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研究成果の概要： 
 アクチンミオシン系の力発生において、アクチンフィラメントは線路として機能する一方、

その協同的構造変化も何らかの重要な機能を果たすと考えられている。一般に協同的構造変化

の機能の解明には、優性変異の解析が有力な研究手段となる。そこで An and Mogami (1996)が
同定した 10個の優性変異アクチンについて、われわれ独自のアクチン発現系を用いて６変異の
精製に成功し機能解析を行った。その結果、４変異は重合に、２変異は Ca2+依存的な協同的ス

イッチ機構に異常があることを発見した。さらにグリシンスキャニング法（後述）により、新

たに５個の優性変異アクチンを同定した。 
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１．研究開始当初の背景 

 アクチン・ミオシン系による力発生は、ミ
オシンがアクチンフィラメントと結合し、ミ
オシンのレバーアーム領域が角度変化するこ
とで力が発生するという「レバーアーム説」
が有力である。この説によれば、アクチンフ
ィラメントの機能はミオシンと結合してリン
酸の解離を促進するとともに、それに引きつ

づくパワーストロークの足場を提供するだけ
であり、単なる受動的な構造要素にすぎない
という考え方も成り立つ。しかし、ある種の
化学修飾アクチンフィラメントは、ミオシン
と結合してそのリン酸解離を促進できるにも
かかわらず、全く運動活性をもたない (Honda 
et al., 1997; Kim et al., 1998)ので、アクチンフ
ィラメントには、単なる受動的構造を超えた
機能があることは明らかである。さらに別の
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化学的改変アクチンは、正常なアクチンと共
重合するとフィラメント全体の運動能を失わ
せるという(Schwyter et al., 1990; Prochniewicz 
et al., 1993)。これらの修飾アクチンは、同一
フィラメント中に存在する正常アクチンの機
能も阻害してしまうことから、フィラメント
内の複数のサブユニットが協調して構造変化
することが力発生に重要であることを示唆し
ている。また ATP存在下でミオシンが結合す
ると、アクチンフィラメントの構造が変化し
て柔らかくなること  (Fujime and Ishiwata, 
1971; Yanagda et al., 1984)や、ミオシン１分子
の結合が複数のアクチンサブユニットの構造
を変化させることも示されている (e.g., 
Oosawa et al., 1972)。さらに、アクチンフィラ
メントが複数の構造状態をとり得ることは、
電子顕微鏡観察により実証されている(Galkin 
et al., 2001)。したがって、ミオシンとアクチ
ンフィラメントの相互作用は、ミオシンのリ
ン酸解離を促進し力発生の足場を提供するだ
けではなく、力発生に不可欠な未知の現象を
引き起こすと考えられ、この現象はアクチン
フィラメントのサブユニット間の協調的な構
造変化を介するものである可能性が高い。し
かしそうした構造変化の実体や具体的機能は
全く未解明であった。 
 
２．研究の目的 
 こうした現象の分子機構を解明すること
は、アクチン・ミオシン相互作用の重要な未
解明部分に光をあてるうえで大きな意義が
あるのみならず、レバーアーム説を超える新
たな力発生機構の提唱につながる可能性も
あり、運動タンパク質の研究における最重要
なフロンティアの一つであると考えられる。
そこで本研究課題では、分子遺伝学な手法に
より生成した変異組換えアクチンを様々な
手法を用いて多角的に解析し、アクチンフィ
ラメントの構造変化と、力発生におけるその
動的機能を解明することを目的とする。 
 アクチンの機能解明のためには、アクチン
そのものに人為的な改変を加えてその効果を
検証するというアプローチが必須である。蛋
白質の人為的改変法としては、低分子化合物
によるアミノ酸側鎖の修飾や架橋、あるいは
酵素によるペプチド結合の限定的な切断など
の化学的な方法と、遺伝子工学的な改変法が
用いられている。このうちアクチンの化学的
改変に関しては上述のようにいくつかの先行
研究があり、アクチンの動的な機能を示唆す
る重要な成果が得られている。しかし化学的
改変法には改変できる部位に大きな制約があ
るため、重要な現象を発見し、その詳細な分
子機構を追求する手法としては不十分であり、
遺伝子工学的なアプローチが待たれていた。 
 しかし、組換え変異アクチンの精製には技
術的な困難があった。というのは、アクチン

は大腸菌内ではフォールドできず、一方、真
核細胞から発現・精製する際に内在性のアク
チンと区別するために His や FLAG タグを融
合すると、融合蛋白質が凝集しやすくなって
しまうため、機能的な組換えアクチンを十分
量回収することが困難である。これに対して
Joelら(2004)は、昆虫細胞でタグのない骨格筋
アクチンを過剰発現し、機能のあるものを精
製することに成功した。しかしこの系では、
翻訳後修飾が正常か未確認であり、内在性の
アクチンの混入を防ぐ手段がないという問題
がある。また、アクチンフィラメントが転写
や翻訳にも関与するという報告があることを
考えると、強い細胞毒性をもつ変異アクチン
を発現できるかも未知である。一方私は、本
研究課題の応募を念頭に効率的なアクチン発
現系の開発に取り組み、安価に大量培養が可
能な細胞性粘菌において、外来アクチン遺伝
子を非重合条件で発現させ、内在性アクチン
から単離・精製することに成功した。そこで、
この組換え変異アクチン発現系を利用して、
アクチン・ミオシン相互作用におけるアクチ
ンの役割と、アクチンサブユニット間の協調
的な構造変化の機能解析を行うことを本研究
の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) An and Mogami (1996)は、増殖には必須で
はないショウジョウバエの間接飛翔筋アク
チンを利用して、多数の変異アクチンアリー
ルを同定した。この研究で同定された変異ア
クチンの中には、フィラメントの重合を阻害
することなく飛翔能を優性に阻害する（正常
アクチンと共重合して飛翔能を阻害する）も
のもある。これらは、共重合した野生型アク
チンサブユニットの機能も阻害してしまう
ことから、複数のサブユニットが関与するフ
ィラメントの協同的な構造変化を妨害して
フィラメント全体の運動機能を障害してい
る可能性が高く、特に興味深い。しかしショ
ウジョウバエの間接飛翔筋から、生化学的解
析に必要な量の変異アクチンを単離精製す
ることは現実的ではない。そこで本研究課題
では、それらの変異アクチンを上述の新規組
換えアクチン発現系を用いて発現・精製し、
その詳細な in vitro 機能解析および構造解析
を行う。 
 解析手法としては、ATPase 活性測定や in 
vitro運動アッセイのほか、すでに報告されて
いるアクチンフィラメントの協同的構造変
化の有無を観測し、運動機能の有無と協同的
構造変化の有無を関連づける。また、研究分
担者は最近、急速凍結レプリカ試料の高分解
能電子顕微鏡像に対して画像解析を施すこ
とにより、個々の蛋白質分子の形状やドメイ
ン構造を決定する手法を確立した。そこで、
野生型アクチンフィラメントや変異アクチ



 

 

ンフィラメントをミオシンと相互作用させ、
運動機能の有無と関連する構造的な差異、と
くに協同的構造変化の差異についての検出
を試みる。以上の解析を通じて、運動機能に
必要なアクチンフィラメントの協同的構造
変化の基盤的知見を確立することを目指す。 
 なお、骨格筋のアクチンフィラメントはト
ロポニン・トロポミオシンを結合しており、
サブ µMの Ca2+存在下で協同的な構造変化を
起こし、収縮が開始される。したがって最上
らが単離した優性の変異アクチンの一部は、
こうした協同的Ca2+スイッチ系に障害がある
可能性もある。そこで、in vitro運動アッセイ
において正常に運動する優性変異アクチン
については、 トロポニン・トロポミオシン
系の存在下でCa2+スイッチの異常についても
検討する。 
(2) 一方 An and Mogamiのスクリーニングは
飽和していないので、すべての重要残基が同
定されているとは考えにくい。そこで本研究
課題では、新しい優性変異アクチンの探索も
あわせて行う。ただしわれわれの実験系でア
クチン機能に関する遺伝学的選択を行うこ
とはできないので、部位特異的な変異法とラ
ンダム変異法の中間的な手法をとる。すなわ
ち、蛋白質の構造変化や柔軟性にはグリシン
残基が重要であることを考慮し、アクチン中
に存在する 29 個のグリシン残基を個別に部
位特異的置換変異させた変異シリーズを作
成（グリシンスキャニングとよぶ）し、これ
らを発現・精製して、フィラメント重合を阻
害せずに運動機能を優性に阻害するものを in 
vitroで選択する。こうしてえられた新規優性
変異アクチンは、ミオシンによる力発生に必
要な構造変化に障害があるものである可能
性が高いので、これらついても上記と同様に
詳細な in vitro構造・機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) われわれの新規組換えアクチン発現系を
用いて、An and Mogamiがショウジョウバエ
の間接飛翔筋を用いて同定した 10 個の強い
優性変異アクチンのうち、6 変異アクチンの
精製に成功し、それらの生化学的解析を行っ
た。以下にその結果を要約する。 
① G63D. この変異アクチンは、すべての条
件下(ファロイジン存在下も含む)でほとんど
重合しなかった。しかしピレン標識野生型ア
クチンとゲルゾリン存在下の重合速度の測
定から、G63D アクチンは、それ自身では重
合できないものの、共存する野生型アクチン
の重合速度等に影響を与えることが明らか
となったので、これがハエ筋肉における優性
阻害の原因であろうと推察した。 
② G156D, G156S, G268D. これらの3変異ア
クチンは、温度感受性の重合を示した。とく
に 37 度で重合条件においた標品を電子顕微

鏡観察したところ、フィラメントではなく多
量のアグリゲーションが見られ、正常はフィ
ラメントと絡まったアグリゲーションの像
も得られたので、重合条件におけるこうした
変性物の生成が、優性阻害の原因になってい
るのではないかと推測した。 
③ R95C. この変異アクチンの重合能は正常
で、またローダミンファロイジンラベル後、
ウサギ骨格筋HMMによる in vitro運動アッセ
イを行ったところ、正常な運動能を示した。
しかし骨格筋トロポニン・トロポミオシン存
在下で運動の Ca2+感受性を調べたところ、
50%活性化に必要な pCaが野生型アクチンよ
り 0.33低濃度側にずれていた。ショウジョウ
バエの筋肉中と同じように 3倍量の野生型ア
クチン存在下でも 0.2 程度の pCa低下が見ら
れたので、これが優性阻害の原因であろうと
推測した。1:3 共重合フィラメントにおける
pCa の低下は、Ca2+スイッチにおける協同的
構造変化の重要性を示している。 
④ E226K. この変異アクチンも正常な重合
能と運動能を示したが、トロポニン・トロポ
ミオシン存在下で運動では、R95C とは逆に
高濃度のCa2+存在下でも全く運動しなくなっ
ていた。また 1:3 共重合フィラメントにおい
ては、pCa の増加が見られ、これが優性阻害
の原因であろうと推測した。 
⑤ G301D, G302D, Q353@, W356@ (@: stop 
codon). これらは、われわれの新規組換えア
クチン発現系を用いても全く発現が見られ
ず、したがって精製・解析ができなかった。
mRNAのレベルは正常だったので、翻訳後の
問題、たとえばフォールディング異常や何ら
かの理由による過剰な分解などが原因とし
て考えられる。 
 以上のように、精製できた 6変異アクチン
について、それぞれ優性阻害の原因となりそ
うな機能欠陥を見出すことができた。この結
果については、現在論文投稿準備中である。 
 しかし期待に反して、トロポニン・トロポ
ミオシン非存在下で、アクチンフィラメント
の協同的構造変化の重要性を示す成果を得
ることができなかった。ただし、精製できな
かった 4変異の中にその点で興味深いものが
含まれている可能性は残されている。特にア
クチンの C末端付近は、フィラメント中で隣
接するアクチンサブユニットと相互作用す
ることが知られており、その意味では、
Q353@と W356@には期待がもてる。そこで
これら 4 変異の発現精製と解析については、
今後も他の発現系を用いて再挑戦したいと
考えている。 
(2) 一方で、An and Mogamiの遺伝学的スク
リーニングは全く飽和していないと考えら
れるので、新たな優性阻害型変異アクチンの
同定・解析にも着手した。全くランダムな変
異ライブラリーから優性阻害型の変異を効



 

 

率よくスクリーニングする手法を案出する
ことができなかったので、協同的構造変化に
はグリシン残基が重要であろうと推測し、グ
リシン残基に標的を絞った網羅的スクリー
ニング(グリシンスキャニングと命名)を行う
こととした。具体的には、アクチン中で保存
された 29 個のグリシン残基を個別にあるい
は適宜クラスター化してバリンに置換した
変異アクチン遺伝子シリーズを作成し、これ
らを個別に、栄養要求性を選択マーカーとし
て酵母菌に導入した。現在までに 25 個のグ
リシンについて解析済みであるが、このうち
増殖を顕著に阻害する変異アクチン遺伝子
として、 G13/15V, G36V, G74V, G146V, 
G156/158V の 5 個を同定した（ただし
G156/G158については、どちらか一方で優性
阻害型になるのかどうかは未知）。 
 現在、これら優性阻害型アクチンを発現精
製し、ショウジョウバエ由来のものと同様な
解析を進めているところであるが、すでに
G146Vアクチンは、単体（トロポニン・トロ
ポミオシン非存在下）で、骨格筋 HMMに対
して顕著な運動阻害を示すことを発見して
いる。しかしこの変異アクチンは、ミオシン
Vに対しては完全に正常な運動能を示し、ミ
オシンクラス特異的な運動阻害が認められ
た。これはミオシンのクラスによって主たる
力発生機構が異なる可能性を示すもので、現
在、速度論的解析を含めた実験を行っており、
論文投稿の準備を進めている。G146V以外の
優性阻害型変異アクチンについても、順次精
製と運動アッセイを行い、論文としてまとめ
る予定である。 
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