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研究成果の概要： 

ミオシンファイブはアクチン線維上を一方向に運動する代表的な二本‘足’型分子モーター

である。足首の角度変化を光学顕微鏡で初めて直接観察した。ATP の結合により角度変化が開

始すること、変化した足首の角度が数十秒間安定に保たれた後、元の角度に戻ることを明らか

にした。この角度の安定性により、負荷存在下においてもミオシンファイブが一方向に運動で

きることを説明し、新たな運動機構を示した。 
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１． 研究開始当初の背景 
 

ミオシンファイブは、ATP の加水分解エネ

ルギーを利用してアクチン線維上を一方向

に運動し、細胞内で荷物の輸送を行ってい

るリニアモーター蛋白質である。二本の長

い‘脚’と（図）、アクチンへの結合と ATP

加水分解を行う部位を含む‘足’を持ち、

アクチン線維上を‘歩く’と考えられてい

る。他のリニアモーター蛋白質であるダイ

ニンや他の種類のミオシンと比べ、キネシ

ン－１と同様にもっとも歩行機構の研究が

進んでいる代表的な蛋白質の一つである。

蛍光色素を片方の脚に結合させ、その位置

や角度を計測した結果から（Forkey J.N. et 

al., Nature, 2003, Yildiz A. et al., 



Science, 2003）、アクチン線維から解離し

た後足を前方に振り出し、人のように歩く

というhand-over-handモデルが広く支持さ

れている。しかしながら、人が歩くときに

利用している重力や惰性（又は慣性）は蛋

白質のナノメートルの世界では極めて小さ

く、逆にブラウン運動の影響は大きいと考

えられ、歩行機構は原理的に人のそれと異

なるはずである。 

Hand-over-hand モデルに基づき、両足着

地状態を始点として考えると、（１）前足

ではなく後足がアクチン線維から解離する、

（２）解離した後足がアクチン線維に結合

している足よりさらに前方に着地する必要

がある。（１）は分子内引力により実現し

ていることを三つのグループが報告してい

る（Veigel C. et al., Nat. Cell Biol., 2005, 

Purcell T. J. et al., PNAS, 2005, Oguchi 

et al.,PNAS,2008）。（２）については筆

者らがその機構を解明しつつある。後足は、

アクチンから解離後に‘股関節’を支点と

して回転ブラウン運動をし、一方、アクチ

ン線維と結合している足の脚が前に傾き股

関 節 を 前 方 に 動 か す こ と を 示 し た

（Shiroguchi K., Kinosita K., Science, 

2007）。これは、回転ブラウン運動中の足

が、結合している足より前方のアクチン線

維まで到達できることを意味する。しかし、

これらの機構だけでは説明できない実験結

果が報告されていた。負荷により、着地し

ているアクチンによる股関節の前方移動を

妨げても、ミオシンファイブは前方に運動

できるのである。 

筆者らはアクチン線維から離れてブラウ

ン運動している足のつま先が脚に対してつ

ま先を下げていれば（図）、股関節の前方

移動によるバイアスが軽減されても浮いた

足が選択的に前方に着地できると考えた。

つま先が下がっていると、浮いた足が後方

のアクチン線維に近づいても、‘足の裏’

がアクチン線維と平行にならず、ミオシン

のアクチン結合部位がアクチン線維と接す

ることができないからである。後足がアク

チン線維から解離するときにつま先は上が

っているので、上記の機構を実現するため

には、アクチン線維から解離した後（ATP が

ミオシンに結合した後）につま先を下げる

必要がある。 

 
２．研究の目的 
 アクチン非存在下において、ミオシンフ

ァイブの足首の角度変化を直接観察し、浮

いた足のつま先上下運動を含めた機械的側

面からのミオシンファイブの歩行モデルを

統合的に説明する。具体的には、ATP を結合

した（アクチン線維から解離した）足は素

早くつま先を下げるのか，または制御され

ずに揺らぐのかなど角度の時間変化を示し、

一方向性運動におけるつま先上下機構の寄

与を示す。 
代表的なリニアモーター蛋白質であるミオ

シンファイブの歩行機構の解明は広い範囲の

研究者に新たな知見を与えると思われる。微

小管上を運動するキネシンやダイニンも二本

足構造をしているものが多く、どちらもミオ

シンファイブのように両足を交互に前にだし

て歩行すると考えられており、その主な機構

は共通している可能性が高い。もし、レール

（アクチン線維や微小管）から解離した足の

つま先が下がっている状態で安定しているの

であれば、脚の部分に柔らかい要素があるキ

ネシンが効率よく前方歩行するメカニズムも

説明できると考えられる。脚が柔らかいと、

レールに結合している足による股関節の前方

移動が少なく、解離している足が再び後方に

着地する可能性も比較的高いが、つま先が下

がったまま後方着地するには構造的に無理が

生じ、その確率は下がるからである。キネシ

ンやダイニンも数 pN の負荷に逆らって前進

歩行することが示されており、負荷により股

関節前方移動が少なくなると考えられる。し

たがって前述したように、浮いた足のつま先

が安定して下がっているかどうかは重要な要

素である。 

 

 
３．研究の方法 

 

蛋白質の反応や動きは原理的に確率的であ

る。本研究では、９０度程度だと考えられて

いる足首の二つの角度間の遷移の頻度や滞在

時間を観察するため、動きが平均化されず、

また、連続観察が可能な光学顕微鏡による一

分子観察の系を開発した。 

ミオシンファイブは本来ダイマー（二本足）

であるが、ここではアクチン線維から解離し

て浮いている足に注目するため、遺伝子工学



上述したようにミオシンファイブの歩行
において、ATP 結合により後足がアクチン線
維から解離すること、そしてアクチンから解
離する前の足首の角度はつま先上げ方向で
あることから、観察された角度Ａをつま先上
げ、角度Ｂをつま先下げの向きとした。 

を用いて片足にしたミオシンを用いた。足に

プローブ（ビーズ）を特異的に結合させるた

め、Ｎ末端に tag を挿入し、発現、精製した

（米国 Yale 大学、Prof. Enrique De La Cruz

との共同研究）。抗体、ビオチン-アビジン結

合を利用して、光学顕微鏡下で向きが判別で

きる大きさのビーズ（duplex）を足に結合さ

せた。また、脚に結合しているカルモジュリ

ンを別の tag がついたカルモジュリン（遺伝

子工学により作製、大腸菌で発現、精製）と

入れ替え、tag の抗体を用いて脚を特異的に

小さい（通常の光学顕微鏡では見えない）ビ

ーズに結合させた。小さいビーズは基盤（ガ

ラス）表面に吸着させたが、プローブのビー

ズの動きが基盤（ガラス）表面により制限さ

れにくいようにするために用いた。 

一回の照射時間を短くした時や、ＵＶの強
度を弱くするとスイングをするまでに必要
な照射回数が増加した。また、スイング後に
つま先下げの向きに滞在しているときにＵ
Ｖを照射しても角度変化は起こらなかった。
これらにより、ミオシンにＡＴＰが結合する
ことによりスイングが開始することが示さ
れた。ビーズが結合したミオシンが通常（溶
液中）の活性を保っているかを示すため、
ATP の結合速度を定量した。これは UV 照射
パターンを工夫し、数分程度、ミオシン周辺
のＡＴＰ濃度を一定に保つ条件を決定する
ことで実現した。ATP 濃度を変化させて求め
た、ビーズが結合しているミオシンの ATP
結合速度は、溶液中で測定したそれとほぼ一
致した。 

角度変化のヌクレオチド依存性を示すため

に Caged-ATP、UV 照射系を顕微鏡に導入した

（Caged-ATP 溶液に UVを照射すると ATP が産

生される）。UV 照射系の光路を独立にして電

磁シャッターを用い、コンピュータ制御をし

て任意のタイミングで ATP を産生できるよう

にした。また、ATP 産生を一回の観察中に複

数回行えるようにするため、アピラーゼ（ATP

を加水分解する酵素）を溶液に加えて UV 照射

により産生した ATP を加水分解させ、ATP 濃

度を数秒間で無視できるほどの低濃度に戻る

ようにした。 

つま先下げの向きから１秒間程度、つま先
上げの向きに戻って再び下げの向きに戻る
現象も時々観察されたが、この現象を除くと
つま先下げの向きには平均で約４０秒間滞
在し、その分布は一つの時定数で説明できた。
この時定数は溶液系で測定したリン酸の解
離定数（約５０秒）とほぼ一致した。したが
って、つま先を下げているミオシンは ADPPi
を結合していると考えられた。 

 
 
  UV照射時間や強度を変化させることにより

産生される ATP濃度を制御し、産生された ATP

濃度を、回転モーターである F1-ATPase など

を用いて定量した。プローブの像を記録する

カメラに UV 照射の光の一部を直接導入し、シ

ャッターの開閉のタイミングとプローブの角

度変化のタイミングを同時に取得できるよう

にした。 

顕微鏡観察から得られる結果（速度定数な

ど）と溶液系から得られる結果を直接比較す

るため、stopped flow を用いて同じ蛋白質の

活性（反応速度定数）を計測した。 

 
 
図 ミオシンファイブの歩行機構 
  
  
つま先上げと下げの向きの角度変化量は

約９０度で、電子顕微鏡による観察から報告
されていた角度とほぼ一致した（Burgess et 
al.,JCB,2002）。それぞれの角度滞在時の角度
分布は正規分布でよく説明でき、揺れの程度
を示すσはつま先上げと下げの向きでそれ
ぞれ 24± 10°と 26± 9°であった。つま先下げ
の向きの角度の安定性を示すエネルギーを
求めると 5.2 kBT となり、この程度のエネル

４．研究成果 
 
  UV 照射（ATP 産生）の後、数秒以内にス
イングするビーズが観察され、スイングした
ビーズは安定した角度（Ｂ）に数十秒間滞在
し、その後もとの角度（Ａ）に戻った。この
動作はＵＶ照射に依存した。同じビーズで複
数回繰り返すものを解析用データとして採
用した。 



ギーで、つま先を下げた向きを上げた向きと
区別していることが明らかとなった。 

これらの結果から、浮いた足は安定してつ
ま先を下げていることが示された。したがっ
て、浮いた足が後方のアクチン線維に近づい
たとしても、アクチン結合部位がアクチン線
維の方向に向かない時間が多いため、後方に
は結合しにくい。これにより、浮いた足の足
首の角度もミオシンファイブの運動の一方
向性の実現に寄与していることが明らかと
なった。前述したように、この機構はアクチ
ン線維に結合している脚の角度変化による
バイアスと異なり、負荷存在下でも有効であ
る。 
 現在、本研究の成果をまとめた論文を投稿
中である。 
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