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研究成果の概要（和文）：　ビリンは動植物に保存されたカルシウムイオン感受性アクチン結合蛋白質で、アク
チン繊維の束化、切断、重合・脱重合など、多様なアクチン修飾活性を持つ。しかし、植物ビリンに関する研究
は被子植物に限られており、特に、その多機能性に注目して植物細胞における役割を調べた例は無い。
　基部陸上植物の苔類であるゼニゴケにはビリン遺伝子が1つ存在し、その破壊株では、強光によって誘導され
る葉緑体の逃避反応の開始が遅くなった。また、葉状体が光に対して平坦に成長する異常が見られた。ゼニゴケ
ビリンは、葉緑体近傍に局在して、その細胞内分布を制御するだけでなく、光に依存した器官の形態形成にも関
与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：   Villin is a calcium-sensitive actin-binding protein conserved in plants 
and animals, which possesses multiple actin-modifying activities to polymerize, depolymerize, sever,
 and bundle actin filaments. However, intracellular functions of plant villins have been studied 
only in angiosperms, and the roles of multiple activities have been scarcely understood.
   We found that the liverwort Marchantia polymorpha, one of the basic land plants, harbors one 
villin gene. In the knocked-out plants, light-induced chloroplast avoidance response was 
significantly retarded. Unexpectedly, the thalli of the knocked-out plants exhibited more flattened 
growth to light.
   Marchantia polymorpha villin is localized in the vicinity of chloroplasts to regulate their 
intracellular distribution patterns, and moreover, may also be involved in the photomorphogenic 
responses of organs.

研究分野： 植物細胞生物学

キーワード： ビリン　葉緑体運動　ゼニゴケ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで被子植物でしか研究されていなかったアクチン結合蛋白質ビリンの苔類ゼニゴケにおける役割を解析
し、被子植物で提唱してきた葉緑体の細胞内分布の制御、特に葉緑体のアンカー状態からの解除を誘導する可能
性を確認し、ゼニゴケビリンが葉緑体近傍に局在することも明らかにした。さらに、遺伝子破壊株の葉状体の成
長パターンに異常が認められたことから、光に依存した器官の形態形成という高次の現象において、植物ビリン
が機能する可能性を示した。

※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 
ビリンは小腸微絨毛において発見されたカルシウムイオン感受性のアクチン結合蛋白質で

（Bretscher and Weber 1979、Matsudaira and Burgess 1979）、動植物に広く保存されている。アクチ
ン繊維の束化、切断、キャッピング、重合・脱重合など、アクチン細胞骨格の構築変化に直接関
わる多様な活性を持ち、それらがカルシウムイオン濃度、リン脂質結合、リン酸化などによって
制御される（Khurana and George 2009、Huang et al. 2015）。動物では主に上皮系組織に発現し、細
胞の遊走、成長因子に依存したシグナル伝達、アクチン細胞骨格の再編成による細胞の浸潤に関
わることが示唆されている（Athman et al. 2005、Khurana and George 2009）。一方、植物では組織、
器官を問わず普遍的に発現することから（Klahre et al. 2000）、基本的かつ重要な細胞機能の制御
に関わると予想されている。シロイヌナズナの 5 つのビリン分子種（AtVLN1-5）を中心に、多
面的な解析が進められている（Huang et al. 2015）。 
我々は、特定の環境条件下で葉緑体を特定の位置に保持することを介して光合成の最適化に

寄与する葉緑体アンカーの仕組みを研究している（Takagi et al. 2009）。葉緑体が表層細胞質中で
アクチン繊維によってアンカーされていること、カルシウムイオン濃度の上昇が、アクチン繊維
の切断/脱重合と共に葉緑体のアンカー状態からの解除を誘導することなどを示し（Takamatsu 
and Takagi 2011、Sakai et al. 2015）、葉緑体脱アンカーが環境変化に応じた葉緑体の分布変化に不
可欠の初期過程であることを提唱した（Sakai and Takagi 2017）。 
環境変化に伴う細胞質カルシウムイオン濃度の上昇を受けてアクチン繊維の切断/脱重合をひ

き起こし、葉緑体脱アンカーを導く因子としてビリンに注目した。これまでに、ホウレンソウ
135-kDa ビリン様蛋白質、シロイヌナズナ AtVLN2 が葉緑体外包膜に局在し、葉緑体近傍のアク
チン構築をカルシウムイオン依存的に不安定化して脱アンカーをもたらすこと、一方で、ホウレ
ンソウ 120-kDa ビリン様蛋白質、シロイヌナズナ AtVLN4 がアクチン繊維束を安定化して葉緑
体アンカーに寄与することを示唆する結果を得ている。 
これまでの植物ビリンの機能解析は被子植物に限られ、それら以外の系統の植物における知

見は無い。我々は京都大学・河内孝之教授グループとの共同研究により、基部陸上植物であるゼ
ニゴケが単一のビリン様遺伝子を持つことを見出し、研究を開始した。ゼニゴケビリンが葉緑体
の細胞内分布の制御に関与するか、また、植物アクチン細胞骨格の普遍的制御因子と考えられる
ビリンが、ゼニゴケの環境応答反応においてどのような役割を果たすのかについて検証する。 
 
２．研究の目的 
ゼニゴケビリン遺伝子（MpVLN1）の破壊株において、葉緑体の細胞内分布がどのような影響

を受けるのかを明らかにする。MpVLN1 可視化株を作製し、細胞内局在を解析する。特に、葉緑
体近傍にどのように局在するかを明らかにする。葉緑体の細胞内分布以外の現象について、遺伝
子破壊の影響を解析する。植物ビリンの細胞内機能についての研究は、アクチン繊維の束化活性
に注目したものがほとんどで、花粉管や根毛など、太いアクチン繊維束を持つ細胞に限られる。
ビリンの多機能性に裏づけられた、環境変化のシグナルをアクチン細胞骨格に伝える局面での
解析を行なう。 
 
３．研究の方法 
(1) ゼニゴケビリン様遺伝子の同定、遺伝子破壊株、相補可視化株の作製 
シロイヌナズナ AtVLN2 の遺伝子配列を元に、京都大学ゼニゴケ遺伝子データベースを用い

て BLAST 解析を行ない、MpVLN1 を同定した。 
Sugano et al.（2014）に従って、MpVLN1 のゲルゾリン 1 ドメインと推測される塩基配列内に

ガイド RNA を設計し、CRISPR/Cas9 法により遺伝子破壊株を作製した。 
MpVLN1 の上流約 6 k bp の配列を自己プロモータとし、MpVLN1 コーディング配列、蛍光蛋白

質（tagRFP もしくは tdTomato）をつないだコンストラクトを遺伝子破壊株に導入、相補可視化
株を作製した。 
 
(2) 葉緑体光定位運動の解析 
約 1 ヶ月育てた G1 世代の葉状体から無性芽（G2 世代）を 3 日間連続白色光下で育てた。こ

の際、無性芽は杯状体の下の方から選ぶとともに、極端に大きい、または小さい無性芽は避けた。
その後、24 時間青色光下（青色 LED MIL-B18、光源コントローラー MIL-C1000T、470 nm、約
60 µmol/m2/sec）で育てた。G2 葉状体をスライドガラスにマウントし、青色強光（青色 LED ISL-
150X150-HBB、CSS、470 nm、約 190 µmol/m2/sec）、22℃で 0、30、60 分間処理した。観察には
共焦点顕微鏡（LSM710 ZEN、ZEISS）を用い、葉状体の先端から 2-3 列目の細胞を選択した。
また、相補可視化株を用いて、蛍光シグナルの局在を共焦点顕微鏡により解析した。 

 
４．研究成果 
(1) ゼニゴケビリン様遺伝子の同定 
シロイヌナズナ AtVLN2 の遺伝子配列を元に、京都大学ゼニゴケ遺伝子データベースを用い



て BLAST 解析を行なったところ、6 つのゲルゾリンドメイン、C 末端のヘッドピースドメイン
を持つ典型的なビリン様遺伝子配列が 1 つ見つかり、MpVLN1 と命名した。CRISPR-Cas9 法によ
りジーンターゲッティングを行ない、2 系統の MpVLN1 破壊株を得た。そのうち一方の破壊株
に、自己プロモータによって MpVLN1 と蛍光蛋白質との融合遺伝子を発現させた相補可視化株
を作製した。 
 
(2) 葉緑体光定位運動の解析 
野生株、遺伝子破壊株、相補可視化株において、青色強光によって誘導される葉緑体逃避反応

を解析した。無性芽から連続白色光下で 3 日間育てた後、青色光（470 nm、約 60 µmol/m2/sec）
を 24 時間照射して集合反応を誘導した葉状体に、青色強光（約 190 µmol/m2/sec）を連続照射し、
共焦点顕微鏡により観察した。逃避反応は葉緑体占有率（細胞上面に存在する葉緑体の面積の総
和 / 細胞上面の面積）によって評価した。 
全ての株において、青色強光照射開始時の葉緑体占有率は約 65%で、有意差は無かった。野生

株および相補可視化株では、青色強光照射 30 分で葉緑体占有率が約 56%へ有意に減少したが、
遺伝子破壊株では有意な変化は見られなかった。野生株および相補可視化株では、青色強光照射
30 分間以内に逃避反応が開始したが、遺伝子破壊株では開始しなかったと考えられる。遺伝子
破壊株では、青色強光照射 60 分において葉緑体占有率が約 57%へ有意に減少したことから、青
色強光照射 30-60 分間に逃避反応が開始したと考えられる。以上より、MpVLN1 は逃避反応の開
始に寄与することが示唆された。 
相補可視化株の葉状体において葉緑体集合反応を誘導した際、蛍光シグナルは葉緑体の周縁

部に局在しており、特に葉緑体同士が隣接する細胞質部分に蓄積していたが、葉緑体が存在しな
い細胞質部分には検出されなかった。MpVLN1 は集合反応時に葉緑体間に局在することが示唆
された。 
 
(3) 葉状体の成長様式 
野生株および相補可視化株の葉状体は光の入射方向に向かってV字型に成長したのに対して、

遺伝子破壊株の葉状体は平坦に成長した。10 日間育てた葉状体を横から撮影して測定した、培
地表面に対する葉状体の角度は、野生株の約 43°に対して、相補可視化株は約 36°で有意差は無
く、遺伝子破壊株では約 24°と有意に低下していた。仮根を観察すると、野生株および相補可視
化株の仮根は太く、多くが地上部（培地上）に存在して葉状体を支えていたのに対し、遺伝子破
壊株の仮根は細く、多くが寒天培地中に存在していた。 
相補可視化株の無性芽および葉状体を共焦点顕微鏡で観察すると、細胞膜を裏打ちするよう

な蛍光シグナルが植物体全身で観察された。特に、無性芽では仮根原基で、葉状体では仮根の先
端やカロース栓様の構造で強いシグナルが検出された。仮根では繊維状のシグナルも観察され
た。以上より、MpVLN1 は仮根の先端成長を介して葉状体の成長様式の制御にも関与すること
が示唆された。 
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