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研究成果の概要： 生体モータータンパク質を分子・分子集合体・細胞の３つの階層からアプ

ローチし，各階層の機能メカニズムを解明すると同時に全体を俯瞰した生体運動や制御機構の

構築を目指す．主な研究成果は，1. 精製モーター１分子の３次元的な運動を蛍光性量子ドット

を用いて2nm精度で測定できる装置を開発して、ダイニンのステップ観察に成功した。ステッ

プサイズは８ナノメートルで、最大力は約８pNであった。2. 細胞内モーター分子の変位と力

を３次元的に測定できる装置を開発し小胞輸送を２nmの精度で観察することに成功し、小胞は

ダイニンによって、微小管上を真直ぐに輸送されることが明らかとなった。３．筋収縮を行う

ミオシン分子の複数が発する力や弾性率をÅ精度で測定し、ミオシン分子が8nmの変位をし、

分子の弾性率は非線形であることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
モータータンパク質の１分子を見て、操り、

測ることによって、従来の多分子系を用いた
研究では推測しかできなかった数々の新し
い知見が得られた。しかしナノシステムとし
てのモータータンパク質の制御メカニズム
は明らかにされていなかった。 
 
 
２．研究の目的 

モータータンパク質は複数の頭部と複数
の軽鎖を結合し、複数のレールタンパク質と
相互作用することで力発生を行っているナ
ノシステムである。運動を行うに際して、頭
部間やレール間でシステム内の情報を伝達
することが本質的である。本研究では精製分
子や細胞内分子の力学情報を解明し、運動の
メカニズムや制御との関係を明らかにする。
また、レールとモーター間やレール内でも情
報が伝えられている可能性があり、レールの
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物理化学的性質の変化を捉える。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、これまでに見たことがない現

象を解析するために、多分子測定装置や細胞
内の１分子装置を開発した。個々の装置の内
容については、「研究成果」の欄に個別に書
き込んだ。 
 
 
４．研究成果 
(1)蛍光粒子を用いたモータータンパク質の

ナノ蛍光イメージング 

タンパク質１分子に蛍光を標識して，イメ

ージングされた像を解析することで，位置精

度 2nmを得た．位置精度をあげるためには，

顕微鏡の振動の減少，背景光の減少，イメー

ジング装置のノイズの低減そして光子数の

増加するなどのテクノロジーが必要である．

振動の減少には，レーザートラップナノ計測

で培われたノウハウが活かされた．背景光の

減少のためには，レーザーからの光を通さず，

蛍光のみを透過する優れた光学フィルター

が選ばれた．イメージング装置のノイズの低

減と明るいイメージを得るためには，電子増

幅する EM-CCDが利用された．光子数の増加

のためには，強力レーザーあるいは集光した

レーザー光などにより，蛍光を励起する光を

強くした．安定な有機蛍光色素ローダーミン

やCy-ダイでも，50万個程度の光子をCCDが

受光する間に，酸素や水と化学反応を起こし，

蛍光を発しなくなる．2 nmの分解能を出すた

めにはおおよそ1万個の光子が必要であるか

ら，50万個の光子で測定できるデータ数は

50点程度である．50点で解析できる運動は

とても限られてしまうので，もっと光子が必

要である．近年市販されている CdSe量子ド

ットは直径3～6 nmとタンパク質程度の大き

さを持ちつつ，光子を合計 5000万個程度受

光できる．2 nmの分解能であれば 5000点の

データを得ることができる．ビデオレートな

ら6分程度の観察が可能である．この方法を

利用して，モータータンパク質であるダイニ

ンやキネシンに量子ドット(CdSe)を結合し

て，8 nmのステップが観察された (Toba，樋

口らPNAS2006) 

 

(2)量子ドットによる細胞内ナノイメージン

グ 

我々は，蛍光性ナノ粒子を用いて，運動中

の細胞表面や内部の詳細な観測を試みた．乳

がんの約 30％では細胞膜上のレセプター

HER2を過剰発現している．このタンパク質に

対する抗体（抗 HER2抗体）は，乳がん患者

に投与さる分子標的抗がん剤である．この抗

HER2抗体を蛍光性量子ドットに化学架橋さ

せた．これを乳がん細胞KPL-4と混合したと

ころ，まず量子ドットは細胞膜に結合し，1

時間ほどの間に，細胞内に膜ごと小胞を形成

して取り込まれた（エンドサイトーシス）．

その後，量子ドットを含んだ小胞は細胞内を

細胞核に向けて輸送された．この小胞の運動

をレーザー共焦点顕微鏡で蛍光観察を行っ

た．対物レンズを上下にずらすことで，観察

像の3次元像を取得し，新たに開発された装

置にて解析した．330ms毎に 9枚の共焦点像

を取得し，ひとつの 3次元画像を構築した．

そして，量子ドットの3次元位置を取得する

ため，蛍光強度を重みとした輝点の重心を計

算するソフトウェアを開発した．細胞内にお

いて，モーター蛋白質によって輸送されてい

る量子ドットの位置の経時変化を三次元計

測できた（分解能～10 nm）．さらに，その装

置で，抗体-量子ドットが細胞膜から核付近

に輸送される過程が単一分子レベルでナノ

イメージングされた．現在では，細胞内のタ

ンパク質や受容体の動態を 2 nmかつ 0.3 ms

で解析することに成功し，ステップ状の運動

を捉えることができた(渡辺ら Biophys.J. 

2007)． 

 

(3)ミオシンＶの制御の１分子イメージング 
ミオシンＶに結合した 12個のカルモジュ

リンのうち１分子でも失われると，アクチン
から解離して，運動能が失われることが明ら
かとなった（アン・樋口 Nature Struct. Mol. 
Biol. 2004）．須藤研が作成した，組み換え
単頭ダイニンの運動特性を調べたところ，単
頭が２分子集合すると，運動できることが明
らになった。 
 
(4)細胞内に導入した QDの運動 
細胞内のモータータンパク質１分子

の運動は、昨年はエンドサイトーシスを
利用した方法で、間接的な観察に成功し
た。しかしながらこの方法では標識タン
パク質は小胞内にあるので、細胞質タン
パク質と直接は相互作用ができなかっ
た。そこで今年度は、量子ドットにタン
パク質を結合した複合体を細胞に直接
導入する新しい方法を確立した．実験で
は、市販の通常は DNAをトランスフェク
ションさせる試薬（FuGENE―HD）に標的
分子であるファロイジン（アクチン線維
に結合），tubulin抗体（微小管に結合）
やキネシンを結合した量子ドット（QD）
を混ぜて，これを培養細胞に導入するこ
とに成功した．ファロイジンーQDは細胞



周辺にあるアクチンに結合し，tubulin
抗体-QDは核方向に直線的に分布する微
小管に結合することが確認された．モー
タータンパク質キネシンは，微小管上を
不均一の速度で動いた．細胞内のキネシ
ンの最大運動速度は２ m/sであり、精
製 し た キ ネ シ ン を 用 い た In vitro 
motility assayにおける最大速度１
m/sの約２倍であった．一方、微小管
-QDの速度は低頻度ではあるが１ m/s
となった。キネシンは微小管の上を動く
ことから、今回観察したキネシンの最大
運動速度は微小管に対するキネシンの
運動と微小管の運動の和であることが
強く示唆された。このように、細胞内の
分子を直接観察することで、新しい細胞
像が描けてくることが明らかとなった
(Yoo et al. Exp Cell Res 2008)。 
 

(5)ミオシンフィラメント内ミオシン分
子の弾性とステップサイズ 
天然に近い構造を有したフィラメント上

において、ミオシン1分子の力学特性を解明
した。フィラメント自己組織化の条件を検討
し，機能的なミオシン分子数が2-6分子しか
ないフィラメントを作製した。このフィラメ
ント上におけるミオシン1分子の動きと力を、
レーザートラップナノメトリーにより計測
した。その結果、ミオシンは1回の力発生で
5nm動きこれを何回も繰り返し数百nm運動し、
最大 12pNの力を発生した．このときの最大
効率は 50%程度と見積もられた．運動距離や
効率が筋肉で得られた値に合致したことか
ら，筋肉内でのミオシン１分子の基本特性が
5nm変位と12pNの力であることが明らかとな
った。したがって、ミオシン1分子の機能は、
複数分子を含むフィラメント化で、向上する
ことが示唆された。これは、力を出していな
いミオシン分子がアクチンと結合し、アクチ
ンの解離を抑え、力を出すミオシンが最大力
を発揮出来る状態を作っているためと考え
た。また、量子ドットをアクチン線維に結合
し、ミオシン分子の弾性率を測定したところ、
伸びるときは硬く、押されたときには非常に
柔らかいことが明らかとなった。 
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