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研究成果の概要（和文）：アクチンは通常の真核細胞に最も多く含まれ、その重合は、神経細 

胞樹状突起の形成、がん細胞浸潤や白血球の細胞移動、分化の際の細胞運動に必須である

。ディクチオ型粘菌に変異型アクチンを発現させたると野生型アクチンも発現しているの

に、細胞分化異常が生じ、アクチンの機能的変異を検出できた。チロシン１４３の変異に

より重合能やミオシンのATPase活性化に変化が出た。この変異アクチンに関しては結晶解

析を行った。 

 

研究成果の概要（英文）： Actin filaments are found in all eukaryotic cells and are essential 

for many of their movements including cell migration and cell division. We found that the 

cell behavior of Dictyostelium cells changed, when the vector for the expression of mutant 

actin was incorporated. Using this phenomenon, functional mutants of actin were isolated 

efficiently. It was found that the tyrosine-143 of actin is important for actin assembly and 

the activation of myosin ATPase. The crystal structures of such mutants were determined. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)アクチン重合・脱重合とミオシンとの

相互作用の生物機能への意義 

 アクチンは、筋肉以外の真核細胞では、最

も大量に存在しているタンパク質である。筋肉

細胞でも、ATPase 活性をもつミオシンに次い

で大量に含まれている。筋肉細胞以外の通常

の細胞では、アクチンは重合・脱重合を動的

に繰り返しており、全体の約５０％はモノマー

状態にある。アクチンの重合反応は、神経細

胞の樹状突起の形成、がん細胞の浸潤や白

血球の食作用の際の細胞移動、発生・分化の

ための細胞運動に必須である。最近では、記

憶を司る海馬細胞に於いて、入力電気信号

の数秒後にスパイン構造の樹状突起側のシ

ナプス直下で急速なアクチン重合が起こり、

第一次の記憶形成へのアクチン重合の寄与

が注目されている。 

 このように筋肉以外では、動的重合・脱重合

とその制御の機構は細胞生物学のきわめてホ

ットな研究対象となっており、１００種を超える

アクチン結合タンパク質がその制御に関わる

と考えられている。 

 筋肉ではアクチンはトロポミオシンとともに細

いフィラメントの構成要素であり、ミオシンと相

互作用し筋収縮をもたらしている。ミオシンと

相互作用できないアクチン変異体は須藤らの

パイオニアワークがあり、主にアスパラギン酸、

グルタミン酸を変異させ、ミオシンとの相互作

用能のないアクチン変異体が得られている。 

 ミオシンのアクチン結合部位はミオシンのＸ

線結晶化の成功に伴い、構造からの予測が

可能となり、またミオシン頭部のディクチオ型

粘菌や昆虫細胞での大量発現の成功の結果、

変異ミオシンの作成が可能となり、ミオシン側

の相互作用部位も同定出来るようになった。ま

たディクチオ型粘菌では、ミオシンＩＩ（通常のミ

オシン）の遺伝子をノックアウトすることが可能

であり、そのような細胞株は、ペトリディッシュ

上では細胞分裂できるが、懸濁培養では核分

裂はできるが細胞分裂はできず、多核細胞と

なる。また飢餓状態で誘導される一連の細胞

分化の過程、すなわちｃＡＭＰの放出、ケモタ

クシスに基づく細胞ストリーミング、細胞集合

によるマウンド形成、マウンド上での乳頭突起

の形成などの形態形成を経る多細胞生物的

な細胞分化の結果としての胞子形成などが阻

害される。この性質を利用して、多くのミオシ

ンＩＩ変異体が同定されてきた。このようなミオシ

ン変異株の同定法をアクチンに適用するのは

無理であろうと考えられてきた。それは、ディク

チオ型粘菌には約１０個のアクチン遺伝子が

あり、それらをすべてノックアウトすることは難

しいからである。私達はこの困難を解決するこ

とに役立つ現象を見いだした。 

 

(2)アクチン重合の構造的基盤の研究のため

の要素技術としての変異体探索 

 アクチンはモノマー状態（G-actin）では、結

晶化が可能である。１９９０年にウサギ・アクチ

ンと DNase I との複合体の結晶構造がハイ

デルベルググループにより解かれた。申請者

らは変異導入が可能なディクチオ型粘菌のア

クチンとゲルゾリン S1 との複合体の結晶構造

を野生型と二つの変異体のアクチンについて

明らかにした。野生型に関しては分解能が初

めて２Åに達し、リガンドである ATP とアクチ

ンの関係の詳細を初めて明らかにすることが

出来た（Matsuura ら(JMB, 296, 579-595, 

2000)）。すなわち、ATP のアデニン環のすべ

ての窒素原子はアクチンのアミノ酸残基と水

素結合で結ばれていた。（Kabsch ら(Nature, 

347, 37-44, 2000)の解析ではアデニン環は

アクチンタンパク質の疎水的環境のヌクレオ



チド結合部位に疎水結合で結合していると想

定されてきた。）その後、数十におよぶア

G-actin 結晶構造が明らかにされたが、重合

したフィラメント状態（F-actin）では、アクチン

フィラメント特有の Flexibility のために結晶

は得られておらず、これまで配向フィラメントの

X 線ファイバー・ダイアグラムからのモデリング

や（Holmes ら(Nature,347, 44-49, 1990)、

Oda ら(Nature, 457, 441-445, 2009)）、フィ

ラメントの電子顕微鏡像からの三次元再構成

法による像（分解能２０Å程度、Narita ら）し

か得られておらず、原子レベルでのアクチン

重合の構造的基盤は得られていない。

F-actinの結晶化は困難であるが、アクチンオ

リゴマーの結晶化の可能性はある。それには、

プラス方向に重合できない変異アクチン（ｂ変

異体）とマイナス方向に重合できない変異アク

チン（ｐ変異体）を作成し、重合させて作成出

来ることが期待されるテトラマー（アクチンは２

重螺旋を形成するので、ｂ変異体２分子、ｐ変

異体２分子からなる）なら結晶化出来るであろ

う。 

 そのためには、他種類のｐ変異体とｂ変異体

を見つける必要があり、今回のハイスループッ

ト機能変異体探索法は貢献出来るものと考え

る。すでに野口ら（JBC,282,27721-27727, 

2007）はｐ変異体を報告しているので、ｂ変異

体の検出に重点を置きたい。 

 

２．研究の目的 

（１）機能が変化したアクチン変異体のハイ

スループット分離 アクチンの重合反応の

部位から、離れた領域にあるアミノ酸を変異

させたアクチンタンパク質を分離精製し吟

味したところ、意外なことに In vitro での重

合能が顕著に低下していた。また、重合促進

剤であるファロイジンを加えるとフィラメ

ント（Ｆ−ａｃｔｉｎ）になるが、この変異

Ｆ−ａｃｔｉｎはミオシンの ATPase を活性

化する能力も落ちていた。更に予想外の性質

があることも分かった。この変異アクチンを

発現させるプラスミドを導入した粘菌細胞

は、あたかもミオシン II の遺伝子がノックア

ウトされかのような表現型を示した。すなわ

ち、飢餓状態で誘発される一連の細胞分化の

過程が、マウンド乳頭形成のステップで止ま

ってしまう。この細胞内には、ホスト細胞の

アクチン遺伝子によって発現された野生型

アクチンが発現プラスミッドによる変異型

アクチンとほぼ等量存在していることが

SDS-PAGE によって分かっている（変異型ア

クチンはタグが付いており、SDS-PAGE 的分

子量が大きいので、区別できる）。従って、

このアクチン変異体による細胞分化過程の

阻害は遺伝学的には Dominant Negative 

と呼ばれている現象であり、野生型アクチン

があるのに変異型アクチンの存在によって、

正常な細胞分化過程が阻害されており、アク

チン遺伝子に関してはこれまであまり知ら

れてこなかった。 

 この検定法は、細胞数も１０ｃｍペトリデ

ィッシュに生やした程度で十分であり、時間

的にも飢餓状態が始まって２４時間後の細

胞群のストリーミングの様子も異常である

ので、アクチンの機能的変異株をきわめて迅

速に検出出来る。これまで、変異株を確立し

たのち、ほぼ一週間かけて大量培養し、さら

に一週間かけて精製して、やっと In vitro

での重合能検定、ミオシン ATPase 測定を行

ってきたので、１０倍以上の高速化であり、

イノベーションともいえよう。  

 この方法をもちいて様々なアクチンの機

能変異体をハイスループットで探索したい。 

（2）アクチンフィラメントの高分解能構造解析 

F-actinの結晶化は困難であるが、アクチンオ

リゴマーの結晶化の可能性はある。それには、

プラス方向に重合できない変異アクチン（ｂ変



異体）とマイナス方向に重合できない変異アク

チン（ｐ変異体）を作成し、重合させて作成出

来ることが期待されるテトラマー（アクチンは２

重ラセンを形成するので、ｂ変異体２分子、ｐ

変異体２分子からなる）なら結晶化出来るであ

ろう。 そのためには、他種類のｐ変異体とｂ変

異体を見つける必要があり、今回のハイスル

ープット機能変異体探索法は貢献出来るもと

考える。すでに野口らはｐ変異体を報告して

いるので（JBC,282,27721-27727, 2007）、

はｐ変異体を報告しているので、ｂ変異体の検

出に重点を置く予定であったが、私達はクライ

オ電子顕微鏡像から、約５Åの分解能（基準：

Fourier Shell Correlation = 0.143）でアク

チンフィラメントの構造を決定することに成功

し、分子動力学を援用して F-アクチンの原子

モデルを構築することに成功し、いくつかのα

ーへリックスや大きい側鎖の直接的可視化が

実現した（Murakami et al., Cell 2010)。そ

こでオリゴマーの結晶化よりも、機能的変異体

をサーチする方向に主力を置いた。 

 

３．研究の方法 

（１）飢餓誘発性の細胞分化の異常の検定

法の確立 異常がもっとも早期に検出出来

るのは、２４時間後での細胞ストリーミン

グである。その後、さらに追跡するとマウ

ンド形成、マウンド上の乳頭突起形成、移

動体形成、胞子形成などがあり、これら後

期の細胞分化と早期のストリーミングの間

の相関などを調べる。 

（２）重合に関与すると予想される部位に

変異を入れた変異株の細胞分化異常による

検定 

 アクチンの重合部位に関しては、申請者

らが解いた粘菌アクチンの原子構造に基づ

いて推測でき、実際に変異を入れて細胞分

化異常による検定を行う。野口らが開発し

たアクチン発現プラスミドを用いた。 

（３）変異株からの変異アクチンを精製 

 細胞分化異常を示した株から変異アクチ

ンを精製する。重合変異株が必ず細胞分化

異常をもたらすとは限らないので、細胞分

化が正常であるものも念のために精製する。

（４）変異アクチンの重合能の超遠心解析 

 精製した変異アクチンは、これまでの大

量培養で得られるタンパク質の収量の１

０％程度で重合能を検定できる。 

（４）ミオシン ATPase の活性化能のアッ

セイ リン酸結合タンパク質を用いたマイ

クロ測定を行う。精製した変異アクチンで

数十回の測定が可能であった。 

 
４．研究成果 

（１）アクチンは重合すると構造変化し、

分子前面の疎水性クレフトが開くが

（Murakami et al., 2010)、疎水性クレフ

トの入り口にある Tyr143 が溶媒により露

出するようになる。また Tyr143 自身のミ

オシンとの相互作用については不詳である

が、その周辺はミオシンとの結合に関係し

ている。このことから Tyr143 は重合とミ

オシンとの相互作用に関係があると考えら

れ、この残基に変異を導入したアクチンを

 

[変異アクチンの高分解能 X 線結晶解析] 



 

発現させ、その影響を調べていた。重合し

たアクチンにミオシンが結合すると、ATP

が加水分解され無機リン酸（Pi）が放出さ

れる。この過程へのアクチンの寄与を調べ

るため、アクチンとミオシン（heavy 

meromyosin）の共存下で放出された無機

リン酸を測定し、ATP 加水分解速度を求め

た。結果として、Tyr143 をイソロイシン

に変異させたアクチンでは、ミオシンの

ATPase 活性化がほぼ消失することが確認

された。 

アクチン重合は、Tyr143 をフェニルア

ラ ニ ン に 変 異 さ せ る と 減 少 す る 。

phalloidin 重 合 実 験 で は 、

Tyr143Phe,Tyr143Ile共に重合した量が増

加したことから、変異アクチンでもフィラ

メント形成はファロイジンで野生型とほぼ

同等に生じている。そこで、無機リン酸の

放出が少なくなることは、重合が悪いため

ではなくアクチンとミオシンの相互作用自

身が変化するためであると結論できた。 

ミオシン ATPase の活性化や重合能の変

化から、Tyr143 への変異導入は、アクチ

ンの両方の機能を変化させるものであるこ

とが示すことが出来たので、更に酵素学的

キネティクスのデータを解析した。その結

果、Tyr143 をトリプトファンに変異した

場合、Vmax は変化しないが、Km が減少

し、変異アクチンはミオシンとの弱い結合

が数倍強くなっていることが分かった。こ

れは Tyr143 が実際にミオシンとの相互作

用に関与しており、特にミオシン ATPase

サイクルでの重要なステップである

Myosin・ADP・Pi 複合体からのリン酸放

出の過程を促進するための弱い相互作用と

呼ばれる結合様式に関与していることを示

すものとして注目される。 

変異アクチンの結晶作成、X 線回折デー

タ収集を行い、現在、高分解能での結晶解

析が進行中である（前ページの付図は~2.0 

Åの分解能を達成していることを示すフェ

ニルアラニン側鎖の近傍の電子密度マッ

プ）。 
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