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研究成果の概要（和文）：水は生命の源であり、筋肉収縮を引き起こすミオシンなどあらゆる生体分子は水溶液中で機
能発現する。ミオシンはATP分子の持つエネルギーを力学的なエネルギーに変換するが、変換メカニズムにおける水の
役割は不明であった。本研究では、浸透圧変調条件にてミオシンエネルギー変換素過程を1分子レベルで観察し、浸透
圧変調がもたらす水和状態変化とエネルギー変換機構との関わりを明らかにした。水の並進エントロピーによってミオ
シンとアクチンとの結合力が大きく変化し、ATPの化学状態変化に伴う水和・脱水和エネルギー変化が力発生にも大き
く影響を与え、エネルギーの観点から水が重要な因子として働いていることが明確になった。

研究成果の概要（英文）：Water is a origin of life and various biomolecules like myosin which induces muscl
e contraction emerge functions in water environment. It is known that Myosin converts chemical energy of A
TP into mechanical work, however, the role of water in the conversion mechanism was unclear. Here, we obse
rved elementary mechanical processes of myosin in action in the presence of osmolyte. we found entropic po
tential field of water molecules formed for a actomyosin interface regulates binding force between myosin 
and actin. Further, hydration/dehydration dynamics around actomyosin affected force generation. We suggest
 water explicitly play an important role in the force generation in terms of energy conversion.     
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１．研究開始当初の背景 
(1) ATP(アデノシン三リン酸)は生体システ
ムを維持するためのエネルギー媒体の役割
の中心を担うにも関わらず、その加水分解エ
ネルギーの実体はいまだ不明である。加水分
解に伴う自由エネルギー変化(G)は、真空中
か水中かで劇的に変わるため、反応前後にお
ける物質と水との相互作用が大きく寄与す
るが、溶液化学の視点からのアプローチはな
されていない。 
 
(2) ATPのエネルギーを利用して生体内での
機能を発現する蛋白質の代表としてモータ
ー蛋白質が挙げられる。モーター蛋白質は
ATP加水分解酵素であり、加水分解に伴う化
学自由エネルギー変化を力学エネルギーに
変換し、筋収縮や細胞内物質輸送を行う。こ
れらモーター蛋白質の機能発現（力発生や一
方向運動）は現在では、最新の生物物理手法
を用いて 1分子レベルでの可視化が可能とな
っている。最新の溶液化学と 1分子計測技術
を融合することによって、ATPのエネルギー
変換メカニズムを水との作用を繰り込んだ
形で理解することが可能な状況が整ってき
た。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、モーター蛋白質の１つであ
るミオシンを対象に、その力発生素過程を可
視化可能な技術開発を行う。力発生の前後の
可視化は従来の一分子計測技術で可能であ
るが、素過程の可視化の成功例はない。これ
により、エネルギー変換の最重要プロセスで
水がどのような役割を果たしているのか、直
接的な議論が可能となる。 
 
(2)可視化によって得られたデータを溶液化
学の専門家らと議論を行う。水の作用を調べ
るために、ショ糖などの浸透圧調整剤を添加
し、その摂動に対してエネルギー変換素過程
でどのような応答を示すか調べ、溶液化学の
理論からの考察を加える。 
 
３．研究の方法 
(1)ミオシンの力発生素過程を可視化するた
めに、金粒子を用いた高速ナノイメージング、
高速操作型光ピンセット顕微鏡、および DNA
ナノツールを新規開発する。金粒子の散乱光
は蛍光よりも十分な光強度を持つので、マイ
クロ秒領域での1分子イメージングが可能と
なる。1 分子の輝点を 2 次元ガウス関数フィ
ットすることで中心を 1-2 nm 精度で位置決
めできる。数十ナノメートルの変位発生（力
発生）の始まりから終わりまでに数十ミリ秒
かかるため、その素過程を追うのに十分な時
間的空間的分解能が得られる。 
 
高速操作型光ピンセット顕微鏡とDNAナノ

ツールはセットにして実験に用いる。光ピン
セットは生体分子1個に力学的な外力を加え
ることが可能な手法であり、力を加えること
で、蛍光粒子や金粒子の 1分子イメージング
では得られないエネルギーに関する情報を
得ることができる。金粒子ナノイメージング
のデータと合わせることで、分子動態に対応
する自由エネルギー変化を定量することが
可能となる。DNA ナノツールを新規開発する
ことによって、通常の光ピンセット法では得
られない、力発生素過程をモニターしつつ外
力を加え自由エネルギーやミオシンのする
仕事を定量できる。 
 
(2)上記方法はミオシン分子動態を詳細に可
視化することが可能であるが、一方で、分子
動態とカップルするATP加水分解反応を直接
可視化することはできない。そこで、バルク
アッセイにはなるが、一分子計測で行う溶液
条件にてストップドフローを用いたATP加水
分解反応素過程の反応速度定数を定量する。
研究協力者として千葉大学の伊藤光二氏に
データの取得を依頼する。 
 
(3)上記測定条件におけるアクトミオシン周
りの溶媒和ダイナミクスや水の並進エント
ロピーがアクトミオシン相互作用に及ぼす
影響を九州大学の秋山良氏、京都大学の木下
正弘氏と議論を行う。浸透圧調整剤が水のダ
イナミクスに与える影響とミオシンの力発
生最重要過程に与える影響を考察し、水のダ
イナミクスとエネルギー変換との関わりを
明らかにできる。 
 
４．研究成果 
(1)金粒子の高速ナノイメージングをミオシ
ン Vに適用した。ミオシン Vは ATP 加水分解
あたり 75 nm の変位を発生することが知られ
ている。30 マイクロ秒の時間分解能で観察
すると、75 nm の素過程として、55 nm の急
激な変位(1-2 ミリ秒の立ち上がり時間)と、
ランダムなブラウン運動(16 ミリ秒の時定
数を持つブラウニアンサーチ)、ブラウン運
動から方向性が取り出されて前方のアクチ
ンに強くキャッチする過程が観察された。浸
透圧調整剤としてショ糖を 1-2 M 加えた条件
下では、各ステップサイズには変化がみられ
ないものの、ブラウニアンサーチの時間が 2
倍程度長くなり、75 nm のステップ間隔が 5
－10 倍程度長くなった。 
 
 高速操作型光ピンセットの開発のために、
自作の暗視野顕微鏡に近赤外レーザーを組
み込んだ。また、近赤外光をマイクロ秒で操
作するために、Electro-optic deflector 
(EOD)を組み込んだ。これによって、ミオシ
ン分子が結合した微小粒子(直径200 nm)を光
トラップして 100 マイクロ秒で 300 nm 移動



可能な操作ができるようになった。この微小
粒子表面に長さ 60 nm の二本鎖 DNA を結合さ
せて、その先端にミオシンのモーター部位を
結合させた。ミオシンが運動すると、その動
きが DNA 分子を介して微粒子に伝わり、間接
的に運動をモニターすることができる。同時
に、光ピンセットでやさしく 1pN 程度の力を
付加できるので、外力存在下でのミオシンの
運動が観察できる（図１）。 

図 1 実験系の模式図 
 
実験の結果、金粒子のイメージングで観察さ
れた 55 nm ステップはミオシンのレバーアー
ム部位の構造変化に起因し、構造変化に伴う
自由エネルギー変化が最大 3 kBT(kBT は平均
の熱エネルギー)であること、およびブラウ
ニアンサーチの後に起こるキャッチで>10 
kBT の仕事を行うことが分かった。さらに、
キャッチするタイミングは外力が調節して
おり、ミオシンは張力センシングを行って、
ランダムなブラウン運動から一方向運動を
取り出していることが分かった。この過程が
エネルギー的にも大きな割合を占める最重
要メカニズムであると結論づけられる(図２、
発表論文の 1,2,4,5 参照)。  

 図２ エネルギー変換の内訳 
 
上記の実験系で、ショ糖を加えると、金粒子
での観察同様に、ステップサイズは変わらな
いものの、ブラウニアンサーチの時間が長く
なった。加えて、驚くべきことに、ブラウニ
アンサーチの間にモーター部位がアクチン
フィラメントに沿ってバイアスブラウン運

動を起こすケースも観察された。金粒子実験
では観察されていなかったが、光ピンセット
では後方外力がかかっているために、ブラウ
ニアンサーチの時間は、ショ糖存在下で、100 
ミリ秒くらいまで長く詳細な観察が可能に
なったことに起因するのではないかと考え
られる（金粒子のショ糖存在下での滞在時間
は 30 ミリ秒）。もしくは、金粒子が立体障害
となりアクチンとの相互作用を部分的に阻
害しているかもしれない。いずれにしろ、こ
の結果は、ショ糖の添加によってミオシンと
アクチンとの相互作用が強められたことを
強く示唆する。 
 
(2)ストップドフロー実験によって以下のこ
とが分かった。 
① ADP リリースはショ糖の影響を受けない。 
② ATP のモーター部位への結合も影響を受
けない。 
③ ATP がモーターへ結合した後に、モーター
がアクチンから解離する過程がショ糖によ
って劇的に遅くなる。 
 
以上の結果と1分子観察の結果を合わせて定
性的ではあるが次の議論ができる。 
75 nm のステップが起こるのはモーターに
ATP が結合しアクチンから解離してからであ
ることが知られている。ショ糖によって、ア
クチンから解離しにくくなっているので、ス
テップから次のステップまでの時間が長く
なるのは、1 分子観察の結果と良く合う。シ
ョ糖によってモーターがアクチンから解離
しにくくなるのは、ミオシンアクチン間の結
合力が強められたと考えられる。そのために、
ブラウニアンサーチしているときにアクチ
ンとの相互作用が観察された。 
 
(3)これまでの実験結果を踏まえて、溶液化
学の専門家らと議論を行った。ショ糖分子の
周囲には 1 分子あたり平均 10 個程度の水分
子を拘束することができる。ショ糖 1M 以上
の溶液条件では、ほぼすべてのバルク水は拘
束されており、おそらくアクトミオシンの水
和水もショ糖側に移動している可能性もあ
る。アクトミオシンの水和水が脱水和される
と、ミオシンとアクチンの結合は強められる
方向に向かうため、親和力が強くなる。一分
子観察やストップドフローでの結果と良く
合う。 
 
加えて、ショ糖のような大きな粒子が溶液中
にあると、水の並進エントロピーに起因する
蛋白質間相互作用も強められる傾向がでる
（木下らとの論文３参照）。水の並進エント
ロピー効果は疎水性相互作用の 90％程度を
説明できるものであり、一分子観察やストッ
プドフローでの結果を良く説明できる。 

 



 
結論として、水和ダイナミクスとミオシンの
力発生にはどのような関係があるだろう
か？ 
ATP 加水分解に伴う自由エネルギー変化は今
回の溶液条件では、-20 kBT である。このう
ちの18 kBT程度が力学的な仕事としてアクト
ミオシン系の外界になされる。また、18 kBT
のうちの 8割にあたる 15 kBT は、ブラウニア
ンサーチとそれに付随したキャッチの過程
から来ることも今回のプロジェクトで明ら
かにした点である。この過程で想定される水
の作用としては、ミオシンが強くキャッチす
るのに伴うアクトミオシン周りの水和水の
脱水和、および水の並進エントロピー効果
(疎水相互作用)によるキャッチの維持であ
る。脱水和に伴う自由エネルギー変化は正で
ある（エネルギーバリアとなる）が、それを
凌駕するだけの並進エントロピー効果によ
る負の自由エネルギー変化が起こる。木下ら
の準定量的な理論解析でも十分説明できる
ことが示されている。今回の実験は、ショ糖
によって脱水和が起こりやすくなりエネル
ギーバリアが下がりキャッチが起こりやす
くなってアクチンに沿ったバイアスブラウ
ン運動が観察されやすくなったと考えられ
る。 
 
細胞内では、多種多様な生体分子が混雑して
おり水の並進エントロピー効果もショ糖で
の効果と同様に強められる方向にある。実際
の細胞内で力発生を計測すれば、ミオシンの
アクチンに沿ったバイアスブラウン運動（力
発生）が観察されるかもしれない。また、細
胞周期によって細胞内の混雑の具合も変化
するため、ミオシンとアクチン間の親和力の
変化（例えば細胞分裂時のアクトミオシン収
縮リングに分裂を有利に引き起こすことが
できるかもしれない）や力発生モードのスイ
ッチングが起こる可能性も見えてきた。これ
らの現象が細胞内で見えれば、水の作用（役
割）は生理的に本質的な重要性を持つことに
なる。 
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