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研究成果の概要：植物細胞に特異的に発現しているミオシンの一つであるクラス VIIIミオシン
の機能を、タバコ培養細胞 BY-2 を実験材料として用い解析を行った。間期の細胞では、ミオ
シン VIIIのドット状シグナルが細胞質中に観察され、分裂期になると紡錘体の両極、そして細
胞版に集積した。また BY-2細胞からこのミオシンを部分精製して、in vitro運動再構成系によ
って滑り活性を解析した。その結果、このミオシンも運動活性を有することが示唆された。
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１．研究開始当初の背景

ミオシンは、ATPの加水分解エネルギーを使

ってアクチン繊維上を滑る、あるいは動くモ

ータータンパク質であり、重鎖と軽鎖の2種の

サブユニットから構成されている。重鎖サブ

ユニットは、アクチン繊維結合部位とATPase

活性部位から成るモータードメインである頭

部、軽鎖サブユニット結合部位であるネック、

それと尾部の３つの領域から構成されている

(Berg et al. (2001) Mol. Biol. Cell. 12;

780-794)。植物細胞からは、３つのクラスの

ミオシン、VIII、XI、XIIIが同定されている。

その内、高等植物細胞内ではミオシンVIIIと

XIが発現している。更にシロイヌナズナにお

いては、ミオシンVIIIでは４、ミオシンXIで

は１３のアイソフォームの存在が確認されて

いる(Julie Lee and Liu (2004) Plant

Physiol. 136; 3877-3883)。ミオシンXIに関

しては、テッポウユリ花粉管とタバコ培養細

胞BY-2から生化学的に単離され、in vitro運
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動再構成系においてアクチン繊維を滑らせる

運動活性や、アクチン繊維によって活性化さ

れるATPase活性を有し、それらの活性は軽鎖

サブユニットであるカルモジュリンを介して

μMレベルのカルシウムイオンによって抑制

されることが明らかにされている。そしてミ

オシンXIは、原形質流動やオルガネラ輸送に

関与することが示されている(Shimmen and

Yokota (2004) Curr. Opin. Cell Biol. 16;

68-72)。

もう一つのクラスのミオシンであるミオシ

ンVIIIの生化学的あるいは生物物理学的性質

は、全く解析されていない。このミオシンの

重鎖サブユニットの一次構造やドメイン構造

が推測されており、他のミオシンと同様に

ATPase活性部位等を含んだモータードメイ

ンから成る頭部、３から４つのIQモティーフ

を含んだネックと尾部領域から構成されて

いることが推定されている。またシロイヌナ

ズナのミオシンVIIIであるATM1の重鎖に対す

る抗体を用いた免疫蛍光染色法により、この

ミオシンが細胞板やプラズモデスマータ（細

胞間連絡）に集積することが明らかにされて

いる。これらのことから、ミオシンVIIIは、

プラズモデスマータにおいて孔の大きさを

アクチン繊維と相互作用することにより調

節していることが示唆されている(Baluska

et al. (2001) Plant Physiol. 126; 39-

46)。しかし、アクチン繊維を滑らせる、あ

るいは繊維上を滑る運動活性やATPase活性

の有無、それらの調節機構、そして軽鎖サブ

ユニットの組成等全く明らかにされていな

い。そのため、このミオシンが本当にモータ

ータンパク質として機能しているのかどう

かわかっていなかった。このような背景から、

当研究を進めていった。

２．研究の目的
高等植物細胞から、２つのクラスのミオシ
ン、ミオシン VIIIとミオシン XIが同定され
ているが、ミオシン VIIIに関しては、運動活
性などの生化学的あるいは生物物理学的性
質は全く解析されておらず、本当にモーター
タンパク質として機能しうるのか明らかに
なっていない。本研究は、タバコ培養細胞
BY-２を実験材料として用い、ミオシン VIII
の滑り活性の有無を調べることを目的とす
る。また BY-2 細胞は、細胞周期の同調法が
確立している。それぞれの細胞周期における
このミオシンの局在も合わせて調べること
によって、機能解析を行っていく。

３．研究の方法
(1)ミオシン VIII重鎖に対する抗体の作製
既にクローニングしておいたシロイヌナ
ズナのミオシン VIII である ATM1重鎖の遺
伝子を用いて、955Ser~1054Ser までの領域
のN端にHisタグを連結させたコンストラク
トを大腸菌に導入し、リコンビナントタンパ
ク質を発現させて Ni－カラムによって単離
した。なおこの領域は、C端尾部α-コイルド
コイルドメインの C 端下流領域に相当する。
単離したリコンビナントタンパク質を電気
泳動してバンドを切り出し、アジュバンドと
混合したものをウサギに免疫した。抗血清は、
ミオシン VIII調製時において、このミオシン
を含むフラクションを検出する際に使用し
た。また、リコンビナントタンパク質を用い
て、この抗血清からアフィニティー精製した
抗体を免疫蛍光染色法に用いた。
(2) 細胞同調法と免疫蛍光染色法

BY-2細胞は、DNA合成阻害剤であるアフ
ィディコリンと微小管脱重合剤であるプロ
ピザマイドを用いた二段階同調法によって、
細胞分裂期に同調させた。また前前期分裂準
備帯（pre-prophase band; PPB）に着目する
場合には、アフィディコリンのみによる一段
階同調法を行った。同調させた細胞は、パラ
フォルムアルデヒドによる化学固定し免疫
染色した(Yokota et al. (2009) J. Exp. Bot. 
60; 197-212)。なお細胞周期の時期を確認す
るために、抗ミオシン VIII抗体と抗チューブ
リン抗体による２重染色を行った。
(3)BY-2細胞からのミオシン VIIIの単離
細胞から、酵素処理によりプロトプラスト
を調製した。それをホモジェナイザーにより
破砕して、高速遠心、超遠心によって粗抽出
画分を調製した。それにニワトリ胸肉から単
離した F-アクチンを加え、結合した成分を超
遠心によって沈殿に回収した。なおニワトリ
胸肉からの F-アクチンの単離は、小浜の方法
に従い行った（Kohama (1981) J. Biochem. 
90; 497-501）。回収した沈殿を、ATPを含む
溶液で抽出して、大部分のミオシン XI を除
いた。抽出後の沈殿を、更に 0.3 M KClを含
む溶液で抽出して、大部分のアクチン結合タ
ンパク質であるビリンを除去した。その抽出
後の沈殿を、ATPと 0.3 M KClを含む溶液
で抽出し、その抽出画分を、まずハイドロキ
シルアパタイトカラムにかけてミオシン
VIIIを含むフラクションを回収した。それを
更に DEAE-Sephacelイオン交換カラムにか
け、このミオシンを含むフラクションを回収
して、運動活性等の解析を行った。なおそれ
ぞれの単離段階におけるミオシン VIII の検
出は、先述した抗血清を用いたイムノブロッ
トにより行っていった。BY-2細胞のミオシン
XIである175-kDaミオシンに対する抗体は、
重鎖 C 端 100 アミノ酸残基に対する抗体
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（Tominaga et al. (2003) EMBO J. 22; 
1263-1272）を用いた。
(4)in vitro運動再構成系
運動活性は、ガラス表面にミオシンを付着
させた in vitro運動再構成系を用いて解析し
た （ Yokota and Shimmen (1994) 
Protoplasma 177; 153-162）。

４．研究成果
(1)ミオシン VIIIの BY-2細胞における局在
ミオシン VIII である ATM1 の C 端領域に対
する抗体は、シロイヌナズナ幼植物体や BY-2
細胞から調製した粗抽出画分中の、130-kDa
成分と特異的に反応する。この分子量は、
ATM1 の一次構造から推測した値とほぼ一致
する。まずこの抗体を用いた免疫蛍光染色法
により、ミオシン VIII の BY-2 細胞内の局在
を解析した。間期の細胞内では、核周辺（図
１A、矢印）や細胞質糸などの細胞質内に、

図１ 間期と前前期 BY-2 細胞内における
ミオシン VIII（A と B）と微小管（a
と b）の局在

ドット状のシグナルとして観察された。また
細胞膜に、比較的強いシグナルも検出された
（図１A、矢じり）。細胞周期が進行して分裂
前前期になると、微小管の束状構造である
pre-prophase band (PPB)が出現するが（図
１ｂ）、その周辺部や近傍にミオシン VIII が
局在、あるいは集積することはなかった（図
１B、矢じり）。しかし、将来紡錘体の極にな
ると思われる核の両端にミオシン VIII のド
ット状シグナルが集積していた（図１B、矢
印）。分裂前期には紡錘体が形成されるが（図
２a）、その内部にはミオシン VIII のドット
状シグナルは検出されず、両極に集積してい
た（図２A、矢印）。更に分裂が進み、分裂後
期から終期にかけてフラグモプラストが形
成される（図２ｂ、ｃ）。この形成初期には、
既にミオシン VIII の赤道面への集積が起こ

っており（図２B、矢印）、更に発達して細胞
版形成時になると、フラグモプラスト中央部
の赤道面にシグナルが観察された（図２C、
矢印）。この部位には微小管が検出されず（図
２ｃ）、合成されている細胞板に相当する。

図２ 分裂前期から終期 BY-2 細胞内にお
けるミオシン VIII（A、B、C）と微
小管（a、b、c）の局在

(2)ミオシン VIII の単離と運動活性
BY-2 細胞から、ミオシン VIII の単離を試
みた。プロトプラストから調製した粗抽出画
分に F-アクチンを加えて、結合した成分を回
収した。これを、ATP を含む溶液で抽出する
と、ミオシン XI である 175-kDa ミオシン
（Yokota et al. (1999) Plant Physiol. 121;
525-534、Tominaga et al. (2003) EMBO J. 22;
1263-1272）が F-アクチンから解離して超遠
心後の上清に回収されたが、ミオシン VIII
である130-kDa成分はF-アクチンから解離す
ることはなかった。そこで ATP で抽出後の F-
アクチン結合成分を、0.3 M KCl を含む溶液
で抽出したところ、この処理でもミオシン
VIII は F-アクチンから解離しなかった。こ
の後、更に ATP と 0.3 M KCl の両方を含んだ
溶液で抽出したところ、ミオシン VIII が F-
アクチンから解離して、超遠心後の上清に回
収された。このように他の多くのクラスのミ
オシンと同様、確かにミオシン VIII は ATP
に依存して F-アクチンと相互作用するが、他
のミオシン例えばミオシン XI と比較して、
F-アクチンへの結合が強いことが示唆され
た。
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次にミオシン VIII を含む画分をハイドロ
キシルアパタイトカラムにかけ、リン酸バッ
ファーの濃度勾配によって溶出させた。わず
かに含まれていたミオシン XI は、低濃度の
リン酸バッファーによりカラムから溶出さ
れたが、ミオシン VIII は高濃度のリン酸バ
ッファーにより溶出された。このミオシンを
含むフラクションを、更に DEAE-Sephacel イ
オン交換カラムにかけ KClの濃度勾配によっ
て溶出して、ミオシン VIII を含むフラクシ
ョンを回収した。

図３ ミオシン VIII を含むフラクション

図３SS は、そのフラクションの電気泳動染
色パターンを示す。そして、抗ミオシン VIII
抗体によってイムノブロットした結果を、図
３MVIII に示した。抗体と反応する 130-kDa
成分の他に、他の成分も存在しているが、抗
ミオシン XI 抗体と反応する成分は含まれて
いない（図３MXI）。
このフラクションを用いて、in vitro 運動
再構成系により運動活性を解析した。ローダ
ミン-ファロイジンで蛍光ラベルした F-アク
チンが、ガラス表面上を滑るのが観察された。
そして、その速度は0.5～3 μm/sec、平均 1.5
μm/sec であった。前述したように、用いた
フラクションにはミオシン VIII 以外の他の
成分も含まれている。この運動活性がミオシ
ン VIII によるのかを確かめるために、抗体
による免疫沈降法でミオシン VIII の含有量
を減少させ、運動活性を解析した。この免疫

沈降法によって、６０～７０％のミオシン
VIII をフラクションから除くことができた
が、そのようなサンプルではほとんど運動活
性は検出されなかった。またコントロールと
して、抗ミオシン XI 抗体を用いて同様な処
理を行っても、ミオシン VIII 量が減少する
ことも無く、顕著な運動活性が観察された。
これらの結果から、ミオシン VIII にも F-ア
クチンを滑らせる運動活性を有することが
示唆された。
以上が研究期間中に得られた結果である。
ミオシン VIIIの細胞分裂時における局在は、
主に根端を形成する細胞で調べられ、細胞版
に集積することが報告されていた（Baluska 
et al. (2001) Plant Physiol. 126; 39-46）。し
かし、他の分裂装置におけるこのミオシンの
局在等は明らかにされていなかった。BY-2
細胞は、細胞周期を高度に同調させることが
容易であり、本研究では BY-2 細胞にもミオ
シン VIIIが存在することを示し、分裂期に同
調させた細胞内の局在を詳細に解析した。今
まで明らかにされていなかった紡錘体の両
極への集積、初期フラグモプラスト赤道面へ
の集積が明らかになった。ミオシン VIII がプ
ラズモデスマータに局在して、孔のサイズ調
整を行っていることが推測されていた。しか
し、本研究で示したミオシン VIII のドット状
シグナルに関しては、全く着目されていなか
った。このようなシグナルは、Golomb ら
（Golomb et al. (2008) BMC Plant Biol. 8;3,
1-13）が示唆したように、おそらくエンドゾ
ームかと思われる。今後、ミオシン VIII が局
在するドット状構造、あるいはオルガネラの
正体を明らかにする必要がある。
今までミオシン VIII の運動活性は、全く解
析、あるいは報告されていなかった。本研究
によりミオシンVIIIが運動活性を有すること
が、初めて示唆された。今後更に、軽鎖サブ
ユニットの同定と、滑り活性の調節機構を解
明する必要がある。また、滑り活性そのもの
の生物物理学的性質、例えばミオシン XIで明
らかにされたように（Tominaga et al. (2003) 
EMBO J. 22; 1263-1272）プロセッシブなモ
ーター分子であるのか、また発生する力がど
の程度であるのかを一分子計測法などによ
って明らかにしていくことも今後の課題で
ある。これらの解析によって、ミオシン VIII
の更なる細胞内機能が明らかになることが期
待される。
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