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研究成果の概要（和文）：本研究では、生命の材料である蛋白質とDNA分子を使って人工筋肉をデザイン・作成し、そ
の特性を蛋白質1個レベルの解像度で観察・解析することで、生命の持つ巧みな省エネ戦略、柔軟性や適応性を解明す
るのが最終目的である。
DNAorigamiと呼ばれる新規技術とモーター蛋白質をハイブリッドさせて、サブミクロンサイズのモーター集合体を作成
できた。モーターの個数制御や空間配置制御方法を確立し、詳細な生物物理解析を可能にする技術基盤を構築すること
ができた。

研究成果の概要（英文）：Our goal is to clarify the mechanism of energy-saving, flexibility and adaptabilit
y of muscle by creating an artificial muscle made of proteins and DNA molecules and observing the dynamics
 at the single molecule resolution.
I used DNA nanotechnology called DNAorigami and the nanosized modules were hybridized with motor protein m
olecules. I succeeded in constructing the  artificial motor protein assembly with sub-micrometer size. Thr
ough this experiment, I confirmed the methodology for controlling the number and spacing of motor molecule
s. This novel methodologies enables us to analyze the emergence mechanism of unique properties of life.  
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 1分子計測技術や遺伝子工学的手法の発
展によって、特にモーター蛋白質の作動原理
に関して理解が進んでいる。しかし、これら
の研究は、モーター蛋白質 1個を単離した系
を対象としている。筋肉などの多数個のモー
ターが関与するシステムが機能中における、
内部状態（個々の運動素子のふるまい、運動
素子間での運動の相関、協同性や干渉性）の
直接観察が望まれている。 
 
(2) 筋収縮機構の研究には 70 年以上の歴史
があり、組織、細胞から単分子、再構成系の
レベルまで詳細な計測とモデル化が行われ
ている。しかし、再構成系でおいてすら、モ
ーター集合体の中の個々のモーターのふる
まいの 1 分子計測は成功していない。近年、
我々は、1 分子計測技術と DNA ナノ材料と
を融合することによって、2 分子システムで
はあるが、協同的な力発生中のモーター1 個
の運動計測に成功している。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、1分子計測技術と 3次元ナノ構
造体がプログラマブルな DNAorigami を融
合することによって、以下の目標を達成する。 
 
(1)モーター分子の個数と空間配置が制御さ
れた筋肉再構成系のデザイン 
 
(2)筋肉再構成系内の個々のモーター運動の
高時空間分解能（マイクロ秒、ナノメートル）
およびモーター間の運動相関計測技術の開
発と計測 
 
３．研究の方法 
 
（１）筋肉は、分子モーターであるミオシン
が自己集合し、アクチンフィラメント上を一
方向運動することで収縮を行う。ミオシン分
子は、非常に緻密に空間配置されており、隣
り合うモーターが 14.3 nm 間隔で、収縮軸方
向から見て 40 度ずつ回転しながら配置され
ている。空間周期を考慮した理論的なモデル
において、その空間周期の変調に対して共鳴
的に速度が増加もしくは減少する結果が得
られている。また、収縮速度の外部負荷応答
も空間周期に強く依存していた。そこで、空
間周期の変調を目的に、ミオシン分子を 1 nm
の精度で配置可能な DNAorigami テンプレー
トの設計と作成を行う。また、外力応答も調
べるために、システムに外力を加えることが
可能なDNAナノスプリングの設計と作成を行
う。 
DNAorigamiは2006年にRothermundが開発
した技術で、100 種類以上のオリゴヌクレオ

チドを 7000 nts の一本鎖 DNA とハイブリダ
イズさせることによって 2次元もしくは 3次
元的なナノ構造物を作成する技術である。
DNA の化学修飾は容易なため、蛋白質とナノ
構造物の任意の部位を化学的に架橋するこ
とで、蛋白質や蛍光分子の配置が可能になる。
蛋白質と DNAorigami の連結を容易にするた
めに、蛋白質側を遺伝子改変して SNAP-tag
を付加する。SNAP-tag は 20kDa のペプチドタ
グであり、その基質であるベンジルグアニン
をオリゴヌクレオチドに化学修飾しておけ
ば、SNAP-tag に特異的にオリゴヌクレオチド
ラベルできる。このオリゴと相補的な配列を
持つオリゴヌクレオチドを DNAorigami テン
プレートに配置することによって、お互いの
連結が可能となる。 
 
（２）作成するモーターDNAorigami ハイブリ
ッドのモーターをターゲットとして蛍光プ
ローブラベルを行う。半導体量子ドットは明
るく長時間蛍光を発するプローブであり、30 
ミリ秒の時間分解能で 1-2 nm の空間分解能
を達成する。蛍光波長の異なる量子ドットを
ハイブリッドシステム内にラベルすること
によってモーター間の協調性や干渉性を可
視化できる。半導体量子ドット表面にはスト
レプトアビジン修飾を施すことによって、ミ
オシンモーター部位のN末にラベルしたビオ
チン(Halo-tag リガンド)と結合してモータ
ー部位のモニターが可能となる。同様の結合
システムで、アビジン修飾された金ナノ粒子
もモーター部位にラベルすることが可能で
あり、金ナノ粒子の散乱光を 1分子観察すれ
ばマイクロ秒領域での分子動態を可視化す
ることが出来る。 
 
４．研究成果 
 
（１）ファージ由来の一本鎖 DNA を足場とし
て、モーターDNAorigami ハイブリッドのテン
プレートとなるロッド構造を作成した。直径
8 nm, 長さ 400 nm のサイズであり、ロッド
を連結して長さを長くすることも可能なよ
う拡張性を施してある。天然の筋肉では、
42.9 nm の空間周期で配置されたミオシン分
子が一本のアクチンフィラメントに相互作
用する。アクチンフィラメントは二重らせん
構造をしており、36 nm の周期を持つ。この
構造ミスマッチが重要であるとの我々の仮
説をもとに、天然の周期と同様の 42.9 nm で
ミオシンを結合する部位をテンプレートに
設計するとともに、14.3 nm, 28.6 nm, 36 nm
の空間周期持たせることができるテンプレ
ートを設計した。サーマルサイクラーを用い
て実際に作成し、アガロース電気泳動による
精製と生成物の電子顕微鏡による確認を行
った。 
 



 

 
図１ 人工筋肉のデザインの模式図 
 
（２）外力を付加するためのナノスプリング
についても、同様に設計を行い、直径 30 nm, 

300-1100 nm まで伸び縮み可能なコイル構造
を作成した。この構造は特殊なため、特許申
請を行った。光ピンセット法を用いて Force 
–extension curve を実測し、ばね定数の評価
も行った。これによって、バネの長さを観察
すれば、どのくらいの外力がかかっているか
定量可能となった。 
 
（３）予備実験として、筋肉のミオシンに近
いミオシン V,ミオシン VI を用いて
DNAorigami との連結と運動特性の観察を行
った。ナノスプリングに連結することでミオ
シン間に働く張力がスプリングの伸び縮み
として直視できる。スプリングに蛍光ラベル
を行うことで、ミオシン V,VI の結合したス
プリングが伸び縮みしているのが確認され
た。ただ、ガラスとの非特異的な結合が観察
結果に影響を与える可能性も示唆されたの
で、ガラスをポリエチレングリコールでコー
トし、非特異的な修飾が起こらない環境を構
築した。 

 
図２ 張力存在下での 1分子動態観察 
 
 また、ミオシン分子に量子ドットをラベル
し 1分子イメージングすることで、スプリン
グによる外力が加えられた条件下でのミオ
シンの分子動態の測定にも成功した。 
 

図３ 張力存在下での 1分子動態の一例 
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