
千葉大学・大学院理学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)（一般）

2023～2020

アクチン繊維を極性揃えて配向させる植物ミオシンの新規機能の解明

Elucidation of a Novel Function of Plant Myosin in Orienting Actin Filaments 
with Polarity

５０３０２５２６研究者番号：

伊藤　光二（Ito, Kohji）

研究期間：

２０Ｋ０６５８３

年 月 日現在  ６   ５ １７

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：植物細胞は細胞内の物質拡散のため、原形質流動と呼ばれる「一方向性の細胞内の流
れ」が起きている。原形質流動発生には、アクチン繊維が束化し、さらに一定の極性をもって配向することが鍵
となる。最近の研究から、ミオシンXIとアクチン繊維との相互作用によって極性が揃ったアクチン繊維の束が自
律的に形成されることが示唆されているが、その分子機構は不明であった。本研究により、1. ミオシンXIのN末
端がアクチン繊維を束化する、2. アクチン繊維を一方向性に曲げることにより、極性を揃えたアクチン繊維束
を形成する、との2つの方法で植物内でミオシンXIが極性の揃ったアクチン繊維束を形成することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Plant cells exhibit a "unidirectional intracellular flow" called cytoplasmic
 streaming to facilitate the diffusion of substances within the cell. The occurrence of cytoplasmic 
streaming is crucially dependent on the bundling of actin filaments and their alignment with a 
specific polarity. Recent studies have suggested that the interaction between myosin XI and actin 
filaments leads to the autonomous formation of bundles of actin filaments with aligned polarity, 
though the molecular mechanism behind this process remains unknown. This study has clarified that 
myosin XI forms bundles of actin filaments with aligned polarity within plant cells through two 
mechanisms: 1) the N-terminus of myosin XI bundles actin filaments, and 2) it bends actin filaments 
in a unidirectional manner to form actin filament bundles with aligned polarity.

研究分野： 生物物理学、植物生理学

キーワード： ミオシン　分子モーター　アクチン　シロイヌナズナ　原形質流動　植物生理学　アクティブマター
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物細胞内では、原形質流動と呼ばれる一方向性の流動が起きている。原形質流動は250年前に発見されていた
が、どのような分子機構により流動が一方向性となるかは謎であった。本研究により、一方向性の流動には2つ
の分子機構が関わっていることが明らかになった。また、この2つの分子機構にかかわるミオシンXIの特異的な
領域も明らかにした。どちらもミオシンXIとアクチン繊維の相互作用のみより誘起されるのが興味深い。本研究
の成果は植物生理学のみならず、自律的構築を駆動するアクティブマターの分野においても意義のあるものであ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物細胞には原形質流動と呼ばれている「一方向性の細胞内の流れ」があり，これにより細
胞内の物質拡散が促進されている。原形質流動発生には，アクチン繊維が束化して、さらに
一定の極性をもって配向することが鍵となる(図 1)。植物細胞のほとんどは液胞で占められ，
細胞膜近傍のわずかな細胞質領域にアクチン繊維が一方向性の極性をもって並んでおり，
小胞体に結合したミオシン XI が，一方向性に並んだアクチン繊維の上を動くので，「一方
向性の細胞内の流れ」が生じている。植物細胞を用いた薬理実験や遺伝子欠失実験から、原
形質流動装置における一方向性に極性を揃えて束化したアクチン繊維はミオシンXIとアク
チン繊維との相互作用によって自律的に形成されることが示唆されている(図 2)。しかし，
タンパク質レベルでの実験が全く行われていないこともあり，その詳細な機構は不明であ
った。 

 
 
 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は，代表者が最近，in vitro の実験系により発見したシロイヌナズナのミオシン XI-
2 モータードメイン（At XI-2 MD）および、シャジクモのミオシン XI-4 モータードメイン（CbXI-
4 MD）によるアクチン繊維の束化機構および極性揃えた配向機構の分子レベルでの解明である。 
 
３．研究の方法 
(1) ミオシン XI の N 末端サブドメインによるアクチン繊維の束化機構：At XI-2 MD による
アクチン繊維の束化機構 
シロイヌナズナのミオシン XI-2 モータードメイン（At XI-2 MD）はアクチン繊維の束化能が顕
著である(図 3)。一方、これと良く似たアミノ酸配列をもつシャジクモのミオシン XI モーター
ドメイン（Cc XI MD）はアクチン繊維の束化能がほとんどない。この 2 つのミオシン XI MD の
間で、様々な領域において分子生物学的手法により領
域を置換した「キメラミオシン MD」を作製する。次
に、作製したキメラミオシンを昆虫培養細胞で発現さ
せ、精製する。精製したキメラミオシン MD を用いて
アクチン繊維束化能を測定する。束化能の測定には、
低速遠心によるアクチン繊維との共沈実験および二色
の別の蛍光色素で標識したアクチン繊維を用いた蛍光
顕微鏡観察の二通りの方法で行う。作製した様々な領
域におけるキメラミオシン MD のアクチン束化能の逆
転を指標としてアクチン繊維の束化活性をもつ領域を
絞り込む。 
 
(2) アクチン繊維を一方向性に曲げることにより、極性を揃えたアクチン繊維束を形成するキ
ッ機構：CbXI-4 MD によるアクチン繊維の極性を揃えた束化機構 
シャジクモのミオシン XI-4 MD（CbXI-4 MD）は反時計回転⽅向にアクチン繊維を動
かす。そして反時計回転⽅向に運動するア
クチン繊維同⼠の相互作⽤により極性が揃
ったリング束が形成される。つまり、CbXI-
4 MD のアクチン繊維を反時計回転⽅向に
運動させる活性により極性が揃ったアクチ
ン繊維束が形成されると考えられる。そこ
で、CbXI-4 MD のアクチン繊維の反時計回
転⽅向運動活性がどのアミノ酸領域にある
か同定を試みることにした。CbXI-4 のホモ



ログでアミノ酸配列が良く似ている CbXI-3 はアクチン繊維の反時計回転⽅向運動活性
がない。そこで、この 2 つのミオシン XI MD の間で、様々な領域において、分⼦⽣物
学的⼿法により領域を置換した「キメラミオシン MD」を作製する。次に、作製したキ
メラミオシンを昆⾍培養細胞で発現させ、精製する。精製したキメラミオシン MD を
⽤いての反時計回転⽅向運動活性を in vitro 運動アッセイにより測定する。作製した
様々な領域におけるキメラミオシン MD の反時計回転⽅向運動活性の逆転を指標とし
て反時計回転⽅向運動活性領域を絞り込む。 
 
 
４．研究成果 
(1) ミオシン XI の N 末端サブドメインによるアクチン繊維の束化機構：At XI-2 MD による
アクチン繊維の束化機構 
At XI-2 MD と Cc XI MD の間での分子生物学的手法を用いてサブドメイン置換したキメラミオ
シン解析により、At XI-2 MD によるアクチン繊維の束化能は N 末端サブドメインであるアミ
ノ酸 1-185 領域に存在することが明らかになった。ミオシンの MD は Upper 50kD、Lower 
50kD、Converter、N 末端の 4 つのサブドメインから構成されている。このうち、N 末端サブ
ドメインはミオシン間におけるアミノ酸の保存性が低い。つまり、N 末端サブドメインの多様性
は高い。この多様性の高さが At XI-2 MD と Cc XI MD の間のミオシン機能の多様性を担って
いると考えられる。 

次に N 末端サブドメインに存在するアクチン繊維束化能の絞り込みを行った。まず、X 線結
晶構造から明らかになった At XI-2 MD の構造を元に、N 末端サブドメインの構造を前半と後
半に二分し、それぞれについてキメラミオシン MD を作製し、アクチン繊維束化能が逆転する
かどうか検証した。その結果、N 末端サブドメインの後半領域である At XI-2 のアミノ酸 121-
185 領域にアクチン繊維の束化能があ
ることが明らかになった。さらに、At 
XI-2 MD の X 線結晶構造を基に、この
結合領域とアクチンとの結合を in silico
で解析したところ、この領域とアクチン
はぴったりと結合することが分かった
(図 5)。すなわち、At XI-2 の N 末端サ
ブドメインのアミノ酸 121-185 領域は
新規アクチン結合領域として機能し、こ
れによりアクチン繊維の束化を引き起
こすことが示唆された。 

 
(2) アクチン繊維を一方向性に曲げることにより、極性を揃えたアクチン繊維束を形成するキ
ッ機構：CbXI-4 MD によるアクチン繊維の極性を揃えた束化機構 
CbXI-4 MD と CbXI-3 MD の間で分⼦⽣物学的⼿法を⽤いてサブドメイン置換したキメ
ラミオシン解析により、CbXI-4 MD によるアクチン繊維の極性を揃えた束化機構は
Upper 50kD と Lower 50kD サブドメイン領域にあることがわかった。Upper 50kD と Lower 
50kD サブドメイン領域には Loop2、Loop3、Loop4、CM loop、HTH loop の 5 つのアク
チン結合領域がある。これらのいずれかにアクチン繊維の反時計回転⽅向運動活性があ
ると考え、CbXI-4 MD と CbXI-3 MD の間でこれらの 5 つのループの置換実験を⾏い、
反時計回転⽅向運動活性が逆転するかどうかを in vitro 運動アッセイで解析した。その
結果、CbXI-4 の CM loop および HTH loop にアクチン繊維の反時計回転⽅向運動活性が
あることが明らかになった。 

CbXI-4 MD と CbXI-3 MD の CM loop および HTH loop それぞれについて、CcXI(7kch)
ベースのホモロジーモデリングによりアクチンとの結合を in silico で解析したところ、
アクチン繊維の反時計回転⽅向運動活性
が著しい CbXI-4 MD は、反時計回転⽅向
運動活性がほとんどない CbXI-3 MD と⽐
べて、アクチンとの結合⼒が弱いことが予
想された(図 6)。次に CbXI-3 MD の CM loop
および HTH loop をアクチンとの結合が弱
くなるように遺伝⼦改変したところ、
CbXI-3 MD によるアクチン繊維の反時計
回転⽅向運動活性が有意に上昇した。この
ことから、アクチン繊維の反時計回転⽅向
運動活性とこの活性によるアクチン繊維
の極性を揃えた束化は CM loop および
HTH loop とアクチンとの結合⼒が弱いこ
とにより引き起こされることが⽰唆され
た。 
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