについて、波長領域の異なるいくつかの
蛍光タンパクとの融合プラスミドを用意し、
また収縮環で作用する他のアクチン結合タ
ンパク質についても標識タンパク質の発現
系及び siRNA による発現抑制系を順次整
えている。これらの材料を各種顕微鏡法を
用いて観察し、収縮環の各構成因子の分子
レベルでの挙動を解析することにより、「収
縮の素過程を実際に見る」ことを目指す。 
 一方、収縮環の構成タンパク質はおおよ
そ明らかになってきたものの、それらの収
縮の前後での増減や、アクチン・ミオシン
との結合様式・結合順序の詳細は不明であ
る。そこで、上述の Xenopus卵から収縮環
形成の段階毎にこれを単離し、生化学的解
析及び質量分析を用いてその構成パターン
を解析する。Xenopus卵は培養細胞よりも
はるかに大きく、ガラス針を用いた顕微操
作により収縮環のみを単離することが可能
である。また、端黄卵であるため収縮環の
形成が動物極側から植物極側へと長期にわ
たって進行する。従って収縮環形成の段階
を追ったサンプリングが可能である。こう
して収縮環の機能に携わる（新規タンパク
質を含む）因子が明らかになれば、その上
であらためて、RNAi 法を用いてこれらの
因子を機能阻害し、その作用機序を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
以下に挙げる方法で、収縮環アクチン繊維
のダイナミクスを直接観察する。 
（１）「緑色蛍光色素 mKikuGR（理化学
研究所、宮脇敦史チームリーダーより分与）
および Dendra-2 は、紫外線照射により不
可逆的に赤色に変化する。mKikuGR-actin 
またはDendra2-actin発現コンストラクト
を作成し、培養細胞に発現させた後、収縮
環の特定領域をレーザーでスポット照射す
ることにより収縮環アクチン繊維を局所的
に変色させ、その分散過程を３次元的に追
跡する。 
（２）CFP-actin と YFP-actin とを一定
の比率で共発現するとアクチンの重合に呼
応した FRET がおこることが、神経スパ
インにおいて示されている。これの細胞質
分裂への適用を試み、ダイナミクス観察お
よび、アクセプターブリーチングによる 
FRET 効率の測定を行う。 
 

分裂面の決定

II型ミオシンの分裂面への集積

分裂面でのアクチンスポット形成

アクチン繊維の伸長

アクチンとミオシンの相互作用

収
縮
環
形
成

Diaphanous
/formin

profilin
収縮

Rho

アクチン繊維の脱重合・消失 収縮環
消失ADF/cofilin



 

 

（３）微量発現プロモータを用いてアクチ
ンや他の収縮環構成タンパク質を微量蛍光
標識し、スペックル観察法によりそのダイ
ナミクスを観察する。シグナルが弱い場合
は複数のeGFPをアクチンのN末端にタン
デムに連結し、極微量発現プロモーター下
で発現させる系をもちいて、収縮環収縮時
のアクチン分子のスペックル顕微鏡法によ
る観察をおこなう。 
（４）上皮由来の培養細胞と繊維芽細胞で
は基質への接着様式が異なるため、細胞質
分裂時の細胞形態が幾分異なる。とくに上
皮細胞では収縮の終了時に娘細胞間の距離
が繊維芽細胞に比べて大きくなる傾向にあ
り、分裂時の扁平度も高い。そこで、
Xenopus やヒトの、由来の異なるいくつか
の細胞を用いて上記蛍光標識アクチンを導
入し、観察を行う。 
（５）mKikuGR-actin や Dendra-2-actin
の挙動が、蛍光標識されたアクチン分子の
挙動のみを反映している可能性が捨てきれ
ないことから、Dendra-2 で蛍光標識した
アクチン結合タンパク質のアクチン結合ド
メインを新たにプローブとして作成し、そ
の挙動を比較解析する。 
（６）Dendra-2-actin のツメガエル培養細
胞への導入は、導入効率が低いことに加え、
細胞により発現量の差が認められるため、
細胞質分裂の観察に適した細胞を多く得る
こ と が 極 め て 困 難 で あ る 。 そ こ で
Dendra-2-actin の恒常発現株を得る。 
 
４．研究成果 
（１）a）微量の Alexa488-actin を顕微注
入した、または、b）極微量発現プロモー
ター（pdelCMV、京都大学渡辺直樹准教授
より分与）下流に連結した eGFP アクチン
融合タンパク質を発現させた、ほ乳類培養
細胞を共焦点顕微鏡でリアルタイム観察し、
間期アクチン構造の単分子スペックルの運
動を観察した。これを、細胞周期のうちの
わずかな期間に形成される収縮環のスペッ
クル観察に適用するため、条件の改良を行
った。まず eGFP をアクチンの N 末端にタ
ンデムに連結し pdelCMV 下で発現させる
ことによりシグナル強度を増した。さらに、
複数の細胞種を観察し、比較的扁平性を保
ちながら細胞質分裂を完了する細胞として
LLC-PK1 細胞を選択した。これらにより、
収縮環収縮時のアクチン分子のスペックル
観察に初めて成功した（図 1）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２） 
 UV 照射により不可逆的に赤変する緑色
蛍光色素、mKiku-GR を連結したアクチン
をほ乳類培養細胞で発現させ、収縮環の特
定領域をレーザーでスポット照射した。こ
れを光学セクショニング顕微鏡（デルタビ
ジョン RT、セキテクノトロン株式会社）
により 3 次元タイムラプス観察し、緑色蛍
光アクチンの中に局所的に存在する赤色蛍
光アクチンの挙動とその分散過程を追跡し
た。この結果、「purse strings model」で
は説明できない複雑なアクチン繊維の挙動
が認められた。また、収縮環を形成するア
クチンの分子交換速度が、収縮環の収縮過
程で変動する可能性が示唆された。しかし、
mKiku-GR -actin は観察時の退色性と細
胞内で発現させた時の毒性が大きく、観察
は困難であった。そこで、新たな色変換性
蛍光色素、Dendra-2 を連結したアクチン
をアフリカツメガエル培養細胞にて発現さ
せた。退色性と細胞内毒性については、
Dendra-2-actin は mKiku-GR-actin より
も良好であった。上記と同様に収縮環の特
定領域をレーザーでスポット照射し、その
分散過程を３次元的に追跡した。その結果、
収縮環上の変色スポットは収縮の進行とと
もに素早く分散・消失するのが観察された
（図２）。このような挙動は比較的安定とさ
れるストレスファイバー上の変色スポット
では認められなかったことから、収縮環上
でのアクチン分子のダイナミックなターン
オーバーを反映しているものと考えられた。 
 
 

図１ 



 

 

 
図２ 
 
（３）Dendra-2-actin の挙動が、蛍光標識
されたアクチン分子の挙動のみを反映して
いる可能性が捨てきれないことから、アク
チン結合タンパク質モエシン、IQGAP の
各アクチン結合ドメインを Dendra-2 に連
結 し た 新 た な プ ロ ー ブ
(DmMoesinABD-Dendra-2, 
Dendra2-CHD)を作成し、比較解析を試み
た。しかし、いずれのプローブもツメガエ
ル培養細胞内に導入すると細胞質内に非特
異的に集積し、また一部のストレスファイ
バーと結合しなかったため、アクチンのプ
ローブとしては適していないことが判った
（図３）。 

図３ Dendra2-moesin の細胞内局在 
 
（４）Dendra-2-actin のツメガエル培養細
胞への導入は、導入効率が低いことに加え、
細胞により発現量の差が認められるため、
細胞質分裂の観察に適した細胞を多く得る
こ と が 極 め て 困 難 で あ る 。 そ こ で
Dendra-2-actin の恒常発現株の取得を試

みた。現在は該当株の単離作業を進めてい
る。 
 
（５）本研究では、主として色変換性 GFP
バリアンを連結したアクチンを標識として
用い、細胞質分裂時の収縮途中の収縮環の
アクチン繊維のダイナミクスを観察した。
収縮環中のアクチン繊維の一部を他と区別
し、その動向を生きたまま観察する手法と
して、他に FRET やスペックル顕微鏡法で
の試みも行ったが、色変換性 GFP バリア
ントによる標識がもっとも直接的で収縮環
構造内の任意の位置・時間に標識できる点
が優れている。現在のところ本研究以外に
同様の報告はない。本研究のアプローチに
よって期待されることは次の通りである。
培養細胞の収縮環はその収縮の過程で円周
がおよそ 60μm から数μm にまで大きく
減少する。このときに収縮環中のアクチン
繊維の一カ所を赤く変色させると、収縮環
中のアクチン繊維の配向はランダムである
ため、もし収縮においてアクチンとミオシ
ンの滑りが支配的であれば、双方向に滑る
成分により、時間の経過とともに赤のシグ
ナルが薄く分散することが予想される（図
４A）。一方、もし収縮環内のアクチン分子
の重合・脱重合による再編成が支配的であ
れば、赤のシグナルが分散せずに減少して
いくことが考えられる（図４B）。観察結果
は後者に近く、収縮環中でアクチン繊維中
のアクチン分子がダイナミックにターンオ
ーバーしていることが示唆された。このよ
うなアクチン分子の振る舞いには formin
や ADF/cofilin が寄与していると考えられ
る。 
 

 
図４ 
 
 本研究において、標識を導入した多くの
細胞では増殖不良などの細胞毒性やアクチ
ン構造の異常が多く認められ、また標識の
色変換性や観察時の耐退色性にも改良の余
地があった。本研究で試した複数の標識コ
ンストラクトの内では、Dendra2-actin で



 

 

最も良好な結果を得ることができた。しか
しさらに安定した観察を行うには、
Dendra2-actin の恒常発現株の樹立が必須
である。今後は Dendra2-actin の恒常発現
株を用いた観察系を確立し、その上でアク
チンのダイナミクスを支配する formin や
ADF/cofilin の制御系を加えることにより、
収縮環中のアクチン繊維のふるまいをより
明確に示すことができるものと期待される。 
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