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SUMMARY 

The motility of Amoeba proteus is well known to depend on the actomyosin system. Although the distribution of 

actin has been reported based on immunofluorescence microscopy, no report on actin bundles describes microinjection of 

fluorescently labeled actin, and electron microscopy. In this report, we describe actin bundles in pseudopods of Amoeba 

proteus using an improved method of fixation. Amoebae were attached to a coverslip and quickly sunk in -85°C metha-

nol for 30 s; then they were transferred to 3.7% formalin in PEM (20 mM PIPES buffer, pH 7.0, 2 mM EGTA and 2 mM 

MgCl2). Actin was stained with fluorescently labeled phalloidin. In some pseudopods, bundles of actin filaments oriented 

parallel to the extending axis of the pseudopod were observed. This finding is expected to provide a new viewpoint on 

the mechanism of amoeboid movement. Especially, we will discuss the mechanism of the movement of plasmalemma 

along with the pseudopod movement. 

 

[目的] Amoeba proteus の運動はアクトミオシン系に

より駆動されている。アクチンの細胞内分布はこれ

まで、蛍光染色法、蛍光標識アクチンの顕微注射、

電子顕微鏡などにより報告されているが、アクチン

繊維束の存在に関する報告はない。一方、Amoeba 圧

縮モデルや細胞質粗抽出液中ではアクチン繊維束が

観察され、アクチン束化因子の存在が示唆されてい

た。したがって、我々は本来 Amoeba proteus 内には

アクチン繊維束が存在するのではないか、観察され

ていないのは固定による破壊が生じているためでは

ないかと考えるに至った。そこで、固定法の改良を

試みた結果、アクチン繊維束の存在を示すことがで

きたので報告する。 

 

[方法] Amoeba proteus を親水処理したカバーグラス

に載せ、5 分間放置する。この間に Amoeba は仮足

を伸ばし活発な運動を行うようになる。余分の培養

液を捨て、1 分間置くと、Amoeba は運動を続け、扁

平になる。-85˚C の冷却したメタノールに 30 秒間浸

漬した後、3.7% formalin in PEM (20 mM PIPES buffer, 

pH 7.0, 2 mM EGTA and 2 mM MgCl2) に移す。30 分.

放置した後、rhodamin-phalloidin あるいは Alexa 596-

phalloidin で染色し観察した。  

 

[結果] いくつかの仮足の中に、アクチン繊維束と思

われる太いアクチン繊維が観察された。アクチン繊

維束は仮足内に１－５本程度観察され、いずれも仮

足の伸長方向に平行に配置していた。Amoeba proteus 

ではアクチン繊維が細胞膜に結合していることが知

られている。したがって、細胞膜に仮足の伸長方向

ノパイル（Echinosphaerium akamae)、アーケプラス

チダ（Chlorogonium euchlorum, C. capillatum)、オピ

ストコンタ（Pichia capsulata）である。これらの細

胞を -20˚C で冷凍して殺した後、均一に分散させ E. 

aediculatus  細胞の入ったシャーレに入れた。する

と、すべての繊毛虫が忌避反応活性を示した。ま

た、それ以外では無色ユーグレナ類 Peranema 

trichophorum と太陽虫類 Echinosphaerium akamae が 

E. aediculatus に対する弱い忌避反応を誘導した。そ

の他の原生生物は、忌避反応は引き起こさなかった

が、反対に E. aediculatus が死骸に集合し、それを摂

食する行動が誘発された。 

さらに、E. aediculatus に対する忌避反応のシャー

レ底面における拡散速度を測定した。E. aediculatus 

の死骸によって形成される「窓」は、時間とともに

拡大するので、「窓」のサイズを測定し、経過時間

との関係を調べたところ、「窓」の半径の二乗が経

過時間に比例して増加することがわかった。これよ

り、３次元の物質拡散を仮定した場合の拡散定数を

求めたところ、1.48 × 10-4 cm2 s-1 であった。これは、

自由水の拡散定数の 10 倍近く大きな数値であり、E. 

aediculatus の忌避反応の広がり速度は、死骸から滲

出する忌避物質の単純な拡散では説明のできない現

象であることが示された。 
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SUMMARY 

Morphological events during encystment of Colpoda cucullus were studied. Some mitochondria were frag-

mented within 1 hr after onset of encystment induction. Thereafter, they were surrounded by membranes to form auto-

phagosomes. In 1–2 hr, a mucus-like material was synthesized in the vacuoles (mucocyst) in the cytoplasm and the mu-

cus masses were expelled to an extracellular space. Thereby, the cell was enveloped in a thin mucus layer. In 2–3 hr, the 

cells were rounded up; then surrounded by the outermost cyst wall layer (ectocyst), which is possibly derived from pelli-

cle membranes.  Chromatin granules  were extruded from the macronucleus,  and subsequently digested in auto-

phagosomes. Ectocyst formation was followed by the formation of a second layer (endocyst) by the excretion of tolu-

idine blue-stained substance (TBS) between the ectocyst and plasma membrane. The endocyst layers were formed peri-

odically for several days. Finally, the cells were surrounded by a thin layer of mucus envelope, an ectocyst layer, and 

several layers of endocysts. The mitochondria activity was stopped at 7–15 hr after the onset of encystment induction. In 

the final step of cyst maturation (7 days), the mitochondria were surrounded by electron-lucent materials, all ciliary and 

kinetosomal structures disappeared, and electron-lucent granules were accumulated in the respective central regions of 

cells.        

と平行ににしわがあり、その直下のアクチンが繊維

状に見えている可能性も考えられた。そこで固定後

の Amoeba を蛍光標識 ConA で染色し観察した。そ

の結果、細胞膜にはしわが生じているものの、その

方向はランダムで仮足伸長方向に平行なしわはでき

ていないことが判明した。また、染色後の Amoeba 

をカバーグラスからはがして集め、破砕して観察し

たところアクチン繊維束様の構造が観察された。  

-20˚C のメタノールで固定した場合は、アクチン繊維

束様の構造は観察されなかった。以上の結果から、

我々は Amoeba proteus 内にはアクチン繊維束が存在

する、と結論した。  
 
[考察] -85˚C という低温で急速凍結することによ

り、Amoeba 仮足内にアクチン繊維束を観察すること

ができた Amoeba proteus 内のアクチン繊維束の報告

はこれが始めてである。これまでの固定法ではアク

チン繊維束が壊れていたと考えられる。しかし、現

在の方法を用いても必ずしもすべての細胞でアクチ

ン繊維束が観察されるとは限らず、またその数も一

定ではない。したがって、まだ固定法の改良の余地

があるものと思われる。メタノール固定後のホルマ

リン処理の条件も検討する必要があるだろう。 

 ところで、我々は仮足伸長時の細胞膜の動きにつ

いて調べており、その結果は前回の大会で報告し

た。仮足伸長時には細胞膜も前方に動くことを示し

た。その際、非常に興味深いことに、細胞膜は前方

に動くが細胞内のゲル層は基質に対して静止してい

ることが判明した。このことは細胞膜とゲル層の間

にずれが生じていることを示唆している。Amoeba 細

胞膜にはアクチン繊維が結合していることが知られ

ているが、このアクチン繊維がゲル層の一部である

とするとこれらの運動は理解できない。我々は今回

見出したアクチン繊維束が細胞膜とゲル層のずれに

関わっているのではないかと考えている。細胞膜と

ゲル層の間にアクチン繊維束が存在し、細胞膜結合

アクチン繊維との間ですべりが生じているのではな

いだろうか。アクチン繊維束の存在場所の詳細を明

らかにすることが重要である。また、すべりを生じ

させているモータータンパク質の検証も今後の課題

である。 


