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研究成果の概要（和文）：本研究では、血液細胞における様々なミオシンの役割を研究し以下の知見を得た。1) ミオ
シンVIが非分泌型で核内に移行する。非分泌型が予後不良である病態の一部が示唆された。また予後とも関連した。2)
 T細胞受容体が細胞膜に発現するためにはII型ミオシンが重要で免疫シナプス安定化に関与すると示唆された。3) 急
性骨髄性白血病における転写因子RUNX1の変異は分化抑制をきたすが、ミオシンIIBの発現を抑制するだけで巨核球への
分化を回復できた。4) MYH9異常症でみられる尾部の点突然変異を有する分子は、尾部が伸展したままなのでフィラメ
ント構造を作りやすいことがわかった。

研究成果の概要（英文）：We have shown the findings as follows. 1) myosinVI transferred into the nucleus 
from cytosol in non-secretion type of myeloma cells. This might be a possible mechanism how non-secretion 
type myeloma has a poor prognosis. 2) myosin II has an important role on CD3 expression on the plasma 
membrane and stabilization of immune synapse. 3) Knock-down of myosin IIB is enough to restore 
megakaryocyte differentiation in AML cells with RUNX1 mutation. 4) The tail mutations hampered the 
ATP-induced formation of foleded conformation thus stabilizing the myosin aggregates.

研究分野：血液学

キーワード： 血小板　細胞骨格
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１．研究開始当初の背景 
ミオシンは、アクチン線維上を動くモーター
蛋白質である。近年、古典的ミオシン（II 型
ミオシン）重鎖が、遺伝性巨大血小板異常症
の原因遺伝子(MYH9)であることが解明され
たように(Nat Genetics, 2000; Blood, 2000)、
ミオシンが非筋細胞の血液細胞においても、
重要であることはいうまでもない。 
 一方、古典的ミオシン以外に、多くの非古
典的ミオシン(unconventional myosin, 以下
UCM)がクローニングされて、全部で１８クラ
スになり、「ミオシンスーパーファミリー」
を構成している。これらのミオシンは、各々
尾部に特異的な構造があり、機能の多様性を
示唆する。また、多くは各臓器に広く発現し
ており、組織特異性を表現しつつ、細胞遊走、
細胞分裂、細胞内膜輸送、貪食などの機能を、
各々が協調しながら働いていると考えられ
る。しかしながら、これまでの研究は、モー
ター分子機構の解明が中心で、細胞生物学的
研究は、まだ不明な点が多い(Trends Cell 
Biol, 2009)。天然型の UCM 変異マウスには、
感覚異常以外に免疫異常も報告されている。
血液細胞においても、II 型ミオシンと同様に
UCM が、分化、増殖に関わる様々な機能に重
要な役割を果たしていることは疑う余地は
ない。 
 
２．研究の目的 
われわれは、血液細胞におけるミオシンモー
ター蛋白質の機能や病態への関連について
研究してきた。これまでの結果を受けて、以
下の４項目に分けて研究を行う。これらの研
究が、血液疾患の病態解明やさらには新規治
療開発へつながることを期待したい。 
(1) ミオシン VI を介する骨髄腫細胞の非分
泌型への形質転換の分子病態機序の解明 
(2) T 細胞膜表面への CD3 タンパク発現およ
び c-SMAC (centranl supramolecular 
activation cluster)形成における II 型
ミオシンの役割の解明と免疫シナプス安
定化の機序の解明 
(3) 平滑筋型ミオシン軽鎖の発現および機能
異常と血液細胞の形態異常との関連の解
明 
(4) 血小板膜糖蛋白の clustering と II 型ミ
オシンとの関連、巨大血小板減少症の病
態の解明 
 
３．研究の方法 
(1) ミオシンⅥを介する、骨髄腫細胞の非分
泌型への形質転換の分子病態機序の解明 
分泌型および非分泌型マウス骨髄腫細胞株
両者において、共焦点顕微鏡および生化学的
手法で細胞内局在の違いを明らかにする。さ
らに、ActinomycinD などの転写阻害剤による
局在変化を観察する。また、GFP 標識ミオシ
ンⅥ各ドメインの欠失変異体を発現させ局
在決定部位の同定、さらにその制御機構を探
る。分泌型と非分泌型細胞株の遺伝子発現パ

ターンの違いをマイクロアレイ法で解析し、
発現量の変化する遺伝子を検索し、各治療薬
剤に対する感受性との関連も検討する。 
(2) T 細胞膜表面への CD3 発現および
c-SMAC(central supramolecular activation 
cluster)形成における II 型ミオシンの役割
の解明と免疫シナプス安定化の機序の解明 
正常 T細胞あるいは CD3を細胞膜表面に発現
する Jurkat (E6-1)株にミオシン阻害剤
(Blebbistatin)や関連シグナルのキナーゼ
阻害剤などを用いてCD3の細胞膜発現レベル
変化をフローサイトメータで、また細胞内局
在を共焦点蛍光顕微鏡で観察解析する。また、
CD3 の総発現量を Western blot で解析する。
CD3を細胞膜表面に発現できないJurkat野生
株を、Ca イオノフォアやミオシン脱リン酸化
酵素阻害剤（オカダ酸など）でミオシンリン
酸化を促しミオシンを活性化させて、CD3 の
細胞膜表面への発現量の変化を生化学的、画
像的に E6-1 株と比較、解析する。なお、ミ
オシンリン酸化は、抗リン酸化ミオシン軽鎖
抗体で確認する。 
(3) 平滑筋型ミオシン軽鎖(MLY9)の発現お
よび機能異常と血液細胞の形態異常との関
連の解明 
t(8;21)転座をもち RUNX1 転写活性が抑制さ
れている Kasumi-1 細胞で、実際に MYL9 の発
現レベルを解析する。さらに、MYL9 のリン酸
化レベルをリン酸化特異的抗体を用いて、ウ
ェスタンブロットや細胞免疫染色を行い、時
空間的に解析する。MYL9 を多く発現している
他の白血病細胞株との細胞骨格の異同を検
討する。 
(4) GPIIb/IIIa、GPIb/IX/V の clustering と
II 型ミオシンとの関連および巨大血小板減
少症の病態の解明 
マウス ES cell を TPO 存在下で巨核球に分化
誘導しproplatelet形成を誘導させる実験系
で、II 型ミオシン阻害剤や各種シグナル刺激
剤、抑制剤を用いて proplatelet 形成への影
響を観察する。またその際のシグナル伝達経
路を抗リン酸化抗体などを用いて調べる。ま
た、MYH)異常症で報告されている変異ミオシ
ンをバキュロウイルスシステムで６量体と
して精製しその分子レベルの性質を解析す
る。 
 
４．研究成果 
(1) 分泌型および非分泌型マウス骨髄腫細胞
株を用いて、核内蛋白質とミオシンVIとの局
在を共焦点蛍光顕微鏡で観察した。分泌型で
は、ミオシンVIは微小管に沿った分泌顆粒に
局在し、非分泌型になると核内に顆粒状に存
在した。臨床検体でもばらつきはあるが、同
様の傾向を得た。非分泌型は予後不良である
が、その機序の少なくとも一つにミオシンVI
が関与している可能性が示唆された。したが
って、この局在変化が予後不良因子のマーカ
ーになりうる可能性がある。 



次に、非分泌型におけるミオシンVIの細胞特
に核内局在を検討した。核内にドット上に局
在しスプライシオソームと共局在していた。
また、GFP標識ミオシンVI尾部を強制発現させ
ると細胞質の微小管系に局在し、頭部のみの
発現では核内に局在した。非分泌型はなんら
かの異常によりミオシンVI尾部が微小管系蛋
白質と結合できなくなるものと思われる。ノ
コダゾール処理で微小管を破壊すると分泌型
細胞のミオシンVIも細胞質から核内に移行し
たことは、このことを示唆した。 
ミオシン頭部と尾部に分けてそれぞれに結合
する蛋白質をyeast-two hybrid法でスクリー
ニングし、分泌型、非分泌型でスクリーニン
グで上がった蛋白質の違いを検討する予定で
ある。また、骨髄腫の新規治療薬であるプロ
テオソーム阻害剤や免疫調節作用を有するレ
ナリドミド等、さらにはHDAC阻害剤など新規
薬剤への感受性との関連も検討したい。 
 
 (2) ３種類のJurkat由来細胞株（野生株、
E6-1亜株、MYL9遺伝子導入株）をもちいて、
さまざまな刺激による細胞表面のCD3の発現
レベルの発現変化をフローサイトメーターで
測定した。PMA刺激やカルシウムイオノフォア
で野生株も細胞表面CD3発現が増加した。さら
に、CD3の細胞表面発現に関わるシグナル伝達
経路を特定するため、各種特異的キナーゼ阻
害剤などを用いてCD3発現への影響を観察し
た。Myosin IIをリン酸化させる刺激でCD3の
細胞膜への発現が回復すること、myosinIIの
特異的阻害剤であるBlebbistatinにより抑制
されることから、myosin IIの活性化が重要で
あることが分かった。また、健常人末梢血T
細胞においてミオシンリン酸化が細胞膜表面
に発現しているCD3の膜直下のミオシンリン
酸化がリン酸化抗体で検出された。 
 
 (3) RUNX1変異によりその転写活性が抑制さ
れている血液細胞株Kasumi-1はmyosinIIB重
鎖(myh10)が発現し、軽鎖のMYL9発現レベルが
低下していた。次に、RNA干渉によるmyh10発
現抑制のため、myh10のsiRNAを発現ベクター
に組込みノックダウンした細胞株を作成した
ところ、あきらかに巨核球への分化が促され
た。すなわち多核巨大細胞になり細胞表面マ
ーカー上も形態的にも巨核球系細胞であるこ
とが確かめられた。すなわち、RUNX1変異によ
る分化抑制をmyh10の発現を抑制するだけで
解除し巨核球への分化をもたらすことができ
ることが分かった。 
MYL9の強制発現の系では、明らかな巨核球系
への分化促進は見られなかった。ミオシン軽
鎖よりも重鎖の方が巨核球系分化に重要であ
ることが示唆された。 
 
(4) マウスES細胞、分離巨核球を用いて
proplatelet形成は、すべての細胞に促される
わけではなくせいぜい10-30%程度でみられる
現象である。この効率を増やすことは抑制実

験に重要であるが、フィブロネクチンが亢進
することがわかった。フィブロネクチンを用
いると効率よくproplatelet形成を誘導でき
ることがわかった。培養巨核球のproplatelet
形成をMYL9発現レベルをRNA干渉や尾部のみ
の強制発現させるなどしてMYL9のリン酸化レ
ベルとともに検討した。MYL9リン酸化を低下
させるとproplateletは増加、伸張するが、枝
分かれが少なくなった。 
実際、その上流のRhoキナーゼを阻害すると同
様にproplateletの増加、伸張が見られた。 
逆にMYL9のリン酸化を強制的に促進させると
proplateletは抑制された。また、微小管をノ
コダゾールで阻害するとproplateletは抑制
された。微小管系とアクトミオシン系の細胞
骨格タンパクが協同してバランスをとりなが
らproplateletを形成させており、非常に微妙
なバランスで成り立っていることが分かった。 
次に、巨核球膜タンパク受容体は、アゴニス
ト刺激によりclusteringされるが、イメージ
ングで捉える実験系は困難であった。一方、
レクチン受容体は、レクチン添加により
clusteringを起こすことは蛍光顕微鏡でも比
較的容易に観察された。しかもこの
clusteringはミオシン阻害剤Blebbistatinに
より抑制された。また、clusteringされたレ
クチン受容体の細胞膜直下のミオシンリン酸
化が亢進しており、受容体のclusteringにミ
オシンリン酸化（活性化）が重要な役割を果
たしていることが分かった。近年巨核球、血
小板にclec2など多くのレクチン受容体が同
定されておりこれらの刺激にもミオシンリン
酸化が大きな役割を果たしていると示唆され
た。 
次に、巨大血小板減少症の代表的な疾患であ
るMYH9異常症で同定されているMYH9の点突然
変異(p.D1424H, p.E1841K)がミオシン分子に
及ぼす影響を検討した。変異ミオシンを軽鎖
も含めた全分子としてバキュロウイルス発現
システムで発現生成し解析した。いずれの変
異もミオシンATPase活性に影響を及ぼさなか
ったが、フィラメント形成は一旦起きると強
イオン環境下でもmonomerにならなかった。電
子顕微鏡観察では、フィラメントは正常とは
異なるもので、特にp.E1841K変異ミオシンで
は正常より太かった。ミオシン分子濃度を薄
くすると一分子での会合がロータリーシャド
ウ法で観察されるが、変異ミオシンの尾部は
いずれも野生型のように丸まるのではなく伸
展したままであった。また、伸展したままの
ミオシン分子は、お互いに凝集する傾向にあ
り、とくにp.E1841Kではお互いに粘着する傾
向が強かった。とくに変異部位あたりで結合
しているように見えた。 
また、新たな先天性巨大血小板減少症の原因
遺伝子として細胞骨格蛋白質アクチニンを同
定した。アクチニン異常がアクトミオシン細
胞骨格に及ぼす影響を調べた。アクチニン異
常によりアクトミオシン細胞骨格系が壊れる
ことが細胞内で観察された。このことが異常



ミオシンでみられる巨大血小板と同じ病態を
形成していることが推察された。 
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