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研究成果の概要（和文）：種々の細胞運動を担っているミオシン運動につき、「裸の状態」のア

クチン繊維上を滑走するのと、「様々なアクチン結合タンパク質が結合したアクチン繊維上」を

滑走するので違いはあるか？という疑問のもと、ミオシン滑り運動解析を行った。脳特異的な

アクチン結合タンパク質であるドレブリンがミオシンＶに及ぼす影響を調べたところ、ミオシ

ン Vは、ドレブリンを結合させたアクチン線維上を、裸のアクチン線維と同じ滑り速度で滑走

したが、結合してから遊離するまでの走行距離＆時間は短かった。ドレブリンは、ミオシン前

足頭部のアクチンへの結合を抑制したが、後足頭部の ADP 遊離には影響を与えなかった。以上

の結果は、ドレブリンで飽和したアクチン線維上では、ミオシン Vのアクチンへの結合親和性

が低下し、その結果ミオシン滑り運動が阻害されていると示唆される。ドレブリンは神経成長

円錐の辺縁部と中心部の境界の静的なアクチン線維上に局在しているが、このアクチンレール

がミオシン活性を阻害することによってこのような振る舞いをしている可能性が高いものと思

われる。 

 
研究成果の概要（英文）：To examine whether or not brain-specific actin binding protein 
drebrin affects the activity of myosin-V, we observed the sliding of myosin-V on F-actin 
in the presence or absence of drebrin.  We found that myosin-V slides on drebrin-decorated 
F-actin as fast as “naked” F-actin, whereas sliding distance and attachment time were 
smaller in the presence of drebrin than that in the absence of drebrin.  Drebrin inhibits 
the binding of leading head to F-actin, but does not inhibit the release of ADP from 
trailing head.  These results suggest that drebrin modulates the affinity of myosin-V 
to F-actin, thus inhibits the activity of myosin-V, and affects the motility of the central 
zone of nerve cell growth cones. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
(1) 過去 20 年間、我々の研究室をふくめた国

内外で、種々のアクチン結合蛋白質の発
見・解析が集中的に行われた（Ishikawa R 
et al (1991) J. Biol. Chem. 266, 
21784-21790; Ishikawa R et al, (1998) 
J. Biol. Chem. 273, 26991-26997; 
Ishikawa R et al, (2003) J. Neurochem. 
87, 676-685）。その結果、「アクチン分子
単独では、単量体である G-アクチンと、
それが重合した線維状のF-アクチンの二
種類の形態しか取れない。これにアクチ
ン結合蛋白質が結合してはじめて、束構
造、網目構造、凝集構造といった高次構
造が形成される」という事が明らかにさ
れた。 

 
(2) また近年、GFP 融合蛋白質による生態観

察技術が急速に進展し、アクチン結合蛋
白質動態の解析が可能になった。これら
の解析により、それぞれのアクチン高次
構造複合体を構成する主要なアクチン結
合蛋白質は出そろった感があった。たと
えばフィロポディアではファシン、スト
レスファイバーではミオシン II とトロ
ポミオシン・カルデスモン、接着斑では
αアクチニン、ラメリポディアでは
Arp2/3 などである。 

 
(3) 一方、モーター部位が従来のミオシン（ミ

オシン II）と同じで、他の部分の構造が
全く異なる種々のミオシンが見つかり、
ほ乳類細胞ではミオシン I、ミオシン II、
ミオシン V、ミオシン X 等が主に発現す
ることが判って来た。ミオシン II を含む
これらのミオシン系モーター蛋白質とア
クチンとの相互作用解析は生物物理学の
分野で大きく進展し、1 分子の挙動が予
想できるまでになっていた。 

 
２． 研究の目的 
 
(1) ミオシンの滑り運動解析は裸のアクチン

線維上でなされており、実際に細胞内で
存在するであろうアクチン形態、すなわ
ち多くのアクチン結合蛋白質を含む高次
構造複合体上でのアクチン・ミオシン相
互作用解析は殆ど行われていなかった。
従来行われて来た「裸のアクチン線維」
とミオシンとの滑り運動は、「高次構造複
合体」でも同一であろうか？予想される
答えは否である。ATP の消費という生化
学的データによれば、主要なアクチン結
合蛋白質を結合させるとミオシンの

ATPase活性が変化するという報告が我々
を含め数多くなされている(Ishikawa R 
et al, (1991) J. Biol. Chem. 266, 
21784-21790 など)。また我々は、主要な
「アクチン結合蛋白質を結合させたアク
チン線維」のミオシン II 上での滑り速度
が、「裸のアクチン線維」と異なるという
例を示して来た(Ishikawa R et al (2007) 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 359, 
398-401)。 

 
(2) そこで本研究では、それぞれのアクチン

高次構造複合体のミオシンレールとして
の特性を明らかにし、高次構造複合体の
細胞内機能を探る事を目的として、以下
の実験を行った。 

 
３．研究の方法 
フィロポディア、ラメリポディア、ストレ

スフィアバー、接着斑といった細胞内アクチ
ン高次構造複合体に局在する主要構成蛋白
質を用いて in vitro で疑似複合体を再構成
し、これをレールとしたミオシン 1分子滑り
運動解析を行った。 
 
(1) 各種タンパク質は、大腸菌発現系、バキ

ュロウイルス発現系、及び組織より直接
精製した。 

 
(2) ミオシンの蛍光標識は、avi-tag もしく

は myc-tag を付加した発現タンパク質に、
アジンビオチン系、あるいは抗 myc 抗体
系を利用して Q-dot 標識を行った。アク
チンの蛍光標識はローダミンファロイジ
ンで行った。 

 
(3) フローセルにニトロセルロースを用いて

ミオシンを固定した。または、アビジン
ビオチンの系を用いて、アクチンを固定
した。前者には蛍光標識をしたアクチン
繊維を、後者には蛍光標識をしたミオシ
ンを流してやり、ATP 存在下で分子運動
を観察した。種々のアクチン結合タンパ
ク質を飽和状態で結合させたアクチン繊
維で同様の解析を行い、比較検討を行っ
た。解析には、SIT カメラ、高感度 CCD
カメラをセットした全反射蛍光顕微鏡シ
ステムを用いて分子の動きを録画し、ス
ピード解析を行った。 

 
(4) また、アクチンレールとして細胞からア

クチン高次構造複合体の単離を遠心法を
使って試みた。 

 
４．研究成果 



 
(1) 過去バラバラに行ってきた、アクチンミ

オシン相互作用に対する各種アクチン結
合タンパク質の影響を網羅的に再検討し
た。その結果、平滑筋トロポミオシンは
アクチンミオシン滑り運動を促進、ドレ
ブリン、カルデスモン、コフィリンは滑
り運動を阻害することが再確認された。
これは、裸のアクチン繊維と、これらア
クチン結合タンパク質を結合したアクチ
ン繊維では、ミオシン上の滑り運動に違
いがあることを、強く示唆している。 
 

(2) 神経成長円錐の細胞接着部、特に成長円
錐辺縁部と中心部の境界：アクチンアー
クと呼ばれる部分に局在するドレブリン
を結合させたアクチンレールにおけるミ
オシンＶの 1 分子解析を行なった。ミオ
シン V は、ドレブリンを結合させたアク
チン線維上を、裸のアクチン線維と同じ
滑り速度で滑走したが、結合してから遊
離するまでの走行距離＆時間は短かった。
またドレブリンは、ADP-Pi 状態の前足頭
部のアクチンへの結合が抑制されたが、
後足頭部の ADP 遊離には影響を与えなか
った。以上の結果は、ドレブリンで飽和
したアクチン線維上では、ミオシン V は
アクチンへの結合親和性を抑制し、その
結果ミオシン滑り運動が阻害されている
と示唆される。前述の通りドレブリンが
局在するアクチンアークは、活発に運動
する辺縁部と静的な中心部との境界に存
在する。ドレブリン／アクチンレールが
ミオシン活性を阻害することによってこ
のような振る舞いをしている可能性が高
いと思われる。以上の結果をKubota et al 
(2010) Biochem. Biophys. Res. Commun. 
400, 643-648 に発表した(主な発表論文
(3)参照）。 

 
(3) 本研究と間接的に関連するプロジェクト

として、フィロポディアのアクチン束化
タンパク質ファシンでアクチン／ファシ
ン束を再構成し、その上でのミオシンＶ
の動きを原子間力顕微鏡で観察するとい
う試みを、金沢大のグループが主体とな
って行った。結果的にこの系はうまくい
かなかったが、金沢大のグループがその
後アクチンレールの系を開発し、その上
でのミオシンＶの動きを原子間力顕微鏡
で直接観察することに成功した(Kodera 
et al (2010) Nature 468, 72-76; 主な
発表論文(2)参照）。今後アクチン／ファ
シン束上でのミオシンＶの動きの直接観
察に成功すれば、本研究で提示した問題
の一つの解答が得られるものと思われる。 

 

(4) PC12 細胞を分化させた後、ローダミンフ
ァロイジンでアクチン繊維を安定化し、
細胞を破砕、遠心により核分画を取り除
き、さらに遠心で分画を行い、形態的に
フィロポディアに酷似したアクチン束の
単離に成功した。電気泳動ではまだ不純
物を多く含んでいるが、アクチン構造を
保っているので、アクチンレールとして
使用できるものと思われる。今後、これ
をレールとしたミオシンの１分子解析を
試みていきたい。 
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