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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナにおいて8種のアクチンアイソフォームが，13種のミオシンXIアイソ
フォームと4種のミオシンVIIIアイソフォームと相互作用することにより高度に制御されたアクチン輸送ネット
ワークを構築している。in vitroの系を主として用いて，シロイヌナズナにおけるアクチンネットワーク構築機
構の解明を目的として研究を進めた結果、それぞれのミオシンアイソフォームは異なるアクチンアイソフォーム
に対して、異なる触媒効率、運動速度を示した。このことは8種のアクチンアイソフォームはそれぞれのミオシ
ンに関して異なる機能を有しており、それにより複雑なアクチン輸送ネットワークを構築している可能性を示唆
する。

研究成果の概要（英文）：In Arabidopsis thaliana, eight actin isoforms interact with 13 myosin XI 
isoforms and four myosin VIII isoforms to form a highly regulated actin transport network. The 
results in  this research showed that each myosin isoform showed different catalytic efficiencies 
and different velocities when using different actin isoforms. This suggests that the eight actin 
isoforms have different functions with respect to each myosin.

研究分野： 植物生理学

キーワード： ミオシン　アクチン　分子モーター　原形質流動　シロイヌナズナ　植物細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物細胞ではアクチン繊維と呼ばれる「レール」の上を、ミオシンと呼ばれる「列車」が「貨物」をひきつれて
動くことにより物質輸送が行われている。輸送機構の詳細が解明できれば植物の増産に寄与できる。植物細胞内
でのレールや列車の種類が多いことが知られているが、の理由はよくわかっていなかった。本研究により列車は
それぞれのレールを好むことにより様々な物質を輸送していることが示唆された。

※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 
アクチン繊維はすべての真核生物に普遍的に存在する細胞骨格である。動物細胞においてアク
チン繊維は筋収縮、細胞質分裂等の力発生を主な機能としており、微小管が細胞内輸送レールと
しての機能を主に担っている。一方，植物細胞ではアクチン繊維が細胞内輸送レールとしての機
能を主に担っている。極性が揃った原形質流動レールの上で植物のミオシン XI は小胞体に結合
しながら単一方向（プラス端方向）に運動する。これにより原形質流動とよばれる一定方向の流
れが生じる。植物細胞におけるアクチン繊維の機能として「原形質流動レール」がよく知られて
いるが植物細胞内のアクチン繊維のもう１つの重要な機能として、様々な物質を特定の出発地
点から特定の目的地点に運ぶ「専用輸送レール」がある。この 2 つの機能をシロイヌナズナでは
8 種類のアクチンアイソフォームと 13 種類のミオシン XI アイソフォーム、4 種類のミオシン
VIII アイソフォームが行っている。しかし、これらのアクチン、ミオシンが「原形質流動レー
ル」および「専用輸送レール」をどのような機構で作っているかわかっていない。 
 
２．研究の目的 
(1)「原形質流動レール」の形成機構の解明 
植物細胞において原形質流動のレールの役目を果たしているアク
チン繊維は極性を揃えて配向しているので、一定方向の原形質流動
が生じている。しかし、どのような機構で原形質流動レールのアク
チン繊維が極性を揃えて配向するかはわかっていない。最近のシロ
イヌナズナを用いた遺伝学研究から、ミオシン XI はアクチン繊維
との動的な相互作用により自律的に極性を揃えて配向するとう仮
説が有力となっている。この仮説を検証するために、in vitro の系
で原形質流動を行っている細胞内空間に模した細胞質空間制約を
施し，自律的な極性配向モデルを検証し、原形質流動レール形成機
構に必要な因子を明らかにする（図 1)。 

(2)「専用輸送レール」の検証 
シロイヌナズナにおいては ACT1、ACT2、ACT3、ACT4、ACT7、ACT8、ACT11、ACT12 の
8 つのアクチンアイソフォームが存在する。遺伝学的な研究から、それぞれのアイソフォームは
異なる役割を持っていることが示唆されている。例えば、栄養成長時に高発現している ACT7 と
ACT2 をそれぞれノックダウンすると、前者は主根が短くなり、 後者は根毛が短くなる。生殖
成長時に高発現している ACT1 を栄養成長時に高発現させた変異体は矮性を示し、細胞内のア
クチンフィラメントは異常に束化した構造となる。この変異体に生殖成長時に特異的に発現し
ているプロフィリンまたは ADF を共発現させると表現型が抑制される。この結果はシロイヌナ
ズナの各アクチンアイソフォームは特異的なアクチン結合タンパク質(ABP)をもち、特異的ABP
との相互作用により機能を発揮することを示唆している。シロイヌナズナのアクチンアイソフ
ォーム間で ABP に対する反応特性が異なっていることは、最近、プロフィリンを用いた生化学
実験によって明らかになった。しかし，アクチン繊維上を運動することによりオルガネラや小胞
の輸送において主要な役割を果たしているミオシンと各アクチンアイソフォームとの関係性に
関する知見はほとんどない。一方、アクチン、ミオシンの研究が進んでいる動物細胞においては
ミオシンアイソフォームのアクチン繊維に対する選択的結合性が報告されている。例えば，ミオ
シン I は移動する細胞の先端に局在し，ミオシン II は後端に局在する。また，動物の非筋細胞
ではβ、γアクチンの 2 つのアイソフォームがあるがその細胞内局在は違う。これらのことを
考えあわせると、植物細胞において、そ
れぞれのアクチンアイソフォームは，そ
れぞれのミオシンアイソフォームに対
して親和性の違いを持っており，これに
より、それぞれのミオシン尾部に特異的
に結合する輸送小胞，オルガネラの専用
レールとして機能しているモデル（図
2）が考えられる。このモデルを検証す
るために。アクチンアイソフォームごと
にミオシン XI の触媒効率や運動速度の
特異性の有無を検証することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1)「原形質流動レールの形成機構の解明」と(2)「専用輸送レールの検証」のどちらも生化学的
に精製したシロイヌナズナのミオシンアイソフォームとアクチンアイソフォームを用いるが、



 

 

植物から精製する方法では、それぞれのミオシンアイソフォームおよび、それぞれのアクチンア
イソフォームを実験に必要な純度と量を得ることは現実的に不可能である。そこで，昆虫培養細
胞を用いた系でシロイヌナズナのアクチンアイソフォームとミオシンアイソフォームを発現さ
せ、Ni-NTAおよび Flag-tagにより精製した。昆虫培養細胞の内在性のアクチンの共重合による
コンタミを防ぐため、アクチンの精製は連携研究員の早稲田大学の上田教授が開発したアクト
チモシン法を用いた。(1)のアッセイ系で使用する植物細胞の細胞質領域を模倣する様々な形状
の基板は連携研究員の北陸先端大学平塚准教授が作製した。アッセイは蛍光顕微鏡下で行った。
(2)のアッセイ系としてシロイヌナズナの 3 種のミオシンアイソフォーム と 4 種のアクチンア
イソフォームとの間でのアクチン活性化 ATP 分解活性により触媒効率求め、さらに蛍光顕微鏡
下での in vitro 運動アッセイで運動速度を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)原形質流動レールの形成機構の解明 
通常の in vitro 運動アッセイにおいてはミオシンはガラス基板に貼り付けた抗体やビオチン
化 BSAを介して行うが、本実験系では光固化樹脂 Noa61 を基板として用いる。そのため、抗体や
ビオチン化 BSAの塗布率が低く、実験系の開発に手間取った。当初はビオチン化 BSAを用いたが
光固化樹脂 Noa61 には c-myc 抗体の方が効率が良いことがわかった。また、微小リングの溝に空
気が溜まったが、これについては最初にエタノール灌流することにより改善した。細胞表層の細
胞質領域を模倣した円環状の基板をつくり、そこにシロイヌナズナのミオシン XI の 1 つである
ミオシン XI-2を c-myc 抗体を介して貼り付け、そこに ATPとともに蛍光アクチン繊維を導入し 
蛍光顕微鏡で蛍光アクチンの運動を観察、ビデオ録画した。なお，植物細胞では小胞体に結合し
たミオシン XI がアクチン繊維と相互作用しながら運動して
いるが、この系ではミオシン XI は基板に固定されているので
アクチン繊維が運動する。原形質流動レールのアクチン繊維
は束化している。そこで、高分子メチルセルロースによる浸
透圧効果によりアクチン繊維を束化した。束化が進むととも
に運動方向は揃い始め、最終的には運動方向は単一方向にな
った。興味深いことに単一方向になったアクチン繊維の極性
は反時計方向の運動が圧倒的に多かった。しかし、実験系が
不安定であり、定量化するまではいたっておらず、実験系の
確立が今後の課題である。 

(2)専用輸送レールの検証 
シロイヌナズナにはミオシン XI が
13 種類あるがそれらのモータ性質は
わかっていない。そこでまず、それら
を明らかにした。花粉特異的に発現
しているミオシンXIは原形質流動を
行うなどユビキタスに発現している
ミオシンXIと比べ高速であることが
わかり、ミオシン XI の機能分担が明
らかになった（図 4）（2018,Haraguchi 
et al. Plant Cell Physiol）。また、シロイ
ヌナズナのアクチンアイソフォーム
と ACT2 と ACT7 は細胞内の局在が異なっていることがわかった (2018, Kijima et al. Sci Rep)。
これらの結果は、シロイヌナズナにおいて 17 種のアクチンアイソフォームおよび 8 種のアクチ
ンアイソフォームは機能分担していることを示唆する。 
 次にシロイヌナズナのアクチン
アイソフォームがミオシン XI お
よびアクチン VIII アイソフォー
ムに対して専用レールとして機能
するか検証を行った。シロイヌナ
ズナの 3 つのミオシン，すなわち，
ATM1（クラス VIII ミオシン），
MYA2（クラス XI ミオシン），XI-
B（クラス XI ミオシン）について，
酵素活性および運動活性をシロイ
ヌナズナのアクチンアイソフォー
ム（ACT1，ACT2，ACT7）と骨格
筋アクチンを用いて測定し，酵素
活性，運動活性に差があるか否か
を検証した。また，骨格筋ミオシ



 

 

ンの酵素活性および運動活性をシロイヌナズナア
クチンアイソフォーム（ACT1，ACT2，ACT7）
とニワトリの骨格筋アクチンを用いて測定するこ
とにした（図 5）。 その結果，アクチン活性化 ATP
加水分解活性に関して，ATM1，MYA2 および XI-
B は，骨格筋アクチン繊維よりも ACT7 アクチン
繊維に対して高い活性を示した。ACT7 アクチン
繊維を基質として用いた ATM1 の Vmax値は，骨
格筋アクチン繊維を使用した場合に比べて 1.3 倍
であり，ACT7 アクチン繊維を基質として用いた
MYA2 および XI-B MD の触媒効率（Vmax/Km値）
は，骨格筋アクチン繊維を使用した場合に比べて 1.4倍および 1.2倍であった。一方，ACT2 ア
クチン繊維を基質として用いた ATM1 MD の Vmax値および ACT1 と ACT2 アクチン繊維を用
いた MYA2 および XI-B MD の Vmax/Km値は骨格筋アクチン繊維を基質として使用したときよ
り低かった。以上のように，シロイヌナズナのミオシンの酵素活性はシロイヌナズナのアクチン
アイソフォームを用いたときは，骨格筋アクチンを用いたときと異なることがわかった。また、
シロイヌナズナのアクチンアイソフォーム間であっても触媒効率には差があり（図 6)、ミオシ
ンの運動速度もアクチンアイソフォームによって異なっていた(2018,Rula et al. Biochem Biophys 
Res Commun）。これらの結果と植物細胞内におけるアクチンアイソフォームの局在の違いから、
シロイヌナズナの 8 種のそれぞれのアクチンアイソフォームは、ミオシンに関して異なる機能
を有しており、これを通して、シロイヌナズナ細胞内では複雑なアクチン輸送ネットワークを構
築している可能性が示唆された。ただ、ゼニゴケのミオシン XI がシロイヌナズナの細胞内で
MYA2 の機能を代替できることを示す結果も得られており（2020, Duan et al. Plant J）、また、上
記の in vitro での実験では、植物ミオシンはどのアクチンアイソフォームにおいても「ある程度
の酵素活性、運動速度を示す」ことから、植物のミオシンは、どのアクチンアイソフォームであ
っても「基本的な機能」は発露しうることもあわせて報告する。 
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