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研究成果の概要（和文）：本研究では、タンパク質複合体の水和状態を制御することでATP加水分解によらずに
ミオシンコート基板上をF-actinを駆動する試みを行なった。初めにF-actinの２次構造・３次構造制御を水溶液
中のMg(2+)とCa(2+)各イオンの交換で可能であることをCD分光測定により確かめた。次に、ミオシンにAMPPNPを
結合させ低イオン強度下のMg-F-actinとの弱い結合状態を始状態として、caged-Caを用いてUV光照射による局所
的なCa2+放出を行い、60nm程度の有意な変位をするF-actinが観測された。さらに実験数を増やして確認を要す
るが、今回の実験でその可能性を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we carried out an experiment to examine whether F-actin could
 be driven on a myosin-coated substrate by controlling the hydration state change of actomyosin 
complex without using ATP hydrolysis. Firstly, by CD spectroscopy, it was confirmed that the 
secondary and tertiary structures of F-actin were controlled by changing Mg(2+) and Ca(2+) 
concentrations using EGTA. Secondly, as the initial weak-binding state, acto-myosin (heavy 
meromyosin) complex with AMPPNP at relatively low ionic condition was formed. When the Ca2+ 
concentration was increased by using caged-Ca and irradiation of UV light, we observed ~60 nm 
displacement of a Q-dot attached on F-actin. Further experiments must be made to confirm this 
observation and to establish this new driving principle.
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質のフレキシビリティは機能を生み出
すために必須であるという認識は普及して
いる。しかし、フレキシビリティを積極的に
並進運動などの機能発生に利用する工学デ
ザイン的取り組みは筆者の知る限りまだな
されていない。本研究は、これまで新学術領
域研究「水和と ATP」等で解明してきた水和
過程がもたらす蛋白質 3次元構造安定性への
定量的影響や蛋白質と基質間結合の熱力学
量の定量的影響について得られた知見を基
に、アクチンフィラメント上をミオシン頭部
S1 を ATP 加水分解反応によらずに水和状態
の安定性制御により駆動しようとする斬新
な試みである。この研究を達成する鍵は、ミ
オシン頭部が F-actin 上のポテンシャルの底
で安定した状態から、化学的刺激により
F-actin 構造を変えることでポテンシャルを
変えて不安定化させ、より新たなポテンシャ
ルの底に移動させる仕組みを実現すること
にある。そのポテンシャル計算の基盤が水和
自由エネルギーである。これは連携研究者の
木下が開発した方法で計算可能であり、その
基盤は論文発表済みである。実験上の鍵の１
つは F-actin の構造を可逆的に制御すること
であるが、これは既存の論文的知見と著者ら
の水和測定実験により確認済みであり、実験
上は化学的刺激としてのイオン交換の操作
にある程度のスキルを要する。あとはナノメ
ートル空間分解の運動計測実験を行って確
認することが課題である。 
２．研究の目的 
筋肉収縮の分子リニアモーターであるアク
チンフィラメントとミオシンのすべり運動
（図１）を、ATP 加水分解反応を用いずに、
F アクチンの構造多形性と水和状態制御法を
応用してモーター駆動機構の構成反応要素
をデザイン・構築し、リニア駆動機構の実証
をめざす。 

図１分子リニアモーター・アクトミオシン 
 
３．研究の方法 
この駆動システムを実現するためには
F-actin のらせん線維構造が必要である。こ
のらせん構造は固定ではなく、構造がスイッ
チできることが重要になる。F-actin は 2 価
イオン交換等により構造をスイッチできる。
構造スイッチを誘起するために2価イオンの
交換をキレート剤と液交換法を用いて行う。
S1-ADP は F-actin と強結合（静電＋疎水）し
ているが、ADP が AMPPNP と置換されるとその
結合点から離れて図５のS1-AMPPNPの弱い結

合のポテンシャル曲線上に移る。もしそこが
最安定点ではなければ、より安定な点（二重
らせん溝部がモルフォメトリック熱力学論
的に水の並進エントロピーが最大）に向かう
運動（らせん標準ピッチ 36.5 nm の数分の 1）
が期待される（図２）ので、光学顕微鏡で輝
点位置変化のナノメートル計測を実施した。 

図 2 F-actin のらせん構造上のミオシン S1
の最安定位置への移動の模式図 
 
４．研究成果 
F-actin フィラメントを構成する 2 つのラセ
ン形ストランドの相対配置は Mg2+結合時と
Ca2+結合時で異なることが小田・前田のＸ線
線維回折や藤井らの電顕観察で明らかにな
っている。ここでは、水溶液中での構造変化
を確認するために CD 分光測定（図３）を行
った。2 次構造では Mg2+結合時に 222nm 吸光
変化からわずかにヘリックス含量が Ca2+結合
時より低下すること、3 次構造では Mg2+結合
時に290nm付近に明らかなコットン効果が確 

図３ F-actin 水溶液の CD スペクトル（短波
長領域） 

図 4 F-actin 水溶液の CD スペクトル（長波
長領域）丸印は Trp由来 Cotton 効果を示す。 



図５ F-actin3 次構造の二価イオン組成によ
る制御 
 
認された。（図４）この２次構造・３次構造
の変化は先のＸ線や電顕による観察と矛盾
しない。ここでは F-actin 水溶液中の Mg2+と
Ca2+各イオンの交換を行うため、EGTA 添加と
CaCl2 添加を組み合わせて繰り返しイオン交
換を行う方法を確立した。（図５） 
 
<ATP 加水分解によらずミオシンコート基板
上を F-actin を駆動する試み> 
ここでは F-actin の２次構造・３次構造制御
のために、水溶液中の Mg2+と Ca2+各イオンの
交換を行うため、下記２つの方法を試みた。 
１回目としてEGTA添加とCaCl2添加を組み合
わせて繰り返しイオン交換を行う方法を採
用した。連携研究者である岩城（理研）の協
力を得て、光学顕微鏡下、ミオシンコートガ
ラス基板上で Q-dot を結合した F-actin の移
動距離の測定を試みた。Q-dot の移動におい
て数 nm の位置分解をするために、Q-dot 蛍光
輝点をガウス関数で近似して中心点をもと
め、また基板そのものの位置ドリフトを補正
するため基板上に固定された Q-dots との三
角測量から、F-actin 長軸方向の F-actin 上
Q-dot の移動距離を計測した。しかしながら、
溶液の交換によるイオン交換のために、
F-actin の運動測定時間より長いインターバ
ルが入ったため必要な位置精度が得られな
かった。しかも基板上の Q-dots もそれぞれ
ブラウン運動を示したため、３個の基板固定
Q-dots それぞれの位置の時間変化を計測し、
基板の測定時間中の変位をまずもとめた。こ
の手法を次の測定に適用した。 

図６ UV 照射 Ca イオン制御による F-actin 
移動距離の測定.↓は y方向(1 pixel=74nm) 

２回目に caged-Ca(DM ニトロフェン-Ca)を
2mM溶液に365～375nmUV光を5秒間照射によ
る Ca2+放出を行い、Q-dot 位置の移動距離測 
定を行った。図６の右図横軸は 10 frames/s
で 30 秒間測定した結果を示す。その結果、
60nm程度の変位をするF-actinが観測された。
測定誤差は基板上 Q-dots の固定がよければ
5nm の空間分解の可能性もあるが、今回の実
験では変動誤差 20nm 程度であった。その意
味では、有意な位置変化を観測したといえる。
期待した位置変化より大きいことは他の原
因も検討する必要がある。現時点で観測数が
まだ十分な数に達していないのでさらに実
験数を増やして確認を要する。この運動を繰
り返し測定できれば、ATP 加水分解によらず
にナノマシンを駆動する手法の確立につな
がる。今回の実験でその可能性を確認するこ
とができた。 
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