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研究成果の概要（和文）：本研究では、1分子パターニング技術をモータタンパク質に適用することで、協働的
な運動・力発生機能の創発現象を理解することを目指した。電子線リソグラフィにより作製した金ナノピラー構
造を用いてキネシン分子などを200~800 nm間隔で固定する技術を開発し、低分子密度の際に生じる微小管の双方
向運動をケモメカニカルモデルにより説明した。また、微小管の重合速度を変化させると曲げ剛性を設計できる
ことを示し、それによる集団運動との相関を明らかにした。これは、in silico解析によっても実証することが
でき、機械学習ベースの多層パーセプトロンモデルによって微小管形態から曲げ剛性を予測することも可能にし
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to understand the emerging phenomena of cooperative 
motion and force generation functions by applying single molecule patterning technology to motor 
proteins. We developed an assay platform to anchor kinesin molecules and other molecules at 
intervals of 200~800 nm using gold nanopillar structures fabricated by the electron beam lithography
 and explained the bidirectional motion of microtubules at low molecular density using a 
chemo-mechanical model. We also showed that the bending stiffness can be designed by changing the 
polymerization rate of microtubules, and the correlation between the bending stiffness and the 
collective motion was clarified. This can also be demonstrated by in silico analysis, and a machine 
learning-based multilayer perceptron model can predict the bending stiffness from the microtubule 
morphology.

研究分野：ナノ・マイクロ加工学

キーワード： ナノマイクロ加工　BioMEMS　ナノマイクロバイオシステム　分子モーター　生体分子の物性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、微小管に結合するモータタンパク質の数を規定したり、微小管の物性を規定したりすることによる
微小管運動への影響を調べ、なぜマルチモータと微小管の相互作用が細胞内で必須となっているのかについて、
工学的な視点からアプローチした。1分子計測が主流の従来法に対し、新たにナノ加工技術を導入することで生
体内の分子配置を模倣する点に独自性があり、従来の生物物理学のみでは成し得ない計測手法を提案した点に学
術的意義を有する。また、微小管の曲げ剛性は各種疾患との関連が知られており、その運動から曲げ剛性を推定
する機械学習技術は、生体モニタリングの新たな方法として社会的意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

キネシンやダイニンに代表される微小管（MT: microtubule）関連モータは、発見以来 1 分子の
運動機構の解明を目指す研究が進んできた。例えば、マイクロビーズに付加したキネシンがステ
ップを踏む動きと、ATP 加水分解サイクルとのケモメカニカルなカップリングについては、生化
学、構造生物学、1 分子生物物理学などにより多くの知見が蓄積されている。一方で、モータは
数 10~数 100 nm の等間隔で整然と並ぶことにより、複数の分子が同時に微小管に対して作用す
ることで紡錘体形成や繊毛・鞭毛の運動を担っている。2～3 分子までであれば、従来のビーズ
を用いた方法により外部負荷に対する応答がモータごとに異なるといった知見が得られている。
しかし、数 10～数 100 分子のマルチモータを対象に微小管との相関を in vitro で評価する方法は
確立しておらず、少数分子（3 分子程度まで）と多分子（数 10～数 100 分子）におけるモータ機
能の違いは明らかではない。つまり、速度や力の応答が各モータの単純な足し算で効いてくるの
か、モータに掛かる力はモータ間でどのように分配されるのかなど、システムとしての応答や安
定性についての理解は進んでいない。 

さらに、モータが結合する微小管の物性、特に曲げ剛性は過去 20 年以上にわたり計測結果の
報告があるが、微小管結合タンパク質（MAPs）や翻訳後修飾（PTM）による修飾の影響は報告
間で 2 桁もばらつきがある。分子生物学的な MAPs や PTM の機能が明らかになってきたのに対
して、それらの微小管物性への影響は十分解明されていない。このため、微小管の物性を理解し
た上で、マルチモータの運動特性について評価する必要がある。 

本研究で着目する学術的な問いは、従来の 1 分子計測により理解されているキネシンモータ
の運動機構が、マルチモータでの運動にどのように反映され協働性を発現するのか、またモータ
が結合する微小管の物性はどのように影響するのか、という点である。細胞内では複数種のモー
タが独立して、あるいは協働して動的に物性が変化する微小管と結合・解離を繰り返すことで機
能を発現している。このメゾスケールにおける細胞内分子機構の理解は、従来の 1 分子計測や多
分子を対象とした免疫染色などの手法では評価自体が不可能である。 

この問いに答えるためには、数 10～数 100 分子を対象としたマルチモータの評価系を確立す
ること、および微小管の物性を評価し設計する技術を確立して、in vitro で再構築することから
始める必要がある。マルチモータの運動特性を評価し、さらにマルチモータによってもたらされ
る新たな運動様式について数値シミュレーションを用いることでメゾスケールにおけるモータ
の役割を理解することが必要である。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、マルチモータの分子計測技術を様々なモータに適用することで、それらの協
働的な運動・力発生機能の創発現象を理解することである。さらに、微小管の物性を規定した評
価系を用いることで、なぜマルチモータと微小管の相互作用が生体内で必須となっているのか
について、工学的な視点からアプローチした。具体的には、kinesin-1 の例を参考に、複数種のモ
ータ（CENP-E、ダイニン等）について分子間隔を規定して 1 分子固定する技術を開発すること、
MAPs および PTM による微小管の修飾とその曲げ剛性の相関を明らかにすること、マルチモー
タの運動特性と微小管の物性の相関を明らかにし、それによって得られる新たな運動様式につ
いて理解を進めることを目指した。実際には、kinesin-1 と CENP-E の 1 分子パターニング技術を
確立後微小管の運動解析を実施できたため、研究期間中盤より微小管の曲げ剛性の制御とそれ
による運動様式の理解に目的を変更した。 

 
３．研究の方法 

（1）金ナノピラーアレイの作製 
これまでの知見を活かし、金ナノピラーの直径は 50 nm とし、間隔は 200 nm から 1000 nm と

した。ピラーアレイは電子線描画とリフトオフにより作製した。リフトオフ後のナノピラーアレ
イを走査型電子顕微鏡（SU8000, Hitachi）で観察した。 

（2）キネシンの配置間隔を規定した微小管グライディングアッセイ 
本実験ではモータタンパク質として kinesin-1 (Avitag-K465)および ncd (kinesin-14, Avitag-

ncd195)を用いた。本実験で
はアッセイ系構築のために
0.1 mg/mL キネシンおよび 1 
mM ATP 溶液を用いた。金ナ
ノピラーアレイを作製した
Si/SiO2基板に SAM形成処理
をおこない SiO2 表面に
silane-PEG SAM を選択的に
形成した。SAM を形成した
基板を両面テープをスペー



サーとして用いてカバーガラスと
貼り合わせてフローセルを構築し
た。まずフローセルに streptavidinを
導入して金ピラーに非特異吸着を
用いて固定した。次にキネシンを導
入してアビジン－ビオチンの特異
結合によって金ピラー上にキネシ
ンを選択的に固定した。次にATP溶
液を導入してパターニングされた
キネシンによる微小管の運動を開始させた。 

 
（3）熱ゆらぎを用いた微小管曲げ剛性の測定方法 
ビオチンを修飾したカバーガラスを用いてフローセルを作製し、一部をビオチンで修飾した

微小管をストレプトアビジンを介してガラス基板上に固定した。ビオチンが修飾されていない
部分（tail とよぶ）は、熱エネルギーの影響を受けて揺動した。Tail 部分は、ビオチンで固定さ
れている部分を固定端とする片持ち梁とみなすことができるため、熱揺らぎによるたわみの時
間変化を測定し、曲げエネルギーと熱エネルギーの関係式を解くことで、微小管の曲げ剛性が測
定できる。微小管形状から曲げエネルギーを導出し、さらに曲げ剛性を導出した。 

 
（4）微小管の伸張速度測定 
2 枚のカバーガラスを厚さ 50 μm の両面テープで接着し、フローチャンバーを構築した。ま

ず、neutravidin を導入し、25℃で 5 分間インキュベートした。部分的にビオチン化した微小管を
導入し、基板に選択的に固定した。過剰の微小管を洗浄した後、非標識および TAMRA 標識チュ
ーブリンを導入した。フローセルは密閉し、顕微鏡のステージ上に設置された 37℃のヒーター
上に置いた。 

微小管伸長過程の蛍光観察には、EMCCD カメラと倒立顕微鏡を使用した全反射蛍光観察シス
テムを構築した。励起光源には、波長 532nm のレーザー光源を使用し、全反射蛍光観察用対物
レンズを用いて、露光時間 100 ms で 500 枚の蛍光画像を取得した。 

 
（5）畳み込みニューラルネットワーク（CNN）モデルの構築とワークフロー 
3 種類の曲げ剛性の異なる微小管（Softer GTP-MTs、Stiffer GTP-MTs、GMPCPP-MTs）の集団

運動について、深層学習アルゴリズムにより入力画像の特徴を自動的に抽出した。微小管を分類
するために、学習済みの ResNet50 トップ層、全体平均プーリング層、Softmax 関数で活性化され
た最終密層を含む深層畳み込みニューラルネットワーク（CNN）モデルを構築した。データセッ
トとして、10 回の独立実験から 1400 枚の微小管画像、softer-MT と stiffer-MT についてそれぞれ
700 枚の画像を取得し、学習用に 840
枚、検証用に 360 枚、テスト用に 200
枚を用いた。入力画像は 224 × 224 ピ
クセルとし、それぞれの画像のグラ
ンドトゥルースは手動でラベルし
た。モデルは検証用データに対する
損失を評価することで学習し、パラ
メータは Adam オプティマイザを使
用して更新した。モデルはバッチサ
イズ 32 で 20 エポック学習され、最
終的な検証精度は 98%であった。全
プロセスにおいて Tensorflow2.0 と
Keras API を使用した。予測されたク
ラスに関する各活性化マップの重み
を求めることで、CNN 分類器の予測
戦略を視覚的に解釈するために、ス
コアクラス活性化マップ（Score-
CAM）を利用した。 

 
４．研究成果 

（1）微小管の画像解析における位
置決定精度依存性 

微小管の曲げ剛性は、異なる位置
決定精度で丸められた座標から測定
した（図 1）。微小管の長さ L = 10μ
m、曲げ剛性κset = 0.3 × 10−23 Nm2と
定義し、1、10、100 nm の位置決定精
度で変換した微小管形状を示す。500



フレーム中の形状を異なる色で重ね合
わせた。位置決定精度が低い場合、近似
された微小管形状は不連続であり、元の
形状から大きくずれていることがわか
る。 

微小管の形状のデジタル化による相
対的な測定誤差κは、1 − κmeas /κset か
ら求めた。各条件でのκmeas /κset の値を
図 2 に示す。L（5, 10, 30 μm）、κset（0.03, 
0.3, 3 × 10−23 Nm2）、位置決定精度を（a）
1 nm、（b）10 nm、（c）100 nm の各条件
における曲げ剛性の相対測定誤差を示した。これより、測定誤差は、位置決め精度、微小管の長
さ L、定義された曲げ剛性κsetに影響されることがわかった。位置決定精度が低く、輪郭の長さ
が小さく、κsetが大きい場合に、いずれも測定誤差が大きくなる。低い位置決定精度（10 nm と
100 nm）では、特に短い微小管や硬い微小管の場合、熱揺らぎを過大評価することにより、曲げ
剛性が大きく過小評価されることがわかった。 

これらの結果を用いると、過去の文献で報告されている曲げ剛性値の違いを説明することが
できる。例えば、Venier ら（J Biol Chem, 1994, 269, 13353–13360.）は、Valdman ら（Biophys J, 
2012, 102, 1144–1153.）よりも 3 倍小さいκを報告している。両研究は、ほぼ同じ条件（チューブ
リン濃度、ヌクレオチド、微小管長、パクリタキセル安定化）を採用しているが、微小管形状決
定のための位置決定精度が異なったため、曲げ剛性に違いが生じた。また、Hawkins ら（Biophys 
J, 2013, 104, 1517–1528.）と Lopez ら（Cytoskeleton, 2014, 71, 530–541.）のκの差についても同様
のことが言える。ほとんどの条件が同じであるにもかかわらず、Hawkins らは 1 画素の精度で微
小管画像をデジタル化し、0.1 画素精度の Lopez らに比べて 3.5 倍小さいκを得ている。 

以上より、曲げ剛性の測定過程における位置決定精度の影響をシミュレーション手法により
定量的に解析した。その結果、過去の文献で報告されている微小管の曲げ剛性の値の差は、おそ
らく採用されている位置決定精度の違いに起因していることが示された。精度が低いと、特に短
くて硬い微小管の剛性の測定に大きな誤差をもたらす。したがって、今後、微小管の曲げ剛性を
正確に測定するためには、ナノメートルレベルの位置決め精度が不可欠である。 

 
（2）微小管曲げ剛性の伸張速度依存性 
熱揺らぎする微小管の剛性を測定した（図 3A,B）。チューブリン濃度 20～200 μM で重合した

微小管の曲げ剛性と重合速度を測定した（図 3C）。重合速度は、30-150 μM の範囲でチューブリ
ン濃度が高いほど有意に増加することがわかった。成長速度の変化は、その統計的差異によれば
チューブリン濃度値が≦30 μM、30-100 μM、＞100 μM の 3 段階に分けることができ、それぞれ
赤、黄、青の背景で図示した。 

一方、曲げ剛性は重合速度に依存することがわかった。微小管が 1.4 μm min−1より速く伸長す
ると、重合速度の増加とともに曲げ剛性は低下する傾向があった。成長速度が 10.1 μm min−1（チ
ューブリン濃度が 100 μM 以上）になると、曲げ剛性は成長速度に依存しなくなった。 

曲げ剛性の成長速度依存性は、重合中に発生し修復される欠陥の数によって説明することが
できる。Schaedel ら（Nat Mater, 2015, 14, 1156–1163.）の報告にあるように、成長が速いと微小
管に格子欠陥が発生しやすく、微小管の曲げ剛性が低下する傾向がある。我々は、チューブリン
濃度が低い場合（20-30 μM）、微小管が高い曲げ剛性を示すことを実証したが、これは欠陥の形
成が少ないためであると考えられる。一方、重合速度が速いと修復できない欠陥が蓄積する可能
性がある。高濃度（30-100 μM）では、微小管の欠陥の数が多く重合速度の増加とともに単調に
曲げ剛性が低下することがわかり、これは Janson らの結果と一致する（Biophys J, 2004, 87, 2723–
2736.）。チューブリン濃度を 100 μM 以上に上げても成長速度に大きな違いは見られず、曲げ剛
性にも変化は見られなかった。したがって、溶液中のチューブリン濃度が高いにもかかわらず、
チューブリン欠陥が新た
に発生したり修復された
りすることはないと考え
られる。 
 

（3）機械学習による曲
げ剛性依存的な微小管集
団運動の解析 

CNN モデルでは、深層
学習アルゴリズムにより、
入力画像の特徴を 2 つの
ステップで自動的に抽出
した。1 つはフォワードパ
スで、入力画像の特徴を重



みやバイアスなど
のパラメータを変
えて層ごとに抽出
し、出力層に送っ
て予測を行った。
もう 1 つはバック
ワードパス（バッ
クプロパゲーショ
ン）で、予測値とグ
ランドトゥルース
の間の誤差や損失
を損失関数によっ
て計算した。そし
て、誤差を最小化するために、ネットワーク内のすべてのパラメータを最適化・更新した。入力
フォワードとバックプロパゲーションの繰り返しにより、CNN ネットワークの性能は徐々に改
善された。最終的な CNN モデルは、多層構造の階層型アーキテクチャで構築した（図 4）。CNN
モデルの基本構造は、畳み込み層、整流化線形ユニット（RuLU）層、プーリング層、完全連結
層で構成されていた。画像分類タスクの場合、CNN は画像のメタデータを入力とし、最終的な
出力層まで各層を通して入力データを処理しサブサンプリングして結果を予測した。 

曲げ剛性（あるいは持続長 Lp）の異なる 3 つの微小管（Softer GTP-MT、Stifffer GTP-MT、
GMPCPP-MT）を用いて形成されるネマチックパターンを評価した。入力画像を用いて微小管パ
ターンは、訓練された CNN 分類器により対応するクラスへ分類された。CNN 分類器は、バッチ
サイズ 16 で 20 エポック学習し、学習精度は 85.4%から 99.5%に向上し、学習損失は 0.405 から
0.018 に減少した。検証精度は 20 エポックで 36.7%から 98.5%に最適化され、検証損失は 0.066
に減少した。次に、学習した CNN 分類器を用いて、3 つの微小管グループからのラベルなしパ
ターン画像の混合からなるテストデータセットを分類した。図 5A に示すように、合計 300 枚の
微小管画像を 97.7%の精度で予測できた（Soft GTP-MT、Stifffer GTP-MT、GMPCPP-MT はそれ
ぞれ 100%、99%、94%の精度）。 

微小管運動分類のメカニズムを理解し、グループ間のパターンの違いを明らかにするために、
CNN 分類器の分類ストラテジーをさらに分析した。分類器が各グループに分類する様子を視覚
的に説明するために、Score-CAM を導入した。分類器による最終的な分類の判断において、画像
内の領域や特徴が重要であればあるほど、得られるスコアは高くなる（図 5B）。Score-CAM によ
って判別された 3 つの微小管が形成するパターンの特徴は、今回の観察結果と一致した。機械学
習による画像認識技術を集団運動の研究に応用した初めての例であり、本手法の実現性と実用
性は、CNN モデルが微小管の集団運動パターンの分類に適していることを実証できた。 
 

（4）曲げ剛性依存的な微小管集団運動の in silico モデル 
研究協力者である米国パーデュー大学 Taeyoon Kim らの in silico モデルにより、曲げ剛性依存

的な微小管の集団運動を検証した。集団運動中に生じる相転移とパターン形成が、主に曲げ剛性
に依存した微小管の配向の耐久性に影響されることを示唆している。具体的には、柔らかい GTP-
MT と硬い GTP-MT に対応する 2 種類の持続長 Lp（0.63 mm と 1.93 mm）を持つ微小管モデルを
使って検証したところ、柔らかい微小管は安定した構造を形成しなかったが（図 6A）、硬い微小
管は時間とともに大きく安定した束（図 6B）を形成し、これは実験結果と一致した。 

ここでは、持続長 Lp に依存する微小管の配向性ノイズが集団運動に与える影響を系統的に調
べた。その結果、Lpを大きくしてノイズの分散を小さくすることで、集団行動を促進し、位相秩
序を高めることができるというこれまでの理論的研究を裏づけることができた。硬い微小管は
柔らかい微小管よりも相転移速度が速く、配向度が高い。微小管に代表されるフィラメントネッ
トワークのレオロジー特性は、集団行動や相ダイナミクスに加えて、その Lp に影響されている。
DNA チューブ、アクチンフィラメントなど、半屈曲性の生体高分子ネットワークの弾性率は、
その Lp に依存することが報告されている。本研究は、フィラメントの剛性がポリマーネットワ
ークの粘弾性特性に与える影響を研究するために応用でき、新たな実験プラットフォームを提
供するものである。 

 
本研究では、生体内に存在するモータタンパク質の周期構造を生体外で再構築し、細胞内環境

を再現することでモータの協働的な運動・力発生機能の創発現象を理解することを目指してき
た。Kinesin-1 および kinesin-14 を用いた 1 分子パターニングを実現し、モータの協働的な微小管
輸送について解析した。さらに、微小管の曲げ剛性を設計する技術を開発し、それが微小管集団
運動にもたらす影響を実験的に示すと共に、数値シミュレーションにより実証した。得られた集
団運動の形態から、逆に微小管の曲げ剛性を推定する機械学習アルゴリズムも提案した。このよ
うな計測系を用いることで、微小管に関わる MAPs や PTM による影響、さらに高次の細胞レベ
ルでの機能評価が可能になることが期待される。 
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