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要旨 

アクチンはすべての真核細胞で発現し、もっとも大量に存在する蛋白質の 1 つである。

アクチンは、生理的な条件下で螺旋状に重合し、線維状の多量体 F-アクチンとなる。細胞

はこのアクチンの重合・脱重合を制御することにより、細胞分裂や細胞運動などの動的変

化の駆動力を生み出している。アクチンは単量体 G-アクチンと線維状の多量体 F-アクチン

の 2 つの状態において、その構造が大きく異なる。大きな差異の 1 つに DNaseⅠ結合ルー

プ(D ループ)の構造の変化がある。D ループは結晶構造中では見えないことが多い。見えて

いる少数の構造では、D-ループは他のアクチンサブユニットか他の蛋白質に結合した状態

である。 D-ループが観察される結晶構造や、標識アクチンを用いた実験から D ループは多

様な構造をとっていることが知られており、その構造変化の自由度の高さから D ループは

多くの局所エネルギーの最小状態を生むことができる高い conformational freedom を持っ

ているとも表現できる。D ループは線維中のサブユニット間のインターフェイスの一部を

担っていることから、切断・酸化すると線維中のサブユニット間の相互作用が影響を受け、

アクチン線維の安定性が低下することが報告されている。しかし、D ループの

conformational freedom がアクチンのダイナミクスにどのように寄与しているのかは明確

に示されていない。本研究は D ループの conformational freedom とアクチンダイナミクス

の関係について調べることを目指した。 

蛋白質の機能発現機構について、残基レベルでその詳細を知る手法としては、機能に関

与する領域に変異を導入した変異体の機能解析が有用である。高等生物アクチンについて

は、近年昆虫細胞を用いた発現系の構築が報告され、変異体による機能解析が進められて

きている。本研究では始めに、筆者の所属する研究室で構築されたバキュロウイルス-昆虫

細胞を用いたヒト心筋α-アクチンの発現系を基に、非筋細胞β-アクチンの発現精製系を構

築した。α-アクチンは筋細胞で発現し筋収縮に関与する一方、β-アクチンはほとんどすべ

ての非筋細胞で発現しており、細胞の細胞分裂や細胞運動など動的機能に関与している。

本発現精製系の構築にあたって、上記心筋α-アクチン発現精製系では N 末端に付加したま

まであった StrepTagII 配列とプロテアーゼ認識配列の切断を可能とするべく、プロテアー

ゼを Factor Xa から TEV プロテアーゼに変更し、タグとの間にスペーサ(SS)を挟むように

設計を変更した。 

20mM-Tris 条件にて発現アクチンの抽出を行い、同条件にてアフィニティータグを使用

した精製を行うことによりコフィリンを含むアクチン結合蛋白質を除くことができた。設

計を変更したことで、タグの切断が可能となった。精製段階において Native-Page を行う

ことによりTEV処理とその後の精製によりタグの残ったアクチンを取り除けていることを

精製段階で確認できた。今回得られた精製組換えアクチンは、アクチンの特徴である重合・

脱重合能を備えている。また電子顕微鏡像による解析からも、組織から精製したアクチン

の構造と遜色ない解析結果が得られたことから、この発現系で得られる組換えアクチンは

機能解析に使用しうると判断した。 
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次いで、アクチン変異体を作製し、構造及び機能の解析を行った。D ループのアミノ酸

配列は種間で高度に保存されており既知のアクチン配列全てに 3 つのグリシンが含まれて

いる。グリシンは蛋白質に含まれる 20 種類のアミノ酸のうちで一番小さく、D ループの

conformational freedom に大きく関わっている可能性が考えられたことから、D ループに

位置する 42番目と 46番目のグリシンをアラニンに変異させた二重変異体の発現を試みた。

この二重変異により、野生型アクチンのとりえた構造のいくつかをとることができなくな

り、D ループがとりうる立体構造の範囲が抑制されると考えられる。発現に先立ち、現行

のアクチンサブユニット間結合を示した構造(PDB ID: 6KP8)を基に、2 つのグリシンをア

ラニンに変異させた変異体のモデルを構築すると、変異体のアラニン側鎖はアクチンサブ

ユニットの他の領域と衝突しないことが確認できた。そのため、この変異体はサブユニッ

ト間の相互作用に影響せずに、D ループの conformational freedom を抑制すると仮定した。 

発現した変異体の構造及び機能解析の結果、変異体と野生型の臨界濃度(F-アクチンと G-

アクチンの間の自由エネルギーを直接反映している)に大きな差は認められず、線維構造に

も違いは認められなかった。それにもかかわらず、変異体の B 端側の重合速度および脱重

合速度は野生型に比べ低下していた。アクチン結合蛋白質であるコフィリンの結合を比較

してみると、変異体ではアクチンに対し同濃度のコフィリンを加えた際にその結合は抑制

されたが、過剰量のコフィリンを加えた際には野生型と同様にアクチン 1 分子に対しコフ

ィリンが 1 分子の割合で結合したアクチン線維であるコフィラクチンを形成した。これは、

導入した変異が、コフィリン結合の様式を大きく変えずにコフィリン結合を弱めているこ

とを示している。 

アクチン単独での実験結果から、モデルで仮定した通り、導入した変異はアクチン線維

のサブユニット間結合には影響を与えていないと考えられる。変異体の B 端における重合・

脱重合速度の減少は、D-loop の conformational freedom が、アクチン分子の動態に直接影

響を与えることを示唆する最初の証拠である。また、コフィリンを加えた際の実験結果は、

近年のアクチン線維に対するコフィリンの結合モデルと矛盾しない。このモデルではアク

チンに対するコフィリンの結合には、D ループがアクチン線維内で隣接するサブユニット

から解離することが必要であるとしており、変異導入により D ループの conformational 

freedom が抑制された場合、コフィリンの結合速度は低下すると考えられる。それに対し D

ループはコフィラクチンの線維中の他の箇所に接触していないことから、コフィラクチン

からのコフィリンの解離速度については変異導入の影響を受けないと考えられるため、全

体としてはコフィリンの結合は抑制される。 

コフィリンはそのアクチン切断・分解効果により、細胞内のアクチンダイナミクスの加

速に重要である。本研究において、変異体へのコフィリンの結合は熱力学的に低下した。

変異導入の重合・脱重合への影響と合わせて、筆者は D ループの conformational freedom

が細胞内のアクチンダイナミクスの速度を直接調整している可能性が高いと考えている。

この仮説の検証には、他の D ループ変異体を作製し、導入した変異の影響を解析すること
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が必要であるが、構造変化の自由度がアクチンダイナミクスに影響を与える可能性を示し

た本研究は、アクチンの構造動態の理解、conformational freedom の蛋白質機能への影響

の理解に寄与すると信じている。  
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第１章 組換えβ-アクチンの発現精製系の構築 

1-1 序論 

アクチンはすべての真核細胞で発現し、もっとも大量に存在する蛋白質の 1 つである。

細胞骨格と接着(たんぱく質核酸酵素 2006 年増刊 Vol.51 No.6)によれば、アクチンは骨格筋

細胞では全蛋白質量の 20%以上、非筋細胞でも 1～5%を占めている。 

単量体は G-アクチンと呼ばれる分子量約 42,000 の球状蛋白質であり、生理的な条件下で

螺旋状に重合して線維状態となった多量体 F-アクチンとなる。F-アクチンには極性があり、

B 端(Barbed end)はもう一方の P 端(Pointed end) に比べて重合も脱重合も速く起きる。ア

クチンの重合・脱重合という可逆的な過程を制御することにより、細胞は細胞分裂や細胞

運動などの動的変化の原動力を生み出している 1。 

こうしたアクチンの動態は様々なアクチン結合蛋白質との相互作用、そしてアクチン分

子自身の構造変化によって制御されている 2。蛋白質のこうした機能発現機構について残基

レベルでその詳細を知る手法としては、機能に関与する領域に変異を導入した変異体を作

製し、その機能解析を行うことが有用である。しかしアクチンの場合、変異体作成におい

て最も一般的な宿主である大腸菌を用いると封入体を形成し、発現アクチンの可溶化がで

きないため、大腸菌を用いた発現系の作製は困難である 3。 

アクチンの発現系は酵母 4,5や粘菌 6,7を用いた系が確立されている。アクチンは生物種間

で非常に高度に保存されている蛋白質で、ヒト、マウス、ニワトリの骨格筋α-アクチンの

アミノ酸配列は同一である。しかし酵母アクチンとヒト骨格筋α-アクチンを比較すると、

375 アミノ酸のうち 50 アミノ酸が異なっている。これはアクチンとしては相同性が高いと

は言えず、さらに両者の F-アクチン三次元再構成像が異なっているという報告もある 8。長

らく高等生物アクチンの研究には組織から精製したアクチンが用いられてきていたが、近

年、昆虫細胞を用いた高等生物アクチン発現系の構築が報告され、変異体による機能解析

が進められてきている 9。筆者の所属する研究室でもバキュロウイルス-昆虫細胞を用いた組

換え心筋α-アクチンの発現系を構築し、それを利用した Q137 変異体の機能変調の解析を

報告している 10。昆虫細胞は大腸菌に存在しない高等生物シャペロン及び翻訳後修飾能力を

有しているため、天然活性を保持した組換えアクチンを得ることが期待できる。 

哺乳類と鳥類では、骨格筋α-アクチン、心筋α-アクチン、平滑筋α-アクチン、非筋細

胞β-アクチン、平滑筋γ-アクチン、非筋細胞γ-アクチンの 6 種類のアクチンアイソフォ

ームが同定されている 11。3 つのα-アクチン間では 375 アミノ酸のうち 4～6 アミノ酸が異

なるだけだが、骨格筋α-アクチンとβ-アクチンを比較すると 21 個のアミノ酸が異なって

いる。α-アクチンは筋細胞で発現し筋収縮に関与する一方、β-アクチンはほとんどすべて

の非筋細胞で発現しており、細胞の細胞分裂や細胞運動など動的機能に関与している 12。こ

のように異なる細胞で発現し、担っている機能も違うと考えられている 13,14にも関わらず、

組織からのβ-アクチンの精製は難しいため、β-アクチンの in vitro の研究結果は多くない。 
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本研究ではまず、当研究室にて過去に確立された組換えヒト心筋アクチン発現精製系を

基に、高等生物非筋細胞β型アクチン(以下β-アクチンと呼称)の発現精製系の構築を行っ

た。上記組換えヒト心筋アクチン発現精製系では、得られた精製組換えアクチンの N 末端

側にはアフィニティータグであるStrepTagII 配列とFactor Xaプロテアーゼ認識配列が付

加したままの状態であった。これは、組換えアクチンの精製途中もしくは精製後に Factor 

Xa プロテアーゼで処理するも、上記配列の切断することができなかったためである。それ

を踏まえ本研究では、使用するプロテアーゼを TEV プロテアーゼに変更し、StrepTagII 配

列との間にスペーサ(SS)を挟むことにより、タグの切断が可能となるように試みた(図 1-1)。 
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1-2 材料と方法 

組換えβ-アクチン遺伝子を挿入したトランスファーベクターの作製 

組換えβ-アクチンを発現する組換えバキュロウイルスを作製するために、ヒトβ-アクチ

ンの遺伝子を挿入したトランスファーベクターを作製した。アクチン遺伝子は、アフィニ

ティータグである StrepTagII 配列(WSHPQFEK)とスペーサ(SS)、TEV プロテアーゼ認識

配列(GRENLYFQ)を N 末端側に付加した組換えアクチンが発現するよう設計した(図 1-1)。

ベクターにおける挿入部位前後の配列をそれぞれ付加したプライマーを用いて、上記配列

を付加した組換えアクチン遺伝子を PCR により増幅した。 

トランスファーベクターには、Bac-to-Bac システム用ベクターである pFastBac 

(Invitrogen)を用いた。これを制限酵素 BamH I と EcoR I で処理し、精製した上記 PCR 産

物と In-Fusion 反応させることによって組換えβ-アクチン遺伝子を挿入したトランスファ

ーベクターを作製した。In-Fusion 反応に用いたプライマー配列を以下に示す。 

Forward: 5'-CATCGGGCGCGGATCCATGGGATGGTCGCATCAGTTC-3' 

Reverse: 5'-GTAGGCCTTTGAATTCTAGAAACACTTCCTGACG-3' 

このトランスファーベクターの開始コドンの上流(Met の直前)に、蛋白質発現促進配列で

ある L21 配列(aactcctaaaaaaccgccacc)15を付加し、野生型(WT)用発現ベクターとした。 

 

組換えバキュロウイルスの作製及び精製 

組換えアクチンを発現する組換えバキュロウイルスは、Bac-to-Bac システム(Invitrogen)

を用いて作製した。形質転換には元より菌体内にバキュロウイルス DNA を持つ大腸菌株

DH10Bac を用いた。 

 

組換えβ-アクチンの発現 

培養昆虫細胞は Sf9 細胞を用い、27 ℃のインキュベーター内で回転数 90 rpm、スピナ

ーフラスコによって培養した。培地は血清培地(Grace’s Insect Medium supplemented 

(Invitrogen)、10 % FBS、50 U/ml penicillin G、50 µg/ml streptomycin、0.2 % Pluronic 

F-68(いずれも Thermo Fisher Scientific))を用いた。 

上記条件で細胞の培養を行い、細胞密度が 7.5 x 105 cells/ml の時点の sf9 細胞をシャー

レに移し、組換えバキュロウイルスを添加した。27 ℃にて約 72 h 培養することにより、

組み替えアクチンを発現させた。一度に 200 mL 分の発現を行った。得られた組み替えア

クチン発現細胞は遠心分離することにより沈殿画分として回収し、-20 ℃で保存した。 

  

組換えβ-アクチンの精製 

以下の方法に従って精製組換えアクチンを得た(図 1-2)。 

(1)得られた組換えアクチン発現細胞に氷冷した Lysis Buffer(20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、

0.2 mM CaCl2、0.2 mM ATP、1mM DTT、プロテアーゼ阻害カクテル(complete EDTA-free, 
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Roche Applied Science))を加え懸濁した後、氷冷しながら超音波破砕した。 

 この懸濁液を 4 ℃, 25,000 rpm, 30 分間遠心し、上清（可溶性画分）を回収した。 

 

(2)可溶性画分は StrepTrap アフィニティーカラム(GE Healthcare)で精製した。可溶性画

分をカラムに吸着させ、カラムを Lysis Buffer で洗浄を行い、Lysis Buffer からプロテアー

ゼ阻害カクテルを抜いた 20 mM-Tris 緩衝液で洗浄した後、2.5 mM desthiobiotin を含む

20 mM-Tris 緩衝液にて組換えアクチンを溶出させた。 

 

(3) 得られた組み替えアクチン溶出画分は VIVASPIN20 (MWCO 30,000, Merck KGaA)遠

心濃縮フィルターを用いて、G-Buffer (2 mM Tris-HCl (pH8.0), 0.2 mM CaCl₂,0.2mM ATP, 

0.2mM DTT)に置換しながら濃縮を行った。 

濃縮後の発現アクチンは重合脱重合を行うことでさらに精製した。F-Buffer(2 mM 

Tris-HCl (pH 8.0)、0.1 M KCl、2 mM MgCl2、0.2 mM ATP、0.2 mM DTT)条件下に溶出

画分をおいた後、1 晩 F-Buffer 中で透析することによりタグ付き組換えアクチンを重合さ

せた。透析後得られたタグ付き F-アクチンは 4℃, 100,000 rpm, 30 分間遠心することによ

って沈殿として回収した。 

 

(4) 得られた F-アクチンを G-Buffer に懸濁し、G-Buffer 中で透析することによって脱重合

させた。透析後の溶液を 4℃, 100,000 rpm, 30 分間遠心して得られた上清をタグ付き組換

えアクチン溶液とした。 

 

(5) TurboTEV プロテアーゼ(Accelagen)を加え、4℃で一晩反応させた。この際、タグ付き

組換えアクチンが終濃度 12µM になるよう G-Buffer で希釈した。 

 

(6)反応後の溶液を StrepTrap アフィニティーカラムに流し、その素通り画分を組み換えア

クチン溶液として回収した。組み替えアクチン溶液については、後述の native page により、

タグ付き組換えアクチンが除けていることを確認した。 

 

(7)アクチン溶液について F-Buffer 条件下で 1 晩重合を行った後、4℃, 100,000 rpm, 30 分

間遠心することによって F-アクチンを沈殿として回収した。 

 

(8)沈殿を G-Buffer に懸濁し、G-Buffer で透析することによって脱重合させた。透析後の

溶液を 4℃, 100,000 rpm, 30 分間遠心して得られた上清を精製組換えアクチン溶液とした。 
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Native Page 

 Native Page は、Lu J.X. et al. (2012) 16を参考に行った。 

 分離ゲルの組成は 10% acrylamide, 375mM Tris-HCl(pH8.8), 0.2 mM ATP, 0.3 mM 

CaCl2 and 1 mM DTT、濃縮ゲルの組成は 4.8% acrylamide,125mM Tris-HCl (pH6.8), 0.2 

mM ATP, 0.3 mM CaCl2 and 1 mM DTT、泳動バッファーは、25mM Tris, 250mM glycine, 

0.2 mM ATP, 0.3 mM CaCl2 and 1 mM DTT の組成で行った。 

サンプルには同量の 2x Loading buffer (4mM Tris-HCl (pH8.0), 0.4 mM ATP, 0.6 mM 

CaCl2, 2 mM DTT, 10%(w/v)sucrose)を加え、1 レーンにアクチンが 20 pmol 含まれるよう

にアプライ量を調整した。 

BIO CRAFT BE-210 system(Bio Craft)を使用し、室温で 100V 30 分泳動したのちに、

200V 30 分間泳動を行った。 

 

Western blotting 

  タグ付き組換えアクチン、TEV プロテアーゼ処理を行ったタグ付き組換えアクチン、 精

製組換えアクチン及びマーカーとしてニワトリ骨格筋から精製したα骨格筋アクチンの

Native–PAGE を行い、ミニトランスブロットセル(BIO-RAD)を使用して Hybond-ECL メ

ンブレン (GE Healthcare)へ転写を行った(33 mA 、3 時間)。ブロッキングにはスキムミ

ルク(final 5 %)を溶解した TBS-T を用い、一次抗体として Strep-tag Antibody (mouse 

monoclonal, Qiagen) 、2 次抗体として、Anti-Mouse IgG (γ-chain specific)-Peroxidase 

antibody produced in goat (Sigma-Aldrich) を使用した。検出には Amersham ECL 

Western blotting Analysis system kit (GE Healthcare)を使用した。  

 

重合アッセイ 

アクチンを F-Buffer 条件下に 60 分間室温に置くことにより、重合させた。その後、 

451000 g、20℃、30 分間遠心することにより、重合したアクチンを沈殿させた。遠心後の

サンプルの上清を分取、沈殿を遠心時の液量と同量の Buffer で懸濁しそれぞれをその分布

を電気泳動により確認した。 

 

電子顕微鏡観察試料作成 

アクチンを F-Buffer 条件下(2 mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.1 M KCl、2 mM MgCl2、0.2 mM 

ATP、0.2 mM DTT)で 60 分室温に置き、重合させたものをアクチンサンプルとした。 

試料観察用グリッドは#10-1012 ELS-C10(応研商事)を使用した。事前にイオンコーター

IB-3(株式会社エイコー)により、約 10Pa にて 5mA のグロー放電を 30 秒行うことで、グリ

ッドに親水化処理(グローディスチャージ)を施した。 

上記サンプル 2µL とタバコモザイクウイルス(0.0548µg/grid)をグリッド上に添加し、酢

酸ウランにて負染色を行った。 



11 
 

電子顕微鏡による観察・撮影 

アクチン単独サンプルは H-7650 透過型電子顕微鏡(HITACHI) を用いて、加速電圧 100 

kV で観察し、ELECTRON-MICROSCOPIC FILM FG (FUJIFILM) を用いて直接倍率

40,000 倍で撮影した。得られたフィルムは GT-X970 スキャナー(EPSON)でデジタル化し

た。 

 

電子顕微鏡画像の解析 

 解析は EOS17 を使用して行った。デジタル化したフィルムから線維像を切り出し、その

トレースを行い、コンピューター上でその曲りを補正し、真直ぐにした像を得た。この補

正した線維からパワースペクトルを算出した。真直ぐにした線維に、回折パターン上のア

クチンを特徴づける層線付近の情報を通すバンドパスフィルタをかけた 18。 
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図１-1 発現配列の N 端側模式図 

アフィニティータグである StrepTagⅡを橙、スペーサ-を黒、TEV プロテアーゼ認識配列

を青、βアクチンを赤で示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 組換えアクチン精製細胞からの組換えアクチン精製方法 

組換えアクチン発現細胞から組換えアクチンを抽出し、アフィニティーカラムによる精製、

TEV プロテアーゼによるタグの切断、タグ付きアクチンの除去を行い、さらに重合・脱重

合を経て精製組換えアクチンを得た。 

 

  

組換えアクチン発現細胞 

↓ (1)抽出 

可溶性画分 

↓ (2)StrepTrap アフィニティー精製 

       (3)重合 

(4)脱重合 

タグ付き組換えアクチン 

↓ (5)TEV プロテアーゼ処理 

       (6)StrepTrap アフィニティー精製 

組換えアクチン 

↓ (7)重合 

(8)脱重合 

精製組換えアクチン 

 

TEV プロテアーゼによる切断箇所 
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1-3 結果 

昆虫細胞-バキュロウイルスを用いた組換え-アクチン発現系の構築を試みた。組換えウ

イルスの作製には Bac-to-Bac システムを用い、蛋白質発現促進配列である L21 配列を付加

したトランスファーベクターを用いた。その結果、N 末端側にアフィニティータグである

StrepTagII 配列と TEV プロテアーゼ認識配列を付加した組換えアクチンを発現させるこ

とができた。 

この発現系を用いて得られた組換えアクチン発現細胞を 20 mM-Tris を含む抽出緩衝液

で処理した。この可溶性画分をアフィニティー精製し、SDS-PAGE によって溶出画分を確

認した。組換えアクチンと、昆虫細胞由来コフィリンに相当する分子量約 20,000 のバンド

を確認した(図 1-3A)。 

このアクチン溶出画分を濃縮し重合・脱重合を行った。脱重合した後の遠心上清をタグ

付き精製組換えアクチンとした。重合・脱重合を行うことにより、昆虫細胞由来コフィリ

ンを除くことができ、得られた精製組換えアクチンは CBB 染色した SDS-PAGE 像からシ

ングルバンドとして確認できるほどの純度であった(図 1-3A,B)。タグ付き精製組換えアク

チンの収量は 100mL Culture あたり平均 0.27 mg(n=7)であった。この状態のタグ付きアク

チンを F-buffer 条件下で重合させ、電子顕微鏡下で観察を行ったところ、タグ付きアクチ

ンは強い束化傾向を示した(図 1-3C)。 

タグ付き精製組換えアクチンを Turbo TEV プロテアーゼで処理することにより、タグの

切断を行った。切断されたタグ及び TEV 処理によってタグが切断されなかったタグ付きア

クチンを除くため、反応後の溶液を StrepTrap アフィニティーカラムに流し、得られた組

換えアクチンをさらに精製するため、重合・脱重合を行った。脱重合した後の遠心上清を

精製組換えアクチンとした。 

StrepTagII 配列は 8 アミノ酸残基から成り、分子量が小さいため、SDS-PAGE ではアク

チンのタグの有無を確認することはできない。そこで native-page により、TEV プロテア

ーゼによりタグの切断が行われていること及び精製サンプルに昆虫細胞由来のアクチンが

含まれていないことの確認を行った。濃縮ゲルと分離ゲルの濃度をそれぞれ 4.8%と 10%と

し、両ゲル、泳動バッファー及びサンプルバッファーに 0.2 mM ATP、0.3 mM CaCl2、さ

らに 1 mM DTT を加えた条件下で native-page を行うことにより、アクチンのタグの有無

の識別を可能とした(図 1-3D)。Native-page による確認の結果、TEV プロテアーゼ処理前

のタグ付き精製組換えアクチンに昆虫細胞由来のタグの無いアクチンのバンドは認められ

ず、TEV 処理を行った段階ではサンプルに含まれていたタグの残った組換えアクチンをそ

の後の精製で除けていることを確認することができた。タグを切断・除去した精製組換え

アクチンとしての最終収量は元のタグ付き精製組換えアクチンの約 1/3-1/2 であった。得ら

れた精製組換えアクチンは F-buffer 条件下で重合した(図 1-4A)。重合したアクチンの線維

像を電子顕微鏡により観察した結果(図 1-4B)、タグを除いたことにより、タグ付きアクチ

ンを重合した際に示されていた束化傾向(図 1-3C)は見られなくなった。 
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得られた電子顕微鏡像より線維像を切り出し、フーリエ変換することによって回析パタ

ーンを得た(図 1-4)。回折パターンには右巻き二重らせん、左巻き一重らせん、右巻き一重

らせんに由来する層線が認められ、これらは全て典型的なアクチンフィラメントの周期と

一致していた。 
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図 1-3 組換えアクチンの精製 

A. 左から、組換えアクチン発現細胞を破砕した際の、可溶性画分(sup)、可溶性画分をアフ

ィニティーカラムに通した際の組換えアクチンを含む溶出画分(elution)、溶出画分を濃縮し

た物(concentration)、それを重合させた上清画分(F-sup)と沈殿画分(F-ppt)。アフィニティ

ー精製時には含まれていた昆虫細胞由来のコフィリンを含むアクチン結合蛋白質は重合時

にはそのほとんどが除けている。 

B, C. 精製後のタグ付きアクチンはシングルバンドとして確認できるほどの純度であった。

タグ付きアクチンは重合させると強い束化傾向を示した(スケールバー:100nm)。 

D. Native page 及び Western Blotting によるアフィニティータグの有無の確認。左からマ

ーカーとしてのニワトリ骨格筋由来のアクチン(Actin from Chicken)、タグ付き組換えアク

チン (Tag-WT)、タグ付き組換えアクチンに TEV プロテアーゼ処理を行ったもの

(Tag-WT+TEV)、その後の精製を経た精製組換えアクチン(Purified WT)。Native page に

より、タグの有無を泳動度の違いとして可視化できた。タグのついていない昆虫細胞由来

のアクチンが混入した場合、Tag-WT レーンにおいて、タグ無しアクチン(Actin from 

chicken 等)と同じ泳動度のバンドがみられるはずだが、Tag -WT がタグ付き、Purified WT

A 

B C D 

100 nm 
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にタグ無しの泳動度のアクチンのみが認められたことから、精製アクチンに昆虫細胞由来

のアクチンは含まれていないこと、タグの残った組換えアクチンを除けていることが確認

できた。 
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図 1-4 組換えアクチンの機能確認 

A. 重合能の確認。左から分子量マーカー、超遠心後の上清画分(sup)と沈殿画分(ppt)。 

B, C, D, E. 電子顕微鏡によるアクチン線維の観察・解析。電子顕微鏡にて撮影した像(B)

から、アクチン線維を切り出し(C)、バンドパスフィルタをかけたものを D に示した。アク

チン線維のらせん構造の 1 周期であるクロスオーバーリピートを矢印にて示した。E に 15

本のアクチンフィラメントから得られたフーリエパターンを示した。矢印で示した層線は、

組換えアクチン線維の右巻き 2 重らせん(37nm)、右巻きの 1 重らせん(5.9nm)、左巻きの 1

重らせん(5.1nm)の周期をそれぞれ表している。 

 

  

A B 

C D E 

100 nm 

1
0
 nm
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1-4 考察 

本研究では、バキュロウイルス-昆虫細胞を用いた組換えβ-アクチンの発現方法および高

純度のβ-アクチンの精製方法を確立した。 

基とした組換えヒト心筋-アクチン発現精製系では、蛋白質を変性させない程度の弱いカ

オトロピック試薬として働き、アクチンの可溶化に適しているとされる 191 M-Tris を含ん

だ溶液で組換えアクチンの抽出を行い、その溶液条件下でゲル濾過クロマトグラフィーを

行うことで昆虫細胞由来のコフィリンの分離を行っていた。本発現系では 1 M-Tris 溶液、

あるいは 2 mM-Tris の条件では発現したアクチンのアフィニティーカラムへの結合が弱く、

昆虫細胞由来のアクチンや他の蛋白質と分離することができなかったことから、

20mM-Tris 条件にて発現アクチンの抽出を行い、同条件にてアフィニティータグを使用し

た精製を行うことによりゲル濾過を経ずともコフィリンを含むアクチン結合蛋白質を除く

ことができた。 

Strep TagⅡは 8 残基からなる配列で、分子量も小さく精製された蛋白質から切断せずに

用いられる場合がある。上記組換え心筋-アクチンは、同じく Strep TagⅡを用いて精製さ

れている。しかし Factor Xa プロテアーゼによる切断効率は悪く、タグの有無によってア

クチンの動態に大きな差異は認められなかったため、Strep TagⅡ配列とプロテアーゼ認識

配列が付加したままの状態で解析を行っている。今回、プロテアーゼ処理を行わないタグ

付きの組換えアクチンは強く束化する様子が観察された。しかし、プロテアーゼ認識配列

とスペーサーの残基を変更したことで、タグの切断が可能となった。精製段階において

Native-Page を行うことにより TEV 処理とその後の精製によりタグの残ったアクチンを取

り除けていることを精製段階で確認できた。 

今回得られた精製組換えアクチンは、MgCl2および KCl 存在下で重合するというアクチ

ンの特徴を備えている。本発現系で発現したアクチンは、精製段階を含め複数回重合・脱

重合のサイクルを繰り返すことが可能であった。また電子顕微鏡像による解析からも、組

織から精製したアクチンの構造と遜色ない解析結果が得られたことから、この発現系で得

られる組換えアクチンは機能解析に使用しうると考えられる。 
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第 2 章 D ループ変異体(G42A/G46A)の発現及び構造・機能解析 

2-1 序論 

 本章では、構築した組換えβ-アクチン発現及び精製系を用い、アクチンのサブドメイン

2 に存在する D ループに位置する 42 番目と 46 番目のグリシンをアラニンに変異させた

G42A/G46A 変異体(以下 AA と呼称)の発現を試み、その機能解析を行った。 

 

  アクチンは単量体 G-アクチンと線維状の多量体 F-アクチンの 2 つの状態において、そ

の構造が大きく異なっている 20。アクチン分子は 2 つのドメインからなり、それぞれを 2

つのサブドメインに区別することができる。インナードメインの大部分と、アウタードメ

インのうちのサブドメイン 1 の大部分は異なるアクチン構造間であってもほぼ同じ構造を

とっており、剛体とみなすことができる 21,22。G-アクチンと F-アクチンには 2 つの大きな

構造的差異がある。１つは上記の剛体領域が回転し、剛体がねじれた位置にあった G-アク

チンに比べて F-アクチン中のアクチン分子は平坦になっていることである。もう 1 つはサ

ブドメイン 2に存在するDNaseⅠ結合ループ(以下Dループと呼称)の構造の変化である 23。 

D ループは結晶構造中では見えないことが多く、観察される少数の構造においては、必

ず他の蛋白質や他のアクチンサブユニットに結合している 20, 24。結晶中に認められる構造

であっても、D ループは多様な構造をとっており(図 2-1A)、その構造変化の自由度の高さ

から D ループは天然変性の範疇に含まれるループ領域であるとみなすことができる。また、

より多くの局所エネルギーの最小状態を生むことができる高い conformational freedom を

D ループは持っているとも表現できる。 

D ループのアミノ酸配列は種間で高度に保存されており  (図 2-1A)、D ループの

conformational freedom の高さも高度に保存されていると言える。その高い保存性から、

D ループの高い conformational freedom がアクチンダイナミクスへ寄与している可能性が

考えられた。 

D ループを切断 25・酸化 26 すると、アクチン線維の安定性が低下することが報告されて

いる。これは、D ループが線維中のサブユニット間のインターフェイスの一部を担ってい

るためであると考えられる 20, 27。スピンラベルや蛍光ラベルを用いた実験で、D ループは

アクチン線維内でも複数の立体構造をとることも示されている 9。しかしながら、D ループ

の conformational freedom がアクチンのダイナミクスにどのように寄与しているのかは明

確に示されていない。 

D ループのアミノ酸配置に着目すると既知のアクチン配列全てに 3 つのグリシンが含ま

れている(図 2-1A)。グリシンは蛋白質に含まれる 20 種類のアミノ酸のうちで一番小さく、

最も二面角の自由度が高い。D ループの conformational freedom に大きく関わっている可

能性が考えられた 29, 30。 

本章では、D ループに位置する 42 番目と 46 番目のグリシン(図 2-1A,B)をアラニンに変
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異させた AA 変異体の発現を試みた。この二重変異により、野生型アクチンのとりえた構造

のいくつかをとることができなくなり、D ループの構造変化の自由度が抑制されると考え

られる。 

現行のアクチンサブユニット間結合を示した構造(PDB ID: 6KP8,Takeda S et al. 論文

執筆中)を基に 2 つのグリシンをアラニンに変異させた、AA 変異体のモデルを構築した結

果、変異体のアラニン側鎖はアクチンサブユニットの他の領域と衝突しないことが確認で

きた(図 2-1D)。従って、この AA 変異体はサブユニット間のインタラクションに影響せず

に、D ループの conformational freedom を抑制すると仮定した。 

発現した変異体の 臨界濃度(critical concentration , Cc)、アクチン線維の構造、重合、脱

重合速度と、アクチン線維の分解を促し、細胞内のアクチン動態を加速するコフィリンの

アクチン線維への結合を、前章で発現した野生型アクチンと比較した。 
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図 2-1 D ループ 

A.アクチンの 7 つの結晶構造をサブドメイン 1 の剛体領域 20,21を基準に重ね合わせた。左

からアクチン分子全体、D ループ拡大とその 90 度回転像。 D ループ(41-50)31を以下の 7

色で示した。PDB ID: 1J6Z32 (緑)、 6FM233 (シアン)、 1IJJ34 (マゼンダ),、4JHD35 (黄)、 

4B1Z36 (黒)、 1ATN23 (紫)、 6KP8 (橙) 、3DAW37 (赤)。  

 

B. アクチンの N 端領域。42 番目と 46 番目のグリシンを赤色、48 番目のグリシンを青色

で示した。D ループのアミノ酸配列は種間で高度に保存されており、既知のアクチン配列

全てに 3 つのグリシンが含まれている。(ACTS_HUMAN: ヒト骨格筋α-アクチン、

ACTB_HUMAN: ヒト非筋細胞β-アクチン、ACTG_HUMAN: ヒト非筋細胞γ-アクチン 、

ACT2_ORYSI: イネ(Oryzasativa subsp. Indica) actin-2、ACT_YEAST: 酵母 actin 1、

A 

B 

C D 
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ACT1_DICDI: キイロタマホコリカビ(Dictyostelium discoideum) actin、ACT_CHLRE: 

クラミドモナス(Chlamydomonas reinhardtii) actin) 

 

C.アクチン線維の 1 本のストランドの中のアクチンサブユニット間のインタラクションを

示した 31。 1 つのアクチン分子を緑色で示しその中の 42 番目と 46 番目のアミノ酸にあた

るグリシンを赤色で示している。 

 

D. 42 番目と 46 番目の 2 つのグリシンをアラニンに変異させた AA 変異体のバーチャルモ

デル。変異体のアラニン側鎖(赤色)はアクチンサブユニットの他の領域と立体的に衝突を起

こさない。 
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2-2 材料と方法 

アクチン D ループ変異体(G42A/G46A)の作製 

前章の組換えβ-アクチン(WT)のトランスファーベクターを鋳型として、KOD – Plus - 

Mutagenesis Kit (TOYOBO)を使用し変異を導入した。WT と同様の方法でトランスファー

ベクター、組換えバキュロウイルスを作製し、組換えアクチン変異体を発現させた。 

変異体遺伝子作成のための変異導入反応に用いたプライマー配列は以下の通り(コーディ

ング配列のみを示す) 

5'-GCAGTGATGGTCGTCATGGGCCAAAAG-3' 

5'-CTGGTGGCGTGGACGGCCAAC-3' 

 

重合アッセイ 

第１章と同様の方法で行った。 

 

コフィリン発現精製 

コフィリンの発現・精製は Tanaka K et al.(2019) 22に従った。 

ニワトリ由来野生型コフィリンを大腸菌 BL21(DE3)株((Thermo Fisher Scientific)を

用いて大量発現させた。大腸菌を破砕し、硫酸アンモニウム沈殿法により分画したコフ

ィリンを陽イオン交換クロマトグラフィー及びゲルろ過カラムクロマトグラフィーにて

精製した。精製後のサンプルは 5 mM PIPES-NaOH (pH 6.6), 2 mM MgCl2, 50 mM 

KCl ,1 mM DTT の溶液条件にて、少量ずつ分注して液体窒素で急速凍結し、アルゴンガ

ス封入の後 -80℃冷凍庫内で保存した。 

 

コフィリン結合アッセイ 

コフィリンは-80℃で保存していたものを融解後、4℃, 451000 g, 30 分間遠心した上清を

使用した。 

アクチンを cofilactin buffer(15mM PIPES-KOH(pH6.6), 50mM KCl, 2mM MgCl2, 

2mM ATP)条件下で 90 分間、20℃で重合し、目的の濃度になるように cofilactin buffer で

希釈したコフィリンに重合したアクチンを加え、先を切ったチップで軽くピペッティング

し、氷上で 10 分静置、4℃, 451000 g, 15 分間遠心を行った。遠心後のサンプルの上清を分

取、沈殿を遠心時の液量と同量の Buffer で懸濁し電気泳動を行った。 

泳動後のゲルの解析は Image-J にて行った。アプライしたコフィリン量とゲル上のバン

ドの濃さを基に検量線を作製し、各コフィリン濃度におけるアクチンに対するコフィリン

の結合量を算出した。 
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電子顕微鏡観察試料作成 

アクチンサンプルは以下のように第１章と同様に作成した。アクチンを F-Buffer 条件下

(2 mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.1 M KCl、2 mM MgCl2、0.2 mM ATP、0.2 mM DTT)で 60

分室温に置くことにより重合させたものをアクチンサンプルとした。 

コフィリンがアクチン線維にモル比 1:1 で結合した構造であるコフィラクチンのサンプ

ルは、上記コフィリン結合アッセイにて遠心にかけたものと同様に作成した。 

試料観察用グリッドは#10-1012 ELS-C10(応研商事)を使用した。上記サンプル 2µL とタ

バコモザイクウイルス(0.0548µg/grid)を親水化したグリッド上に添加し、酢酸ウランにて負

染色を行った。 

 

電子顕微鏡による観察・撮影 

アクチン単独サンプルは第１章と同様に H-7650 透過型電子顕微鏡(HITACHI) を用い

て、加速電圧 100 kV で観察し、ELECTRON-MICROSCOPIC FILM FG (FUJIFILM) を

用いて直接倍率 40,000 倍で撮影した。得られたフィルムは GT-X970 スキャナー(EPSON)

でデジタル化した。 

コフィラクチンサンプルは SU9000 STEM (HITACHI)を用いて、加速電圧 30 kV、倍率

100,000 倍で観察・撮影した。 

いずれも画像よりフィラメントを切り出し、フーリエ変換することによって回析パター

ンを得た。 

 

TIRF 観察用サンプルの調製 

TIRF(Total Internal Reflection Fluorescence, 全反射照明蛍光顕微鏡)に使用したウサギ

α-骨格筋アクチンは、ウサギ骨格筋から作製したアセトンパウダーから、アクチンの重合、

脱重合サイクルを利用して抽出・精製した。精製したアクチンは GTIRF バッファー(10 mM 

HEPES, 0.2 mM ATP, 0.1 mM CaCl2, pH 7.5)条件で、4℃で保管し、Alexa Fluor 488 

succinimidyl ester (Thermo Fisher Scientific, #20100)) で標識した 38。アクチンおよび蛍

光色素の濃度は、290nm(アクチン)と 491nm(Alexa Fluor 488)における吸光度を測定して、

吸光係数 26600M–1 cm–1、96900 M–1 cm–1を使用して算出した。本実験に使用したサンプ

ルのラベル率は 98％以上と推定された。 

上記の蛍光色素で標識したアクチンをGTIRFバッファー条件下の組替え精製アクチンに

比率 1:4 で混ぜたものを、TIRF 観察用の標識アクチンとした。 

TIRF 観察におけるアクチン重合は、50 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 10 mM 

imidazole, 100 mM DTT, 0.2 mM ATP, 0.5 % (wt/vol) メチルセルロース (1500 cP, 

Sigma-Aldrich)溶液条件下で、室温にて行った。 
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TIRF 

TIRF による観察は、Fujiwara I et al.(2018) 39に従った。アクチンを観察用チャンバー

に固定するために 50 nM N-ethylmaleimide (NEM)処理した骨格筋ミオシンをチャンバー

に塗布した。余分なミオシンは 1×KMEI バッファー (50 mM KCl, 1 mM EGTA, 1 mM 

MgCl2, 10 mM imidazole-HCl, pH 7.0)で洗い流した。 

上記アクチン重合条件の溶液にアクチンをさらし、アクチン重合を開始した直後に、重

合中のサンプルをチャンバーに入れ、観察を行った。個々のアクチン線維における両端の

重合速度差から重合の早い B 端と遅い P 端の判別を行った。線維長が 10µm ほどになった

段階で、1×KMEI バッファーを添加することにより遊離したアクチンモノマーを除去し、

脱重合を開始した。 

上記サンプルを Ti-2000 (Nikon)、 EMCCD カメラ iXON3(Andor, Oxford instruments)

を使用し観察した。露光時間は 500ms、15 秒間隔に設定し、撮影されているタイミング以

外サンプルに光が当たらないようにした。  

観察したアクチン線維の長さ変化は ImageJおよびそのプラグイン(developed by Jeffrey 

Kuhn (Massachusetts Institute of Technology, USA) )を用いて測定した。重合および脱重

合の平均速度はそれぞれの段階にある線維の 15 秒間隔の長さ変化量から見積もった。 
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2-3 結果 

 アクチン D ループに位置する、42 番目と 46 番目のグリシンをアラニンに変異させた

G42A/G46A 変異体(以下 AA と呼称)の発現を試みた。変異体をコードした組替えウイルス

を昆虫細胞に感染させたところ組換え蛋白質の発現が確認され、変異を導入しない野生型

の組換えβ-アクチン(WT)と同様の方法で精製を行うことができた。得られた精製組換え変

異体アクチンは WT と同様に CBB 染色した SDS-PAGE 像からシングルバンドとして確認

できるほどの純度であった(図 2-2A)。収量は 100mL Culture あたり、タグ付き精製組換え

アクチンの状態で約 0.12 mg(n=6)であり、タグを切断・除去した精製組換えアクチンとし

ての最終収量は WT と同様に元のタグ付き精製組換えアクチンの約 1/3-1/2 であった。 

 導入した二重変異がアクチンサブユニット間の結合に影響を与えていないことを①F-ア

クチンと G-アクチンの間の自由エネルギー差、②アクチン線維の構造の 2 点から確認した。 

 溶液中で F-アクチンと G-アクチンが平衡状態にあるとき、単量体である G アクチンの濃

度はトータルのアクチン濃度に依存しない 40。この単量体濃度のことを臨界濃度と呼び、

F-アクチンと G-アクチンの間の自由エネルギーを直接反映している。本研究では、得られ

た AA 変異体を F-buffer 条件下で重合し、超遠心にかけ、AA 変異体の重合能及び WT と

AA の超遠心後の上清に含まれるアクチンのバンドの電気泳動ゲル上のバンドの濃さを比

較することにより、臨界濃度の比較を行った(図 2-2B)。超遠心は 451000 g、20℃、30 分間

の条件で行った。その結果、WT の上清に含まれるアクチンを 1 とした場合、AA のそれは

0,82(標準偏差 0.07)である(n=4)。 

この結果について、t 検定を行ったところ、誤差が小さいため、この差は有意であると示さ

れた(t=-5.29, df=3, p=0.013)が、大きな差とはいえない。 

 次に WT と同様に AA 変異体を重合させ、そのアクチン線維の構造(層線の位置)を確認し

た結果、その層線の位置はWTと変わらず一般的なアクチンのらせん構造 1,14を示しており、

AA 変異はサブユニット間結合にらせん周期レベルで影響を及ぼさないことが確認された

(図 2-3)。 

 また、WTとAA変異体について、TIRFによる観察を行った。本研究で構築したアクチン

発現・精製法では、多量のアクチンを得ることはできなかったため、精製組換えアクチン

を直接標識するのではなく、Alexa488で標識したα骨格筋アクチン(ニワトリ骨格筋から精

製)を20%加えることで各アクチン線維の伸長を観察した(図2-4A–D)。WTとAA共に、0.3 

µM, 0.5 µM, 0.7 µMの各濃度で10本以上のアクチン線維の長さ変化と遊離アクチンを重合

バッファーによって洗い流した際(そのタイミングを図2-4C,Dに点線で示した。また、洗い

流した後の状態を図2-4E,Fにおいて濃度0としている。)の線維の長さ変化を計測、プロッ

トし(図2-4E,F)、線形回帰した傾きから重合速度を、y切片から脱重合速度を見積もった。 標

識したα-アクチンを20%含んだアクチン線維は一様には光らなかった(図2-4A,B)ことから、

標識されたアクチンは組換えアクチンによって形成された線維に組み込まれにくい可能性

が考えられた。 
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 AA変異体においても、WTと同様にB端ではP端に比べ重合・脱重合の両方が速く起きて

いることを確認した(図2-4C,D)。AA変異体のB端側の重合(7.1 μM−1 s−1)はWT(11.0 μM−1 

s−1)に比べ遅い(図2-4E,F,表1)。このことは、D-ループに導入した変異はアクチンの迅速な

会合に影響を及ぼしていることを示している。B端からの脱重合に関して、AA変異体(0.6 

s−1)はWT(1.8 s−1)の約1/3の速度になっている。このことからD-ループはアクチンの解離に

ついても機能的な役割を果たしていることが示された。B端の脱重合速度の低下により、AA

の臨界濃度(0.09 µM)は、WTのそれ(0.17 µM)に比べ、低くなっていた。TIRFの観察結果か

ら見積もったWTとAAの臨界濃度の比(AA/WT)は0.5 ± 0.2であり、その誤差を考慮すると

重合アッセイにて測定した臨界濃度比(~0.8, 図2-2B )と統計的に異ならない(P > 0.05,正規

分布に従うと仮定)。P端の重合・脱重合に関しては、いずれもWTに比べ遅くなっていた。

P端におけるダイナミクスの測定は、その速度の遅さから難しく、重合については有意差が

認められたものの、脱重合に関してはその差は統計的に有意とは言えなかった。 

以上の TIRF による観察結果をまとめると、D ループのグリシンを変異させることにより、

アクチンの重合および脱重合は遅くなったと示された。 

 また、アクチン線維の切断分解を担うコフィリンのアクチン線維への結合が、変異によ

ってどのような影響を受けるかを評価した。コフィリンの結合は協同的であり、アクチン

線維上でコフィリンのクラスターが形成される 41-44。アクチンとコフィリンのモル比が 1:1

となったところで結合は飽和し、コフィラクチンと呼ばれるコフィリンで飽和したアクチ

ン線維となる 45。 

まず、重合したアクチンに対し、コフィリンを過剰量(9 倍量)加え、コフィラクチン化し

た線維像を電子顕微鏡にて観察した。WT・AA いずれも、アクチン単独の線維に比べらせ

んピッチの短い典型的なコフィラクチンフィラメントの周期 22,45 を示し、変異の導入によ

り現在の解像度で認められるレベルの構造は変わらないことが示された(図 2-5)。 

 各アクチンに対するコフィリンの結合の強さを評価するため、コフィリンをアクチンと

同濃度加え、超遠心を行った。沈殿として現れたコフィリンの量を見積もることで、コフ

ィリンの結合量を評価した(図 2-5)。試行を 3 回行った結果、WT に対するコフィリンの結

合量は平均 1.5 µM である一方 AA に対しては 0.5 µM であった。t 検定により、当該結果

に有意差が認められた(t=4.97, df=4, p=0.008)。変異を導入したことにより、低濃度のコフ

ィリン条件において、コフィリンの結合量が減少していることが示された。 
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図 2-2 AA 変異体アクチンの精製・臨界濃度 

A. 精製後のタグ付きアクチンはシングルバンドとして確認できるほどの純度であった。 

B. 野生型(WT)と変異体(AA)をそれぞれ重合させたサンプルを超遠心にかけることにより、

臨界濃度の比較を行った。両端は分子量マーカーであり、左から野生型(WT)の上清画分

(sup)と沈殿画分(ppt)、変異体(AA)の上清画分(sup)と沈殿画分(ppt)。WT の上清に含まれ

るアクチンを 1 とした場合、AA のそれは 0,82(標準偏差 0.068)であり(n=4)、誤差が小さい

ため有意な差が認められたが、その差は大きくない(t=-5.29, df=3, p=0.013)。 

 

 

  

A B 
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図 2-3 変異アクチンの構造解析 

電子顕微鏡によるアクチン線維の観察・解析。電子顕微鏡にて撮影した像(A)から、アクチ

ン線維を切り出し(B)、バンドパスフィルタをかけたものを C に示した。アクチン線維のら

せん構造の 1 周期であるクロスオーバーリピートを矢印にて示した。D に 18 本のアクチン

フィラメントから得られたフーリエパターンを示した。矢印で示した層線は、AA 変異体ア

クチン線維の右巻き 2 重らせん(37nm)、右巻きの 1 重らせん(5.9nm)、左巻きの 1 重らせ

ん(5.1nm)の周期をそれぞれ表しており、野生型(図 1-4)と同様であった。 
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図 2-4 TIRF によるアクチン線維の重合脱重合直接測定 

A.B アクチン濃度 0.3µM における時間経過像(A:WT, B:AA)。黄色い鏃で B 端を示してい

る。単量体アクチンの重合を開始したタイミングを 0 とした経過時間を各画像の上部に示

し、遊離アクチンの除去を行った時点を”Wash”で示した。 

C.D アクチン各濃度における重合・脱重合時のアクチン線維の長さ変化の代表例を示した

(C: WT, D: AA)。右上の数字はそれぞれアクチン濃度を示し、赤で B 端、青で P 端を示し

ている。遊離アクチンの洗い流しを行い、脱重合を開始させた時点を点線で示した。 

E,F WTおよびAAの線維のB端の重合・脱重合速度をEに、P端の重合・脱重合速度をFに示

した。濃度0は遊離アクチンを重合バッファーによって洗い流した際の線維の長さ変化を元

としている。それぞれWTを黒丸と実線で、AAを白丸と破線で示している。それぞれの値

は各条件で10本以上のアクチン線維の長さ変化を平均して求めた(エラーバーは標準偏差)。 
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 WT Mutant 

 B-end P-end B-end P-end 

k+ (µM−1 s−1) 11.0 ± 0.8 1.1 ± 0.2 7.1 ± 0.6 0.7 ± 0.1 

k− (s−1) 1.8 ± 0.3 0.19 ± 0.08 0.6 ± 0.2 0.13 ± 0.06 

Cc (µM) 0.17 ± 0.03 0.18 ± 0.09 0.09 ± 0.03 0.2 ± 0.1 

N 46 56 52 50 

 

 

表 1 WT・AA の各線維端の重合・脱重合速度および臨界濃度 

 各アクチン濃度における伸長速度を計測し、線形回帰した傾きから重合速度(k+)を、y 切

片から脱重合速度(k−)を見積もった(図 2-4 参照)。臨界濃度(Cc)は同グラフの x 切片から算出

した。各値には標準誤差を示した。計測数を N に示した。 
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図 2-5, 電子顕微鏡によるコフィラクチン構造の解析 

WT(A-D)、AA(E-H)のそれぞれについて、重合後の線維にコフィリンを結合、コフィラク

チン化し、電子顕微鏡で観察を行った。撮影像(A,E)から、線維を切り出し(B,F)、バンドパ

スフィルタをかけたものを C,G に示した。クロスオーバーリピートを矢印にて示した。D

に WT15 本、H に AA16 本から得られたフーリエパターンを示した。矢印で示した層線は、

コフィラクチンの右巻き 2 重らせん、右巻きの 1 重らせん、左巻きの 1 重らせん周期をそ

れぞれ表している。両者に差は認められず、いずれも典型的なコフィラクチン周期を示し

ていた。 
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図 2-6 コフィリン結合アッセイ 

重合させた 2µM アクチンに対し同濃度のコフィリンを結合させ、超遠心することによりア

クチン線維に対するコフィリンの結合量を調べた(A:WT, B:AA, いずれも左レーンが超遠

心後の上清画分(sup)、右レーンが超遠心後の沈殿画分(ppt))。コフィリン分子単独では本遠

心条件において沈殿しないが、アクチン線維に結合した場合、線維と共に沈殿する。 

結果、WT に対するコフィリンの結合量は平均 1.5 µM である一方 AA に対しては 0.5 µM

であった(C)。t 検定により、当該結果に有意差が認められた(t=4.97, df=4, p=0.008)。 
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2-4 考察 

本章では、第１章にて確立した発現系を用いて変異体の作製を試みた。 

D ループに位置する 42 番目と 46 番目のグリシンをアラニンに変異させた変異体 AA ア

クチンは、WT に比べて重合・脱重合速度が低下した。また、アクチンに対し同濃度のコフ

ィリンを加えた際、変異アクチンに対するコフィリンの結合が抑制された。コフィリンは

そのアクチン切断・分解効果により、細胞内のアクチンダイナミクスの加速に重要である

ことは広く知られている 47。以上の結果から、D ループの 2 つのグリシンが、線維の重合・

脱重合速度およびコフィリンとの結合に重要で、この 2 つの現象を通じて、細胞内アクチ

ンダイナミクスの速度を直接制御していることが示された。 

一方で、WT と変異体の臨界濃度に大きな差は認められず(図 2-2B)、線維構造にも違いは

認められなかった(図 2-3)。このことから、モデルで仮定した(図 2-1D)通り、変異はアクチ

ン線維のサブユニット間結合には影響を与えていないと考えられる。また、過剰量のコフ

ィリンを加えた際には AA アクチンは WT と同様にコフィラクチンを形成した。 

筆者は、本研究において変異の導入によりダイナミクスが変化したメカニズムとして、D

ループの conformational freedom の抑制を考える。つまり、変異導入により D ループの

conformational freedom が抑制された結果、重合・脱重合に必要な D ループの構造変化が

遅くなり、コフィリンが結合し辛くなったと考える。 

この仮説は、近年のアクチン線維に対するコフィリンの結合モデル 22,46 と矛盾しない。

近年の結合モデルではアクチンに対するコフィリンの結合には、D ループがアクチン線維

内で隣接するサブユニットから解離することが必要であるとしており、D ループの

conformational freedom が抑制された場合、コフィリンの結合速度は低下すると考えられ

る。それに対し D ループはコフィラクチンの線維中の他の箇所に接触していない 22ことか

ら、線維からのコフィリンの解離速度については変異導入の影響を受けないと考えられる。

つまり全体として、コフィリンの結合は熱力学的に低下する。実際に、本研究において、D

ループに導入した変異によりコフィリンの結合は熱力学的に低下した。 

現在、細胞内のアクチンダイナミクスについてはATPaseの文脈で議論されており 48,49,50、

D ループの寄与については明示されていない。筆者は D ループの 2 つのグリシンが細胞内

のアクチンダイナミクスの速度に強い影響を与えることを示した。 

しかしながら、本研究では 1 つの変異体についての解析に留まり、本変異体によるアク

チン線維ダイナミクスの変化がConformational freedomの抑制によるものであるという仮

説については、実証するまでには至らなかった。この仮説を検証するためには、他の D ル

ープ変異体を作製し、導入した変異の重合・脱重合への影響を解析することが必要である

が、構造変化の自由度がアクチンダイナミクスに影響を与える可能性を示した本研究は、

アクチンの構造動態の理解、conformational freedom の蛋白質機能への影響の理解に寄与

すると信じている。 
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