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研究成果の概要： 
本研究では動・植物細胞における膜輸送の駆動力であるミオシンの分子機能を、分子生物学

およびライブイメージングの手法を用い解析した。 
動物において、分子内折りたたみ構造形成能を阻害した変異ミオシン Vb を HeLa 細胞で発現

させることによって、膜交通制御における折りたたみ構造の役割を明らかにした。 
植物において、全植物ミオシンのクローニングと発現に成功した。ミオシンメンバー間での

広範な機能分担が明らかとなり、植物独自のユニークな輸送制御システムを示した。 
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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・細胞生物学 
キーワード：細胞骨格・運動 
 
１．研究開始当初の背景 
 真核生物の膜交通は、非常に複雑かつ高度
に制御されたシステムである。近年、多種多
様なモータータンパク質が方向性を持った
能動的駆動力としてのみならず、交通網の維
持や制御に深く関与していることが明らか
になりつつある。しかしながら、モーターが
持つ分子レベルでの運動機能がどのような
仕組みで細胞レベルでの複雑な膜選別機構
を制御しているかに関してはほとんど明ら
かになっていない。 
 

２．研究の目的 
(1) 細胞辺縁の膜交通における、ミオシン Vb
の分子内構造変化による制御機構。 
ミオシン Vは主に細胞内の小胞輸送に関与

し、複雑なメンブレントラフィックにおける
能動的輸送の一端を担っている。細胞内での
複雑な輸送を担うためには高度な運動制御
機構が存在するはずである。しかしながらそ
のメカニズムに関してはほとんど明らかに
なっていない。近年、In vitroでの解析より、
モータードメインと球状尾部が結合するこ
とによる折りたたみ構造が観察されている。



この構造状態の変化が細胞内での制御に関
与する可能性が示唆されている。しかしなが
ら、その実例は現在のところ発見されていな
い。一方、コイルドコイル形成領域（ストー
ク）の一部を削除すると折りたたみ構造の形
成が阻害されることから、折りたたみ構造形
成にストークの長さが重要であることが報
告されている。 
ミオシン Vb は、トランスフェリンレセプ

ターを含む小胞に結合し、トランスフェリン
のリサイクリング過程における細胞辺縁で
のエンドサイトーシス経路に関与している。
通常ミオシン Vb が運搬する小胞は、細胞内
全域、特に核周辺に分布している。本研究で
は、ストーク長を短くし、折りたたみ構造形
成能を阻害した変異ミオシン Vbを HeLa 細胞
で発現させることによって、膜交通制御にお
ける折りたたみ構造の役割を明らかにしよ
うと試みた。 

 
(2) ミオシンによる植物特異的膜交通制御
機構の解析。 

植物細胞で明らかになりつつある複雑な
膜交通や、細胞小器官特異的な運動の制御に
は、モータータンパク質の介在が不可欠であ
る。微小管をメインレールとし、多種多様な
モーターが関与している動物細胞に対し、植
物細胞ではアクチンフィラメントがメイン
レールとなっている。ところが関与するモー
ターは植物特異的ミオシン VIII と XI の 2ク
ラスのみである。ただ、両者とも多数のメン
バーを擁しており、ミオシン VIII において 4
メンバー、ミオシン XI に至っては 13 のメン
バーが存在する（シロイヌナズナ）。メンバ
ー毎の運動や制御機能の多様性が、植物の膜
交通を制御している可能性が考えられる。植
物特異的なミオシンによるユニークな輸送
システムを、分子から細胞レベルまで解析す
ることにより、真核生物に共通するモーター
輸送の基本原理を抽出する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞辺縁の膜交通における、ミオシン Vb
の分子内構造変化による制御機構。 
①ヒトミオシンVbの全長cDNAは、かずさDNA
研究所より取り寄せた。この cDNA を元に、
カーゴ結合ドメインやモータードメインを
欠如したもの、及びストークを短縮した変異
ミオシン Vb を作製した。 
②細胞内イメージングのために、ミオシン運
動能に影響がないとされる N末端に GFP を融
合した。GFP-ミオシン Vb および truncated
変異体を Hela 細胞で一過的に発現させた。
その局在や運動を、ニポウディスクによる高
速型共焦点顕微鏡で観察した。 
③ミオシン Vb はトランスフェリンレセプタ
ーを介した、トランスフェリンのリサイクリ

ングに関与している。変異ミオシン Vb がこ
のリサイクリングに及ぼす影響を、パルスチ
ェイス法によって解析した。具体的にはミオ
シン Vb や変異体を発現する細胞内に(Alexa 
Fluor 594)-transferrinを一過的に取り込ま
せ、その後のリサイクリング過程を追跡した。 
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(2) ミオシンによる植物特異的膜交通制御
機構の解析。 
①植物ミオシン全長のクローニング。 

シロイヌナズナで発現するミオシンメン
バー全 17 種の“完全長 cDNA クローニング”
を行った。結果、いくつかのミオシンメンバ
ーにおいて、データベースの予測配列とは異
なった配列を持つものが明らかとなった。細
胞内イメージングのため、ミオシンの運動に
影響がないとされる N末端に GFP を融合した。 
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②シロイヌナズナプロトプラストで
GFP-myosin を一過的に発現させ、局在や運動
を可視化した。また、RFP 系の蛍光タンパク
質を融合した各種のオルガネラマーカーと
の共発現を行い、ミオシンが結合しているオ
ルガネラの同定を試みた。 
③植物体内での機能を同定するため、ミオシ
ンを発現する形質転換植物（シロイヌナズ
ナ）を作製した。 
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４．研究成果 
(1) 細胞辺縁の膜交通における、ミオシン Vb
の分子内構造変化による制御機構。 
ストークを短くした変異ミオシン Vb を発

現させたところ、糸状仮足内部あるいはその
基部に蓄積することが明らかとなった。また、
トランスフェリンレセプターとの二重染色
の結果、変異ミオシン Vb は積荷である小胞
を結合したまま蓄積することが示された。蛍
光性トランスフェリンを用いた一過的取り
込み実験から、変異ミオシン Vb を発現する
細胞では、糸状仮足周辺でのトランスフェリ
ンの排出が阻害されていることが明らかと
なった。以上の結果より、ミオシン Vb の折
りたたみ構造は、細胞辺縁の最終的なエンド
サイトーシス経路において、小胞を適切な場
所で“手放す”ための制御に関与しているこ
とが示された。 
 
図 ミオシン Vb（上：緑）とストーク短縮変異体(下：

緑)の局在。赤はトランスフェリンレセプター。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ミオシンによる植物特異的膜交通制機
構の解析。 

膜交通におけるメンバー個々の機能を同
定するためには、全長の発現による局在や運
動の詳細な解析が不可欠である。今回シロイ
ヌナズナから、全 17 ミオシンメンバー全長
のクローニングに成功した。ミオシンの運動
機能に影響がないとされる N末端に蛍光タン
パク質を導入し、シロイヌナズナのプロトプ
ラストにおいて一過的発現を行った。ライブ
イメージングの結果、メンバー依存的に形状
やサイズの異なる細胞小器官に局在し、固有
の運動を行っていることが明らとなった。ま
た、オルガネラマーカーとの共発現において、
一部メンバーが TGNに局在することが分かっ
た。ミオシンメンバー間での広範な機能分担
を示す結果が得られたことで、膜交通におけ
る植物独自のユニークな制御システムの存
在が示唆された。 
 
図 植物ミオシンの様々な細胞内局在 
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