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研究成果の概要：「ミオシン・スーパーファミリー」の一つである myosinⅥのヒト血液細胞に

おける発現と局在を種々の阻害剤を用いて解析した。単球・マクロファージ、巨核球及び形質

細胞において myosinⅥは Rab8 と complex をつくりゴルジ体から細胞膜やリソソームなどの細

胞内小器官への輸送の関与が示唆された。MYH9 異常症の遺伝子解析で２つの新規の in-frame

欠失変異を発見した。また、３つ目の 20-kDa light chain isoform (MLC-2C)を同定した。MLC-2C

遺伝子導入により Jurkat 細胞は付着性および CD3 の発現強度・陽性率が増加した。 
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１． 研究開始当初の背景 

ミオシンは、ATP の加水分解により得たエ

ネルギーをアクチンとの相互作用によって

運動に変換するモーター蛋白質である。近年、

古典的ミオシン類似のミオシンが、現在まで

に 18 種発見され、「ミオシン・スーパーファ

ミリー」を構成する（古典的ミオシンは II

型ミオシンと呼称されている）（図１参照）。      

これらの非古典的ミオシン(unconventional 

myosin;以下 UCM と略す)は、種を越えて、ま

た、個体のほとんど全ての臓器に広く発現し

ており、II 型ミオシ様、細胞の形態変化、分
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裂、貪食、細胞内輸送、組織浸潤などに関与

することが次第に明らかになっているが、

各々その構造に違いが、細胞機能の特異性や

多様性が現出されることが明らかとなった。

 

図１．ミオシン・スーパーファミリー 

てきた。固型腫瘍の転移、浸潤とのかかわり

が一部報告されるのみで、血液細胞において

UCM の分布や機能の解析研究はまだ始まった

ばかりであるが、アクチンや II 型ミオシン

と同様、UCM も血液細胞の機能に重要な蛋白

あることは疑う余地はない。 

我々は、既に 8年前にヒト臍帯血やリンパ

球には、UCM として I型、V型、VI 型、IX 型、

X 型ミオシンが存在することを確認した

（Kitasato Med 30: 414, 2000）。海外共同

研究者池辺らは、UCM に関して精力的に分子

生物学的解析を行なってきた。endocytosis

や難聴との因果関係がある VI 型ミオシンは

２相性の機能を持ち(JBC 264：5218, 2000)、

さらに聾唖にみられる myosin VI 変異 

(C442Y) は ADP の解離を促進すること(J 

Biol Chem 279: 28844, 2004)を報告してい

る。  

 
２．研究の目的 

このような研究成果を受けて、本助成金を

用いて以下の研究をおこなうことを目的と

した。 

（１） 我々は今回、『正常血液細胞および

血液腫瘍細胞において、UCM あるいは変異を

持つ UCMが、その機能や病態に関わっている』

との【作業仮説―１】をたて、基礎実験を重

ねてきてが、我々は 18 クラスの中で唯一ア

クチンフィラメントをマイナス端方向へ移

動する myosinⅥに注目した。頭部のモーター

ドメインにはリン酸化部位が存在し、モータ

ー活性などへの関与し 頚部ドメインは

myosinⅥがマイナス端方向へ移動する事に

おいて重要な部位であり、またカルモジュリ

ンの結合ドメインでもある、そして尾部ドメ

インには Dab2 及び optineurin などのタンパ

ク質が結合する ことが現在までに報告され

ている。その myosinⅥの血液細胞における機

能を解析するために、我々はリンパ球系、単

球系及び巨核球系など 13 種類の白血病細胞

株について myosinⅥの発現量や細胞内局在

などを RT-PCR、Western blotting、および免

疫染色法を行うことで検討した。また、非分

泌型骨髄腫細胞の myosin VI の分布異常の有

無を検討することにした。 

（２） 次に、遺伝性巨大血小板減少症

(May-Hegglin anomaly など)は II型ミオシン

重鎖 IIA(MHCIIA)の遺伝子異常症（MYH9 異常

症）であると報告された。我々もすでに２家

系で MHCIIA E1841K を確認しているが、ミオ

シン抗体や変異遺伝子導入を用いた実験で、

MHCIIA 変異は ATPase 活性やフィラメント形

成の機能異常をきたすことも証明している

(JBC 264: 5218,1989; JBC 276: 30293, 2001)。

また MHCIIA E1841K mutant myosin が生化学

的に filament 形成異常を呈することも確認

した（ASH, oral 2006；投稿中）。巨大血小

板減少症は日常診療において時々経験され

る。患者の同意を得て、遺伝性巨大血小板減

少症の MHCIIA 異常を解析を継続し、臨床所

見と変異部位の関連性を検討することにし

た。 
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（３） 血液細胞では古典的ミオシンの重

鎖アイソフォーム(MHC-IIA, IIB)のみならず、

我々は、IIA にも２つのアイソフォームがあ

ること（Kitasato Med 30: 414, 2000）、お

よび 20-kDa 軽鎖(MLC-20)にも、少なくとも

２つのアイソフォームがあることを報告し

ていたが(J Smooth Muscle Res 23: 40, 2001)、

さらに第３のアイソフォームの存在を予測

して、クローニングを試みることにした。ま

た、今回、『ミオシン重鎖、軽鎖の血液幹細

胞の分化成熟に対する役割分担が存在する』

という【作業仮説―２】をたてた。これらの

アイソフォームの分子生物学的機能解析も

行うことにした。 

 
３．研究の方法 

（１） 白血病細胞株の培養、分化誘導、 サ

イトカラシン、コルヒチン、BFA 処理、RT-PCR、

共焦点レーザー顕微鏡および電子顕微鏡を

用いた。概要を列記する。 

① 細胞株の培養 

Leukemic cell lines を 10% ( v/v ) fetal 

calf serum ( FCS )、100 units/ml penicillin、

0.1 mg/ml streptomycin を含む RPMI1640 培

地で、37℃、5% CO2下で培養した。 

② 分化誘導、Cytochalasin D 処理、 

Colchicine 処理、Brefeldin A 処理（略） 

③ RT-PCR 

詳細は文献②に記載した。mRNA 発現の相対量

は、コンピュータ上で、パブリックドメイン

ソフトの NIH Image を用いて行った。( U. S. 

National Institutes of Health が開発。

Internet を介して http://rsb.info.nih. 

gov/nih-image/から入手できる。) 

④ 免疫染色 

スライドグラスなどに付着させた細胞を 15 

分間程 4 %ホルムアルデヒド処理を行い固定

させた後、0.1 % Triton X - 100 を用いて

permeabilization ( 10 min )を行った。3 % 

BSA を用いてブロッキング ( 1 hr、室温 ) を

行い、1次抗体を滴下し 4℃、オーバーナイ

ト反応させた。そして、2次抗体を滴下し 2 ~ 

3 hr、室温で反応させた後、mount 液で封入

し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 

（２）  MYH9 異常症は、北里大学病院を紹

介受診した患者で、遺伝性血小板減少症を疑

い、しかも、末梢血塗末標本で好中球の封入

体がみられる患者群を選択した。中には、腎

障害や感音性難聴、白内障などの随伴症状を

有する症例もあった。患者より文書で同意を

得たのち、末梢血より単核球を分離し、mRNA

を抽出し、既報の方法（論文２）に従い

myosinVI の重鎖の塩基配列を決定した。 

（３）  MLC-2C のクローニングは、既報(J 

smooth Muscle Res 37:25-38, 2001)に従っ

た。MLC-2A,-2B,-2C の遺伝子構造は、

computer search(NCBI)を用いて解析した。 

 
４．研究成果 

（１）血液細胞における myosinVI の発現 

① 各細胞株における myosinⅥの mRNA 発現

量 (図２) 

13 種の白血病細胞株について、myosinⅥの

mRNA 発現量を RT-PCR を用いて検討した。リ

ンパ系細胞 ( Jurkat、U266 )、赤芽球系細

胞 ( K562、HEL )、単球・マクロファージ系

細胞 ( THP-1、A-THP-1、U937 )、巨核球系

細胞 ( Meg-01 )において発現していた。 

 

図２ 細胞株における myosinⅥ mRNA 発現量 

http://rsb.info.nih.%E3%80%80gov/nih-image/
http://rsb.info.nih.%E3%80%80gov/nih-image/
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② HL60、CMK、Meg-01 における TPA 処理前

後の mRNA 及びタンパク質の発現量の変化 

 [ HL60 ] mRNA 及びタンパク質レベルにおい

て TPA 未処理では myosinⅥは発現していな

いが、TPA 処理をしたことで、時間及び濃度

依存性に mRNA の発現量が増加し、また時間

依存性にタンパク質の発現量が増加した。

[ CMK ] 、[ Meg-01 ]は略。 

③ TPA 処理前後の HL60、CMK、Meg-01 及び

U266 における myosinⅥの局在の変化  

 [ HL60 ] TPA 処理をすることで顆粒状に染

色され、また核周辺が特に強く染色されて

いた。 [ U266 ] 核の周辺が特に強く染色

されていた。 [ CMK ] 、 [ Meg-01 ] は

略。 

④ TPA 処理をした HL60、CMK、Meg-01 及び

U266 における myosinⅥと GM130 及び Rab8 の

局在  

TPA 処理をした HL60、CMK、Meg-01、及び U266

全てにおいて、共免疫染色により myosin VI

とシスゴルジ区画に結合するゴルジマトリ

ックスタンパクである GM130 及びトランスゴ

ルジネットワーク( TGN )から細胞膜への輸

送に関与する small G タンパクである Rab8

との局在を検討したところ、myosinⅥと

GM130 とは共存しないが、Rab8 とは大部分が

共存していた。 

⑤ HL60 (TPA 5days)における Cytochalasin 

D 処理前後の myosinⅥ及び Rab8 の局在の変

化 

Cytochalasin Dはアクチンフィラメントの

重合を阻害する試薬である。HL60 ( TPA 

5day ) において Cytochalasin D ( 2μM ) を

用いて 60 min 処理をした。処理前は myosinⅥ

が細胞質と核の周辺が顆粒状に染色されて

いたが、処理後は核の周辺及び細胞質辺縁部

が染色された。また、処理後も myosinⅥと

Rab8 は共存していた。 

⑥ HL60 ( TPA 5day ) における Colchicine

処理前後の myosinⅥ及び Rab8 の局在の変化 

Colchicine は微小管の重合を阻害する試

薬である。HL60 ( TPA 5day )において

Colchicine ( 10μg / ml ) を用いて 60min

処理をした。処理前は myosinⅥが細胞質と核

の周辺が顆粒状に染色されていたが、処理後

は主に核に近接した部位が染色され

myosinⅥと Rab8 は共存していた。 

⑦ HL60 ( TPA 3day ) における BFA 処理前

後の myosinⅥと GM130 及び Rab8 の局在の変

化  

抗生物質である Brefeldin A ( BFA ) はゴ

ルジ体を崩壊させ、トランスゴルジ、中間層、

シスゴルジを小胞体へ逆輸送し、またトラン

スゴルジネットワーク( TGN ) を中心体へ逆

輸送する事が報告されている。BFA 処理前は

myosinⅥと Rab8 は細胞質全体、特に核の周

辺を顆粒状に染色しているが、BFA 処理を施

すことによって核の周辺が染色され、また細

胞質が細かい点状に染色されていた。 

⑧ Brefeldin A ( BFA ) 処理前後の

myosinⅥ及び Rab8 の局在の変化 

Brefeldin A ( BFA )は、ゴルジ体を崩壊さ

せる試薬であり、BFA ( 2.5μg/ml )を用い

て 12 hr インキュベーションした事により、

GM130( cis Golgi )が崩壊されていた。同じ

条件でBFA処理をした事でmyosinⅥは細胞質

に細かい点状に、また核の周辺に存在した。 

⑨ 非分泌型形質細胞系細胞株における

myosinⅥ及び GM130 と Rab8 の局在  

非分泌型骨髄腫細胞株( p3/NSI/1-Ag4-1 )

は抗体を合成するが分泌しない細胞株であ

る。その細胞株において免疫染色を行ったと

ころ、myosinⅥは核に近接した部位のみを強

く染色し、また Rab8 は細胞質を瀰漫性に薄

く染色し、myosinⅥとは共存はしていなかっ

た。 
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⑩ Myosin VI の KO mouse 

Myosin VI の KO mouse の造血器分化機能を

解析した。KO mouse においては、WT に比較

し、赤芽球系、巨核球系の比率、分化の差異

はみられなかった。しかし、骨髄球系・単球

マクロファージ系においては、KO mouse にお

いて、明らかな異形成が見られた。機能異常

を伴うか否かについては、今後の課題とした。 

 

（２）MYH9 異常症７症例の遺伝子解析 

症例１～３： E1841K変異症例の1家系。

母と二人の娘の末梢血塗沫標本を抗ミオシ

ン抗体にて免疫蛍光染色したところ、ほとん

どの好中球に 1~2個の大型の細胞質封入体が

強く染色された。また、同時にアクチン線維

を phalloidin 染色で、その封入体の中心部

分が染まった。症例４：R1165C 変異を認めた。

症例５：D1424N 変異を認めた。症例 6,7 の詳

細は、文献①に報告している。 

 

（３）平滑筋型 20-kDa MLC のクローニング 

  我々は新たに３番目の 20-kDa MLC をク

ローニングしMLC-2Cと命名した。このMLC-2C

は chicken gizzard 平滑筋に最も homology

があり、単球・マクロファージ系細胞株およ

びTPA処理HL60に発現をみた。3つのisoform

は別の遺伝子で cord されていることも判明

した。（図３） 

 

図３ MLC-2A,-2B, -2C の遺伝子構造 

MLC-2C は、平滑筋 myosin と homology が強

く、Jurkat 細胞(ATL cell line)に発現をみ

ない。そこで、MLC-2C gene を Jurkat 細胞に

transfection し、wild type と形態、付着性

および表面形質の差異を比較した。MLC-2C 導

入 Jurkat 細胞は表面抗原である CD3 の発現

陽性率が増加した。考察の詳細は、既報（論

文②）に記載している。MLC-2C が血液細胞に

おける機能解析を今後発展させていきたい。 
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