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研究成果の概要（和文）：光合成に依存して生活する陸上植物では、葉緑体は弱光には集合し、強光からは逃避
する。その移動機構の詳細は未解明であるが、葉緑体の移動に伴い葉緑体の先端部には移動に特化した葉緑体ア
クチン繊維（cp-actin)が現れる。本研究では、cp-actinは葉緑体外膜に局在するタンパク質（CHUP1）によって
重合されることを生化学的に証明するとともに、CHUP1 C末端側の結晶構造解析から、アクチン重合に必須なア
ミノ酸２箇所を特定し、CHUP1の機能を明らかにした。またcp-actinの消長は非常に速いが、１秒間に８コマの
高速撮影に成功し、葉緑体の移動に伴うcp-actinの挙動が明らかになりつつある。

研究成果の概要（英文）：In most land plants, chloroplasts move towards weak light-irradiated area 
but escape from strong light, although the mechanisms are not well understood. Chloroplast actin 
filaments (i.e., cp-actin filaments) which are specific for chloroplast movement appear at the front
 side of moving chloroplasts. It was shown biochemically that CHUP1 C-terminus polymerizes actin 
filaments in vitro. The precise analysis of crystal structure of CHUP1 C-terminus predicted two 
important amino acids for the actin polymerization. The behavior of cp-actin filaments was analyzed 
by time lapse movie taken by con-focal microscopy.

研究分野：植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
光強度の変動が頻繁かつ大きな環境では、葉
緑体光定位運動は必須の現象で、逃避運動欠
損ナズナは死に至る（Kasahara et al 2002 
Nature）。我々は、葉緑体運動の光受容体は
フォトトロピン（phot）であること（Kagawa 
et al 2001 Science、Sakai et al 2001 PNAS）、
葉緑体運動には葉緑体特異的な cp-actin 繊
維が必須であること（Kadota et al 2009 
PNAS）、さらに cp-actin 繊維の制御因子と
してCHUP1（Oikawa et al 2003 Plant Cell）、
KAC (Suetsugu et al 2010 PNAS) 、
WEB1/PMI2 (Kodama et al 2010 PNAS)を
発見した。一方、柵状組織細胞内で発現して
いる主なミオシン XI 4 種を同時に欠損した
四重変異体では原形質流動は停止し、ミトコ
ンドリアなどのオルガネラ運動は完全に停
止するが、葉緑体運動には全く影響がない
(Suetsugu et al 2010 Plant Signal. Behav)。
ミオシン VIIIも関与していない。従って葉緑
体は他のオルガネラとは異なる機構で動い
ていることが分った。以上の様に、我々は長
年、本研究分野で世界の最先端の立場を保持
してきた。 
 
２．研究の目的 
 cp−actin 繊維は常に、移動する葉緑体の先
端部に構築される。また葉緑体の移動速度は
一般的なアクチン繊維の重合速度とほぼ一
致する。これらの事実から、葉緑体は
cp-actin 繊維の重合力を利用して移動して
いると考えられる。しかし単に cp-actin 繊
維の重合だけでは推進力は生まれない。重合
された cp-actin 繊維が細胞膜など、回りの
構造にアンカーされる必要がある。このアン
カーには、actin繊維と結合能のあるTHRUMIN
１(Whippo et al 2011)や KAC1(Suetsugu et al 
2010)が関与していると考えられる。この他
にも CHIP1(Kong et al 未発表)など CHUP1 と
結合能のある膜タンパク質や共局在を示す
タンパク質も考慮して、cp-actin 繊維の重合
自体が推進力発生源になっていることを立
証する。本研究では、cp-actin 繊維の重合過
程を in vitro 系を使って生化学的に、また
全反射蛍光顕微鏡（TIRFM）、高速原子間力
顕微鏡(高速 AFM)による構造学の面から詳細
に解析し、cp-actin 繊維による葉緑体移動に
おける推進力発生機構を１分子レベルで解
明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
① CHUP1 C 末端の cp-actin 重合能および重
合条件 CHUP1 C 末端側は非常に保存性の高
い配列となっており、アクチン重合を促進す
るプロフィリンが結合するプロリンリッチ
な領域が存在することからアクチン重合に
働くと考えられる。そこでこの部分における
アクチン重合を生化学的に検証する。 
② 結晶解析による機能解析 上記の実験と
平行して結晶構造解析を行う。フォルミン 

FH２は二量体で G-アクチンと結合する。
CHUP1 716-982 ドメインは二量体を形成し、
CHUP1とG-アクチンの結合は既存の事実であ
る(Schmidt von Braun, Schleiff 2008)。そ
こで、G-アクチンとの結合に最適な CHUP1 C
末端の配列範囲を決定し、複合体の結晶化を
進める。結晶構造解析から、アクチン結合に
必須なアミノ酸残基を推定し、これらのアミ
ノ酸に変異を持つ変異体を用いて、アクチン
重合への影響を調べる。 
③ CHUP1複合体構成因子の探索  CHUP1の全
機能を知るためには、CHUP1 複合体の解析が
必須である。遺伝学的解析から既に明らかに
なっている cp-actin 制御因子以外にも、
CHUP1 複合体制御因子の存在が考えられる。
そこでCHUP1-GFP融合遺伝子の形質転換体を
用いて CHUP1 複合体を単離し、LC-MS 解析に
より構成因子を推定する。 
 
４．研究成果 
本研究では、cp-actin 繊維の重合過程を in 
vitro 系を使って生化学的に、また構造学の
面から詳細に解析し、cp-actin 繊維による葉
緑体移動における推進力発生機構を解明す
ることを目的とした。 
 アクチン重合能を持つと予想される CHUP1 
C 末端のアクチン重合に関わる機能解析を中
心に解析を行った。まず、植物アクチンを用
いた生化学的解析からCHUP1-C末端はプロフ
ィリン存在下でアクチン重合能を示すこと
を明らかにした。同様な結果はピレンアクチ
ン系を用いたアクチン重合アッセイでも得
られた(産総研上田太郎博士との共同研究)。
一方電子顕微鏡観察(産総研広瀬博士との共
同研究)により、CHUP1 C 末端は、既存のアク
チン繊維の先端または側面に結合すること、
さらにアクチン繊維切断の活性も示すこと
も観察された。また CHUP1 C 末端の構造・機
能解析から、CHUP1 C末端は二量体を構成し、
G-アクチンとの結合に重要なアミノ酸残基
の変異を導入するとアクチン重合が阻害さ
れ、その変異体では葉緑体光定位運動も顕著
に阻害されることが分かった。以上の結果は、
CHUP1 C 末端の保存領域がアミノ酸配列上の
相同性は見られないにもかかわらず、アクチ
ン重合促進活性を持つフォルミンのFH2ドメ
インに類似の構造と機能を持つことを意味
している。CHUP1 は植物特異的進化の過程で
フォルミンとは独立に作られた、葉緑体運動
に特異的なアクチン重合に関わる核形成促
進因子であることを示唆している。 
  また、CHUP1 の actin 繊維重合機能が CHUP1
の C末端側の結晶構造解析（九州大学生体防
御医学研究所神田大輔教授との共同研究）か
ら明らかになった。さらに構造解析からアク
チン重合、および二量体化に重要と推測され
るアミノ酸も特定され、そのアミノ酸を置換
した CHUP1 C 末端では生化学的なアクチン重
合も見られず、またこれらのアミノ酸置換変
異CHUP1遺伝子の遺伝子導入個体では葉緑体



運動が誘導されないことが生理学的実験か
らも証明された。このことから、葉緑体の運
動推進力は CHUP1 による cp-actin 繊維の重
合が主要因であることが更に裏付けられた。 
 一方、重合された cp-actin 繊維が細胞膜
に固定されていなければ、アクチン重合も葉
緑体を押し出す力にはならない。そのために
は、細胞膜に N末端側で結合し、アクチンの
束化因子である THRUMIN1 が重要な役割を担
っていると考えられる。THRUMIN が青色光照
射によりphot2依存的にリン酸化されること
が in vitro 系で明らかになり（大阪府大徳
富哲特任教授との共同研究）、THRUMIN のリ
ン酸化によって cp-actin 繊維は細胞膜にし
っかり固定され、cp−actin 繊維が重合された
分だけて移動するという、推進力発生モデル
が補強された。青色光を受容して活性化され
た phot2 が CHUP1 のアクチン重合を開始させ、
同時に THRUMIN をリン酸化することで、膜結
合が強固になり、葉緑体は移動すると考えら
れる。 
 Cp-actin 繊維の重合により推進力が発生
すると考えられたので、cp-actin 繊維の詳細
な挙動を解析した（産総研加藤薫博士との共
同研究）。強光の部分照射によってシロイヌ
ナズナ葉緑体の逃避運動を誘導し、その時の
cp-actin 繊維の詳細な挙動を１秒間に８コ
マのスピードで撮影した。その結果、
cp-actin繊維は約1µmの長さを基本として葉
緑体の進行方向にほぼ平行に位置し、非常に
早い速度で消長を繰り返していることが明
らかになった。 
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