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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナには13種類のミオシンXIが発現し，原形質流動，小胞，オルガネラの
輸送，構造維持，張力発生などをとおして細胞，植物体の成長に重要な役割をはたしている。しかし，タンパク
質レベルのデータが不足しているため，どのミオシンXIが，どの機能に，どのような機構で関わっているのかほ
とんどわかっていない。そこでタンパク質機能を中心とする解析をおこなった。運動速度，活性は花粉特異的に
発現しているものは非常に高く，高速運動への寄与が示唆され，ユビキタスに発現しているもはその速度から原
形質流動速度への寄与が示唆され。またXI-Iなど核膜に存在するものは速度，活性は非常におそく張力への寄与
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Arabidopsis possesses 13 genes coding myosin XIs, which operate in the 
intracellular transport systems, such as cytoplasmic streaming, vesicular trafficking, organelles 
trafficking, and tension maintenance. Because fundamental data for molecular properties are lacking,
 physiological functions of each myosin XIs are poorly understood. Therefore we have taken a 
comprehensive analysis of molecular properties of 13 Arabidopsis myosin XIs. Pollen-specific myosin 
XIs showed high actin-activated ATPase and high velocities. Ubiquitously expressed myosin XIs showed
 similar velocity as that of cytoplasmic streaming. Nuclear membrane specific myosin XI (myosin 
XI-I) showed very low actin-activated ATPase and low velocity. These results demonstrated that 
angiosperm increased numbers of myosin XIs and gave specific functions on myosin XIs during the 
evolution to sustain highly complicated biological system.

研究分野： 植物生理学

キーワード： ミオシン　アクチン　原形質流動　分子モーター　シロイヌナズナ
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１．研究開始当初の背景 
ミオシンは ATP の加水分解で生じた化学エネ
ルギーを，アクチン繊維にそった運動という
力学エネルギーに変換する代表的なモーター
蛋白質である。ミオシンはすべての真核生物
に存在し，35 のクラスからなる巨大なファミ
リーを形成している。個体レベルで運動が活
発な動物では多くのクラス, 多くの種類のミ
オシンが存在する。例えば，ヒトには 13 のク
ラス，39種類のミオシン遺伝子がある。一方，
個体レベルの動きが少ない植物では, 動物と
比べるとミオシンのクラス数は少ない。植物
にはミオシン XI およびミオシン VIII の２つ
のクラスのミオシンしかない。なお，ミオシ
ン XI とミオシン VIII はどちらも植物特有の
ミオシンである。被子植物はミオシンのクラ
ス数は少ないが，種類は多い。例えばシロイ
ヌナズナにはミオシン XI が 13 種類，ミオシ
ン VIII が 4種類存在する。藻類の先行研究か
ら，ミオシン XI の生理的機能は原形質流動と
されてきた。被子植物シロイヌナズナにはミ
オシン XIが 13 種類存在するが，この 13 種類
のミオシン XI の役割は藻類同様の原形質流
動だけであろうか？それとも他の生理的機能
があるのだろうか？これについての明確な解
答は得られていない。その主な理由は，これ
までシロイヌナズナでおこなわれてきた研究
手法が遺伝子ノックアウト（遺伝子破壊）に
依存してきたが，ミオシンについては機能の
重複 (redundancy)があるため，13 種類のミ
オシン XI について，どの遺伝子をノックアウ
トしても顕著な表現型があらわれないからで
ある。 
動物ミオシンも機能の重複があり遺伝子ノ

ックアウトなどの遺伝学的手法では顕著な表
現型は出ない。しかし，近年，多くのクラス，
種類の動物ミオシンの生理的機能がわかって
きた。その機能解明にはミオシンのタンパク
質レベルでの解析が大きく寄与した。生化学
的手法により精製したミオシンを用いてタン
パク質レベルで研究することにより，さまざ
まなクラス，種類のミオシンの運動特性が明
らかになり，また結合するタンパク質も明ら
かになった。それらのデータと細胞局在のデ
ータとあわせることによりミオシンの細胞内
での機能，役割が明らかになったのである。
一方，被子植物のミオシン XI についてはタン
パク質レベルのデータが不足している。シロ
イヌナズナの 13 種類のミオシン XI の運動特
性はほとんどわかっていない。そのため，13
種類のミオシン XI がすべて同じ運動特性を
もっているのか ,それとも運動特性はまった
く違うのか,についても未知である。ミオシン
は尾部ドメインにタンパク質が結合すること
により，その機能を発現するが，シロイヌナ
ズナの 13 種類のミオシン XI については，結
合するタンパク質についてもほとんどわかっ
ていない。 
 
２．研究の目的 

シロイヌナズナにはクラス XI ミオシンが 13
遺伝子発現している。これらのミオシンは細
胞内で原形質流動，小胞，オルガネラの輸送，
構造維持，張力発生などをとおして細胞成長，
個体成長に重要な機能をはたしていると考
えられている。しかし，どのミオシンが，ど
の機能に，どのような機構で関わっているの
か，その分子機構についてはほとんどわかっ
ていない。その大きな要因はシロイヌナズナ
ミオシンのタンパク質レベルの解析データ
が圧倒的に不足していることによる。そこで
シロイヌナズナの 13種類のミオシン XIを分
子生物学的手法により網羅的に発現，精製し，
13 種類すべてのミオシン XI の運動機構，調
節機構をタンパク質レベルで明らかにする。
さらにシロイヌナズナのミオシン XI の尾部
に結合するタンパク質を質量分析により網
羅的に探索，同定する。以上のアプローチに
よりシロイヌナズナ細胞内でミオシンが引
き起こしている生理的機能の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
植物細胞は蛋白質分解酵素が多く含まれて
いる液胞が大部分を占め，細胞質の容量はご
くわずかであるの。そのため，タンパク質解
析に十分な量と質のシロイヌナズナの 13 種
類のミオシン XI（図 1）を生化学的な方法で
シロイヌナズナの細胞から直接に精製する
ことは困難であ
る。そこで，分
子生物学的手法
を用いた発現コ
ンストラクトを
作製し，昆虫細
胞の系で発現さ
せ,精製した。発
現コンストラク
トはそれぞれのミオシン XI について全長，
HMM, IQ, モータードメイン(MD), 尾部ドメ
インの 5種を作成した（図 2）。それぞれのコ
ンストラクトには精製に使うアフィニティ
ータグとして，His-tag, Flag-tag, SBP-tag をつ
けた。また，尾部ドメイン以外のコンストラ

クトについては in vitro 運動アッセイのた
めの myc-tag をつけた。そしてそれらを昆虫
細胞株 High Five で発現させた。また，全長，
HMM, IQ コンストラクトではカルモッジュリ
ンがミオシン XI の軽鎖として機能すること
を期待して，シロイヌナズナのカルモジュリ
ンをミオシン XI と共発現させた。カルモジ
ュリンが軽鎖として機能したミオシン XI に
ついては，全長，HMM, IQ コンストラクトを
含む全コンストラクトを研究に使用した。カ
ルモジュリンが軽鎖として機能しなかった
ミオシン XI については，MD, 尾部ドメイン



コンストラクトのみを使用した。 
ミオシン XI コンストラクトの運動速度は

in vitro運動アッセイで測定し，アクチン活
性化 ATPase 活性はマラカイトグリーン法で
測定した。さらに特徴的にミオシン XI につ
いては，ストップドフローによる速度論的解
析を行いアクトミオシン反応の各素過程の
速度定数(kinetic value)を求め，ミオシン
の運動特性，酵素特性の分子的基盤を調べた。
また，尾部ドメインを用いて，シロイヌナズ
ナ実生から尾部結合タンパク質を探察し，質
量分析によって同定した。また，全反射照明
蛍光顕微鏡による1分子イメージングにより，
1分子運動を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)13 種類のミオシン XI の運動速度，ATPase
加水分解活性の測定 
通常，同じクラスのミオシンであれば運動速
度やアクチン活性化 ATPase 活性などのミオ
シンの酵素特性は良く似ている。しかし，驚
くべきことにシロイヌナズナの 13 種類のミ
オシン XI については，運動速度とアクチン
活性化 ATPase 活性が多様性を示すことがわ
かった。速度は低速 (0.27 µm/s)，中速 (5-7 
µm/s)，高速 (12-22 µm/s)と 3つのカテゴリ
ーに分かれた。アクチン活性化 ATPase 活性
Vmax も低活性(3-5 Pi s-1), 中活性(30-80 Pi 
s-1), 高活性(180-230 Pi s-1)の 3 つのカテゴ
リーに分かれた。それぞれのミオシン XI が
発現している組織を Gus で調べたところ，発
現組織と運動速度およびアクチン活性化
ATPase運動活性Vmaxとの間には相関があった。
すなわち，遍在的に多くの組織で発現してい
るミオシン XIである XI-1, XI-2, XI-B, XI-K
の速度は中速(5-7 µm/s)であった。また，そ
の速度はシロイヌナズナの原形質流動の速
度とほぼ同じであった。これらのミオシン XI
は遍在的に発現することによって植物細胞
に必須の原形質流動を引き起こしいると考
えられる。また，これらのアクチン活性化
ATPase 運動活性 Vmaxは中活性(30-80 Pi s-1)
であった。花粉特異的に発現しているミオシ
ン XI である XI-A, XI-B, XI-C, XI-D, XI-E
の速度は高速(12-22 µm/s)であった。その速
度から花粉管での高速の小胞輸送とおこな
っていると考えられる。また，これらのミオ
シン XI のアクチン活性化 ATPase 活性 Vmaxは
高活性(180-230 Pi s-1)であった。一方，核
膜に多くみられるミオシンXI-Iは低速(0.27 
µm/s)であり，低活性(3-5 Pi s-1)であった。
ミオシン XI-I の主な役割は核膜での張力発
生と考えられる。 

これらの結果によりシロイヌナズナにお
いてミオシン XI はこれまで知られていた原
形質流動の他に，高速の小胞輸送，オルガネ
ラの係留，張力発生，構造維持などさまざま
な機能をおこなっていることが示唆された。 
 
(2)ミオシン XI-I の酵素特性 

ミオシンXI-Iはシロイヌナズナの 13 種のミ
オシン XI の中で系統樹的に一番外れており
(図 1)，また上記に示したように運動速度，
アクチン活性化ATPase運動活性Vmaxが非常に
低かった。すなわち，運動速度は 0.27 µm s-1

であり，シロイヌナズナの 13 種のミオシン
XI を含め，これまで測定されたミオシン XI
と比べ 1/100〜1/10 の速度であった。アクチ
ン活性化ATPase運動活性Vmaxは3.7 ± 0.1 Pi 
s-1 であり，これまで調べられたミオシン XI
のアクチン活性化 ATPase 活性の Vmaxは 50〜
500 Pi s-1と比べて 1/100〜1/10 の活性であ
った。そこで，この低い運動速度，アクチン
活性化ATPase運動活性Vmaxの原因を探るため
にストップドフロー装置による速度論的解
析をおこなった。 
ミオシンによるアクチン運動速度およびア

クチン活性化 ATPase 運動活性 Vmax の律速は
[アクチン - ミオシン XI-I –ADP 複合体から
の ADP の解離反応]および，[ATP 結合による
アクチン-ミオシン XI-I 複合体の解離反応]
の 2 つである。そこでミオシン XI-I につい
て，この２つの速度定数をもとめた。[ATP 結
合によるアクチン-ミオシンXI-I複合体の解
離反応]はピレン-アクチンがミオシンから
解離するときに蛍光が上昇する性質をもち
いて調べた。様々
な ATP 濃度におい
て 解 離 反 応 を
single 
exponential にフ
ィッテングさせ解
離速度を求めた
（図3）。生理的ATP
濃度（2〜3 mM）の
ときの解離速度は
400 s-1 であった。
このアクチン-ミオシンXI-I複合体の解離速
度は十分速く，ミオシン XI-I の低速度，低
アクチン活性化ATPase活性Vmaxは説明できな
い。 
次に[アクチン - 

ミオシンXI-I –ADP
複合体からの ADP
の 解 離 速 度 ] を
mantADP の蛍光が
ミオシンからの解
離反応によって減
少する性質を用い
て調べた。解離速
度は 17 ± 0.9 s-1

であった。この値は非常に低く，この値から
ミオシン XI-I の非常に低い速度と低いアク
チン活性化 ATPase 活性 Vmaxは説明できた。す
なわちミオシン XI-I の低速度，低活性の分
子的理由はアクトミオシン-ADPからのADP解
離反応が非常に遅いため，アクチンとの強い
結合状態の時間が非常に長くなるためであ
ることがわかった。 
次に ATP 存在下において様々な濃度のアク



チン繊維とミオシン
XI-I MD との共沈実験を
おこなうことにより
ATP 存在下でアクチン
繊維と結合しているミ
オシン XI-I-MD の割合
を求めた（図 5）。グラ
フから ATP 存在下での
アクチン -ミオシン
XI-I-MD の解離定数をもとめたところ 5.0 ± 
1.1 µMであり非常に低いことがわかった。ま
た生理的ATP濃度において結合している割合，
つまり duty ratio(アクトミオシン ATPase 反
応サイクル時間にしめるアクチンと強く結
合している時間の割合)を求めたところ 91 
± 5.0 %であった。このことはミオシン XI-I
は高 duty raito ミオシンということを意味
している。以上のミオシン XI-I の酵素特性
から，ミオシン XI-I は他のミオシン XI のよ
うな運動に特化したミオシンではなく，オル
ガネラ，小胞の係留や張力発生に特化したミ
オシンであることがわかった。 
 
(3)ミオシン XI の尾部結合タンパク質の単離，
同定 
シロイヌナズナの 13 種のミオシンXIのなか
でミオシン XI-K が中心的な役割をはたすこ
とがわかっている。そこで，シロイヌナズナ
実生の破砕液と精製したミオシン XI-K 尾部
ドメインを用いた共役沈降を行い，得られた
サンプルを質量分析にかけることで積み荷
の探索・同定を行った。質量分析の結果、細
胞質タンパク質分画との共沈を行ったサン
プルから，トランスゴルジ網で細胞板発達に
必要な小胞輸送に関与すると考えられてい
る低分子量 G タンパク質の RabA2a と核内輸
送に関与するタンパク質である Importinα
1,2 (IMPA1,2)が検出された。RabA2a および
Importinα1,2 を大腸菌で発現，精製し，こ
れらとミオシン XI-K の尾部ドメインとのプ
ルダウンアッセイによって解離定数 Kd を求
めた。RabA2a は GTP 結合状態で活性化され，
GDP 結合状態で不活性化される。そこで GTP
γSをよび，GDP 存在下での Kd を求めたとこ
ろ，GTPγS存在下では 7 µM, GDP存在下では
35 µMであった。また，ミオシン XI-K 尾部と
Importinα2 との Kd は 3 µM であった。これ
らのことは，活性化状態の RabA2a および
Importinα2はミオシンXI-Kの尾部ドメイン
と比較的高い親和性ももって結合すること
がわかった。さらにシロイヌナズナ培養細胞
Alex に お い て RabA2a, Importin α 1, 
Importinα2はミオシンXI-K尾部と共局在す
ることが共焦点蛍光顕微鏡を使用した観察
からわかった。以上のように,ミオシン XI-K
の新規の結合タンパク質として RabA2a, 
Importinα1, Importinα2 が同定された。 
 
(4) 全反射照明蛍光顕微鏡による1分子イメ
ージング 

シロイヌナズナの13種類のミオシンXIはミオ
シンXI-I以外はすべてノンプロセッシブモー
ターであった。全反射照明蛍光顕微鏡による1
分子イメージングおよび光ピンセットを用い
た1分子ナノ計測においては、ノンプロセッシ
ブなモーター特性の解析は限定的となる。そ
のため，ノンプロセッシブモーター複数個を
集団化しプロセッシブな特性を持たせるため
の技術開発を行った。定量的に集団化を制御
するために，DNAオリガミ技術を用いて長さ
400nm,太さ6nmのロッド形状を作成し、これを
足場としてモーター分子複数個を連結する手
法を新たに開発した。ミオシンXIの集団化の
ための予備実験として、同じくノンプロセッ
シブモーターとして知られている骨格筋ミオ
シンIIを9個から36個まで段階的に集団化さ
せることに成功した。また，1分子イメージン
グにより，9個以上が集団化したミオシンII
がプロセッシブに運動するのが確認できた。
今後は本手法をミオシンXIに適用し，実際の
オルガネラ輸送で想定される複数のミオシン
が共同的に力発生している状況でのモーター
特性の解析につなげていく。 
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