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研究成果の概要（和文）：アクチン構造は細胞機能に重要である。しかし、アクチンの構造多型は細胞内では検出され
ておらず、その生理学的な関連についてもわかっていない。本研究では細胞内のアクチン構造多型を検出するため、分
子内FRETシステムを用いた。
　FRETプローブを結合させたアクチンをPtK2細胞に接着細胞用のエレクトレポレーターを用いて導入し、共焦点顕微鏡
により観察した。PtK2細胞内のFRETレシオ値は局所的に異なっており、このことは細胞内においてもアクチン構造は多
様であることを示している。細胞内のアクチンは複数の構造をとり、細胞機能に関与していることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：Structural change of actin is important for cell functions. However, such 
polymorphism of actin has not been detected in cells, and its physiological relevance is unclear. In this 
study, to detect polymorphism of actin in cell, intramolecular FRET system was used.
 Actin with the FRET probe was introduced into PtK2 cells using electroporator optimized for adherent 
cells, and were observed by confocal microscopy. The FRET ratio (intensities of acceptor/donor) in PtK2 
cells differed locally, indicating that actin structure in cells is also variable.This revealed that 
actin subunits in cell take multiple conformations, and involved in cell functions.

研究分野： 生物物理

キーワード： アクチン　構造
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１．研究開始当初の背景 
 アクチン分子はラージドメインとスモー
ルドメインの２つのドメインから構成され、
これらドメイン間の相対的な角度が変化す
ることが知られている。アクチンフィラメン
ト内のアクチンサブユニットにおいてもこ
の角度変化を伴う構造変化が生じることが、
電子顕微鏡や蛍光色素を用いた解析などに
よって示唆されている。特にアクチン結合タ
ンパク質との相互作用はアクチンサブユニ
ットの構造をダイナミックに変化させ、この
構造変化がアクチン結合タンパク質の機能
に深く関与するとされている。例えば、細胞
運動や細胞質分裂に関与するアクチン結合
タンパク質であるコフィリンはアクチンフ
ィラメントのピッチを短くし、二つのドメイ
ン間の角度を大きく変化させる。また、我々
はこの構造変化に重要であるとされるアミ
ノ酸残基に変異を導入すると構造変化が抑
制され、コフィリンが結合できなくなること
を示した。これらのことから、二つのドメイ
ン間で起こる構造変化が細胞運動や細胞質
分裂などの細胞機能に重要であることが推
察される。しかし、細胞内においても、in vitro
と同様にアクチンサブユニットの構造が変
化し、細胞内のアクチン構造が多様であるこ
とは観察されておらず、細胞の機能との関連
についても詳細はわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 細胞内におけるアクチン構造の分布を検
出し、その重要性を検証する。また、アクチ
ン構造変化を抑制する変異アクチンを細胞
内に導入し、細胞内アクチンの構造変化を抑
制した際の影響を調べる。これにより細胞機
能に果たすアクチンフィラメント構造多型
の生理的役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 分子内 FRET による細胞内アクチンの構
造解析 
 我々はアクチンの分子構造を調べるため、
アクチン分子内に２種類の蛍光色素を結合
させ、これらの色素間で生じる FRET(Forster 
Resonance Energy Transfer)を細胞内におけ
るアクチンの構造変化検出に用いた。この
FRET アクチンを調製するため、色素導入条件
の最適化を行った。蛍光色素はそれぞれのド
メインの先端に結合させた。色素を結合させ
るため、アクチンにシステイン、およびグル
タミン残基をそれぞれのドメイン先端に導
入した。これらのアミノ酸残基にマレイミド
反応、およびトランスグルタミナーゼを介し
たカダベリンとの反応を利用して蛍光色素
を導入した。 
 得られた FRET アクチンの細胞内への導入
方法を検討した。導入には市販されているタ
ンパク質導入試薬とエレクトロポレーター
を検討した。細胞は、細胞骨格の観察に適し
ているとされる PtK2 細胞を用いた。 

 FRET アクチンを導入した細胞のドナーと
アクセプター蛍光を共焦点顕微鏡により観
察し、Ratio 解析を行った。 
 
（２）変異アクチンの細胞内への導入 
 アクチンの構造変化が抑制されている変
異アクチン（G146V 変異アクチン）を蛍光色
素によりラベルした。ラベルは一般的にアク
チンの蛍光標識に用いられる374番目のシス
テイン残基を標的に行った。この蛍光変異ア
クチンを細胞内に FRET アクチンと同様の方
法で導入し、共焦点顕微鏡により観察した。 
 
 
４．研究成果 
 （１）分子内 FRET による細胞内アクチン
の構造解析 
 アクチン分子への蛍光色素導入のため、反
応時間と酵素の濃度条件を最適化した結果、
色素の導入率が 70%以上となった。この FRET
アクチンにドナー色素の励起光を照射し、蛍
光スペクトルを測定すると、ドナー蛍光に加
え、アクセプターの蛍光を測定することがで
きた。この FRET アクチンを細胞に導入する
方法を検討した結果、エレクトロポレーター
を用いた場合が、最も効率よく細胞内に導入
でき、細胞内で FRET アクチンの局在を観察
することができた。エレクトロポレーターに
より FRET アクチンを PtK2 細胞に導入し、
FRET を確認するため、アクセプターをレーザ
ー照射により退色させた際のドナー蛍光の
強度を調べたところ、蛍光強度が回復してい
ることが確認できた（図１）。これにより、
FRET アクチンが細胞内において FRET を生じ
ていることを確認した。 
 

図 1 アクセプターフォトブリーチング 
A：細胞の白枠はブリーチングを行った領域。 
B：青と赤の折れ線はドナーとアクセプターの
蛍光強度の変化を示す。矢印はレーザーを照射
した時間。 



さらに蛍光画像からRatio解析を行ったとこ
ろ、細胞内のアクチン構造は均一ではなく、
局所的に構造が異なることが示された。特に
運動中の細胞においては細胞前部で高い
FRET 効率が観察された。また、細胞同士が接
触し、細胞に力がかかっていると思われる場
所では特に FRET 効率が高く、細胞外からの
力によって細胞内のアクチン構造が変化す
ることが示唆された（図２）。 

（２）変異アクチンの細胞内への導入 
 変異アクチンを蛍光ラベルし、細胞内に導
入して観察したところ、導入直後は変異アク
チンも正常なアクチンの局在を示したが、数
時間経過すると、局在が観察されなくなり、
細胞が収縮していく様子が観察された。 
 
 これらの結果は、細胞内においてもアクチ
ンは多様な構造をとり、細胞機能に関与して
いる可能性を示している。 
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図２ 細胞内における FRET アクチンの Ratio 値
の変化 
矢印は隣の細胞（FRET アクチンは導入されてい
ないため、Ratio 画像では見えない）から押され
ている場所を示す。 
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