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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体機能蛋白質であるカルモジュリンを巧妙な仕組み

をもつ天然の分子機械として捉え、その分子機構に人工的な仕組みとして光応答性ナノデバイ

スであるフォトクロミック分子を導入し、光刺激によってカルモジュリン標的蛋白質である分

子モーター・ミオシン Vの機能を制御することを試みた。その結果、ミオシン Vの ATP 加水分

解活性を光制御することに成功した。	 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to photo-control myosin V as calmodulin 
target protein using photoresponsive calmodulin, which is modified with photochromic 
molecule. As a result, we successfully photo-controlled ATPase activity of myosin V. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)フォトクロミック分子は光の作用で可逆
的に大きく構造変化を起こす分子で、表示材
料、調光材料、光記憶材料、光スイッチ素子
として利用されている光応答性ナノデバイ
スである。アゾベンゼン誘導体はフォトクロ
ミック分子の代表的な化合物であり、右図の
ように紫外線-可視光線の照射で cis-trans の
異性化に伴う構造変化を極めて早い応答で
可逆的に起こすことが知られている。このフ
ォトクロミック分子を工業的に応用する研
究は活発に行われているが、生体機能分子へ

の応用例は少ない。 
 
(2)生体内には極めて巧妙な仕組みを持ち、高
いエネルギー変換効率で作動する ATP 駆動
型の生体機能分子や細胞情報伝達を担う制
御系の生体機能分子が存在している。生体機
能分子のいくつかにおいては、機械的な仕組
みでエネルギーや情報が伝達されているこ
とが知られており、このような生体機能分子
を“生体分子機械”と捉える新しい概念が生ま
れた。これらの生体分子機械の機械的な仕組
みに人工的な制御機構を導入することがで
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きれば、ナノマシーンとして利用できること
が期待できる。 
 
(3) カルモジュリン（CaM）は多くの細胞内
制御機構において重要な役割を担うカルシ
ウムイオン(Ca2+)結合蛋白質として大変よく
知られている生体分子機械である。CaM は
四つの EF ハンドをもち、この EF ハンドに
Ca2+が結合すると、CaM の構造が機械的に
変化し、ミオシン軽鎖リン酸化酵素や分子モ
ーターなどに代表される多くの生体機能分
子の制御ペプチド鎖に巻き付き、その機能的
蛋白質を活性化させ、次の反応に進めるよう
にする。このように CaM は細胞内の一連の
情報伝達機構において、Ca2+濃度の情報を酵
素活性という情報に変換する役割を担って
いる。これまでの研究によって、CaM の構
造や制御機構は分子レベルでよく調べられ
ており、また極めて安定な構造をもっている
ことから、フォトクロミック分子を用いた光
制御の研究に最も適した生体分子機械であ
ると考えられる。本研究代表者は過去の研究
において、CaM にフォトクロミック分子で
あるアゾベンゼン誘導体を導入することで、
CaM と制御ペプチド鎖との結合を紫外線-可
視光線照射によって光制御することに成功
している。 
 
(4) ミオシンは分子レベルでの機械的な仕組
みや構造変化が解明されている生体分子機

械あり、ATP加水分解のエネルギーを筋収縮
やその他の細胞質分裂、小砲輸送、情報伝達

などの細胞運動中の直接的な力に変換して

いる。ミオシンはその機能・作用別に多くの

種類が存在しており、その中で近年活発に研

究されているのがミオシン Vである。ミオシ
ン V は細胞内小器官をアクチンフィラメン
トに沿って輸送しており、CaM との結合・

解離によって制御されている活性制御機構

をもっている。この制御機構は、CaM がミ

オシン Vの制御ペプチド鎖に結合すると、そ
のペプチド鎖が構造変化を起こしてミオシ

ン Vの活性部位まで伝わり、最終的にミオシ
ン V の大きな構造変化を誘導するという極
めて機械的な仕組みである。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では過去に開発に成功した光応答
性 CaMを用いて、CaMターゲット酵素であ
るミオシン V の機能を光制御することを試
みた。ミオシン Vは制御機構や生理機能がよ
く調べられていることから、光応答性 CaM
のターゲット蛋白質として最適な生体分子
機械であると考えられる。またミオシン Vは

細胞内小器官の輸送機能をもっていること
から、本研究が光制御型バイオナノロボット
開発の基盤になることが期待される。 
 
(2) 本研究の独創的なアイデアは、巧妙な機
械的仕組みをもつミオシン V に本来存在し
ない人工的な制御機構を備えた制御蛋白質
を導入して、非接触である光刺激によってそ
の運動活性を制御させることである。またフ
ォトクロミック分子を導入した CaM の光応
答性制御蛋白質としての有用性を示すこと
は、この光応答性 CaMがミオシン V以外の
ターゲット蛋白質の機能も光制御すること
が可能であることが期待される。その他にも、
遺伝子操作の方法と組み合わせることによ
り、本来 CaM が結合しない生体分子機械に
も応用することが可能であると考えられる。
また本研究によって実際に生体機能分子の
生理機能を光制御することは、光応答性 CaM
が人工的なナノデバイスとして自然科学の
研究分野のみならず医療産業や酵素を使っ
た醗酵工業分野への応用も可能であること
を思わせる。 
 
３．研究の方法 

(1) ミオシン Vの調製 
運動活性をもつ HMM型のミオシン Vと、制
御機構をもつ尾部のみの遺伝子をコードした

cDNA を使用し、昆虫細胞と大腸菌を用いて
ミオシン VのHMM型と尾部を申請者らが確
立した方法にしたがってそれぞれ発現・培養

した。培養後、HMM 型と尾部に連結されて

いるタグを利用し、アフィニティーカラムク

ロマトグラフィーを用いてミオシン V の

HMM 型と尾部をそれぞれ精製した。精製の

純度は SDS-PAGEを用いて確認した。 
 
(2)ミオシン Vへの光応答性 CaMの導入 
培養・精製したミオシン V には内在性のネイ
ティブな CaMが結合している。このネイティ
ブな CaMを光応答性 CaMに置換した。ミオ
シン V に結合している CaM は Ca2+濃度が

10mM以上の高い Ca2+条件のときに CaMの
構造が変化し、その結果ミオシン V の制御ペ
プチドに結合できなくなり、溶液中に遊離す

る性質をもっている。したがってミオシン V
に対して過剰の光応答性 CaM を溶液中に存

在させている条件下で、一定時間高い Ca2+条

件にし、EGTAによって再び低 Ca2+条件にす

ると、内在性のネイティブな CaMと外来の光
応答性 CaM を入れ替えることが可能である。
置換の確認はアクチンとの共沈実験によって



 

 

示した。ミオシン V はアクチンフィラメント
と混合させると重合するので、超遠心によっ

てミオシン V のみをアクチンと共に沈殿させ
ることができる。この沈殿を SDS-PAGEする
ことによって、溶液中の CaM とミオシン V
に結合している CaM の濃度をそれぞれ示す

ことが可能なので、光応答性 CaM特有のバン
ドの濃度から置換効率を算出し、光応答性

CaMの導入を確認した。 
 
(3)光応答性 CaM を導入したミオシン V の
ATPase活性の光制御実験 
ミオシンVのATPase活性はCa2+依存的に制

御されていることが知られており、高 Ca2+

条件（10mM以上）のときにはミオシン Vの
構造が全体的に伸びきった活性化状態になり、

低 Ca2+条件（1mM 以下）のときには小さく

折り畳まれた不活性化状態になる。この構造

変化を伴う活性制御のカギとなるのが、CaM
のCa2+依存的なミオシンVの制御ペプチドへ
の結合・解離である。本研究では、既に開発

に成功しているアゾベンゼン誘導体の PAM 
[N-(4-phenylazophenyl) maleimide]（下図）
を導入して調製した光応答性 CaM を用いて

紫外線-可視光線照射することによって CaM
の制御ペプチドへの結合・解離を光制御し、

その結果ミオシン Vの ATPase活性を光制御
した。紫外線-可視光線照射は確立した方法に
したがって行った。また ATPase 活性に関し
ては、ミオシン V の活性測定で一般的に行わ
れているATP再生系の方法にしたがって行っ
た。 

 
(4) ケージド CaM によるミオシン V の光制
御 
フォトクロミック分子以外の化合物を利用し

た光応答性カルモジュリンを作製し、これを

用いることによってミオシン Vの活性を光制
御することを試みる。カルシウムイオン結合

部位を保護する化合物としては、システイン

残基に特異的に結合し、紫外線照射によって

解離することができるケージド化合物である

DMNBB （ 4,5-dimethoxy-2- nitrobenzyl 
bromide）を用いた。DMNBB をフォトクロ
ミック分子の修飾と同様の方法で化学修飾し、

ミオシン Vの CaMと置換した。DMNBBの
解離には 355nm のパルスレーザーを用い、

レーザー照射によってミオシン Vの ATPase
活性が活性化させた。 
 
(5)CaMダイマーによるミオシン Vの光制御 
二価架橋性のアゾベンゼン誘導体である

ABDM（4,4’-azobenzene-dimaleimide）を
用いて CaMを架橋し、CaMダイマーを調
製した。調製は CaMと ABDMを 25℃で反
応させ、未反応の ABDMや単量体の CaM
は HPLC精製によって除いた。CaM-ABDM
ダイマーを前述の方法でミオシン Vに導入
し、同様に ATPase活性の光制御実験を行っ
た。また副産物の実験としてキネシンモノマ

ーに CaMターゲットペプチドであるM13
ペプチドを連結させた K355-M13の運動活
性を、CaMダイマーを用いて Ca2+濃度依存

的に制御した。 
 
４．研究成果 
(1) 運動活性をもつミオシン Vの HMM型と
制御機構をもつ尾部を、それぞれ分子生物学

的手法を用いて発現・培養させ、精製を行っ

た。調製したミオシン Vは十分な活性を保っ
ていた。 
 
(2)調製したミオシン V には内在性の野生型
CaM が 6個結合している。この野生型 CaM
をフォトクロミック分子が導入されている光

応答性 CaMに置換した。今回は 13種類の光
応答性 CaM を調製し、用いた。置換の確認

はアクチンとの共沈実験によって行い、光応

答性 CaM の導入に成功することができた。

置換効率は Ca2+条件のときに 6 個中 4 個の
CaMが、EGTA条件の時には 6個中 1〜2個
の CaMが置換されたことが示された。 
 
(3)光応答性 CaMで置換したミオシン Vに紫
外線-可視光線照射をすることによって、ミオ
シン Vの ATPase活性の光制御を試みた。そ
の結果多くの CaM 変異体で、ミオシン V の
ATPase 活性を僅かではあるが光制御するこ
とができた。その中である傾向性がみられた。

CaMはCa2+がCaMに結合することによって

 
図 N-(4-phenylazophenyl) maleimide 



 

 

活性化型になり、ミオシン Vを活性化させる
ことが知られている。CaM の Ca2+結合部位

は４箇所あり、今回はその内の１箇所、２箇

所、または３箇所にそれぞれフォトクロミッ

ク分子を導入したフォトクロミック分子導入

型 CaM 変異体を用いた。その結果、１箇所

または２箇所の Ca2+結合部位にフォトクロ

ミック分子を導入した CaM 変異体を用いた

場合、ミオシン Vの ATPase活性は野生型と
比較して僅かしか減少しなかった。一方、３

箇所の Ca2+結合部位にフォトクロミック分

子を導入した CaM 変異体を用いた場合、ミ

オシン V の ATPase 活性は劇的に減少した。
これらの結果より、ミオシン Vの ATPase活
性は、CaM の Ca2+結合部位を３箇所以上化

合物などで保護することによって制御できる

のではないかと考えた。 
 
(4)上記の仮説に基づき、より大きな光制御を
期待してケージド化合物で修飾した Caged 
CaMを調製し光制御実験を行った。その結果、
レーザー光照射前はミオシン Vの活性が低い
が、レーザー光照射すると活性が増加すると

いうこれまでよりも大きな光制御をすること

ができた。 
 
(5)次にさらに大きい可逆的な光制御を目指
して、CaMを二価架橋性アゾベゼン誘導体で
あるABDMで架橋しCaMダイマーを調製し
た。これによってフォトロミック分子のみの

光異性化をより大きな変化へと変換すること

ができ、これまでよりも大きな光制御が起き

るのではないかと考えた。しかしこの CaM
ダイマーを用いたミオシン Vの活性の光制御
は大きいものではなかった。副産物的な結果

ではあるが、この CaM ダイマーを用いてモ

ノマーの運動活性のないキネシンに CaM タ

ーゲットペプチドを連結させたところ、この

キネシンの運動活性が Ca2+濃度依存的に制

御された。これに光制御機能を導入すれば、

光制御機能をもつ分子シャトルを作成するこ

とが可能であると期待される。 
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