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研究成果の概要：光誘起変形による生体分子の基板上への固定技術をコア技術として，生体内

分子モーターの構成タンパクであるアクチンとミオシンを人為的に配向・配列制御して運動を

制御できるアクチュエーターの創製を試みた．キャップタンパク質を利用することにより，ア

クチンフィラメントの極性を揃えて基板上に配列，配向させることに成功した．また，光誘起

変形で形成されたテンプレートを用いてミオシンフィラメントの配向固定化にも成功し，その

表面でのアクチンフィラメントの方向制御された運動を実現した． 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,400,000 0 1,400,000 

2007 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2008 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 630,000 4,130,000 

 
 
研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：生体機能材料 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）生体分子モーター 
生体内で重要な生命活動を担う生体内分

子モーターは筋肉におけるアクチン-ミオシ
ン系，ＦｏＦ１ＡＴＰアーゼ等いずれもタン
パク質が自己組織的に集合構造を形成する
ことにより発現する．生物学的にはその構造
体の役割を解明していく努力が多くの研究
者により進められており，徐々にではあるが
その構造，機能の関係が明らかになりつつあ
る．一方，これらの生体分子モーターは，温
和な条件下で高効率の作動が可能であり，従

来の機械的なモーターにはない優位性が期
待できる．これを人工の構造体として有効に
利用する技術を確立することはエネルギー，
環境への不可低減の観点から今後ますます
重要な課題となる．この技術確立にはその機
構解明と同時に我々が人為的にタンパク質
の配向，配列を制御して新たに構造体を創製
していかなければならない．  
（２）分子認識光固定法 
この研究を進めるためには，配向・配列と

同時にその組織化構造体を基板等の上に固
定する必要がある．タンパク質の固定化技術
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であり，いかに簡便に，タンパク質を失活さ
せることなく，安定に固定できるかがポイン
トである．我々は光異性化反応を起こし得る
アゾ色素を含有したいわゆるアゾポリマー
を用いることにより，タンパク質，ＤＮＡを
表面に載せて光照射するとその物質をアゾ
ポリマー表面に強く固定できることを発見
した．この光による生体分子の固定の基本的
メカニズムは，図１に示した様に生体分子を
認識してアゾポリマーが変形することによ
るものである．光により生体分子が認識され，
同時に光によりアゾポリマー表面が変形し，
光照射停止後には物体が固定される新規性
のある方法論を提供したといえる．さらに単
に固定されるだけでなく固定された生体分
子がその機能を，基板上で生体内と同様に発
現できることを抗原－抗体反応あるいは酵
素反応においても確認し，本手法がバイオ固
定技術としてさまざまな応用展開が可能で
あることを示してきた． 

 
２．研究の目的 
代表的な生体分子モーターである筋肉は

アクチン，ミオシンいずれもが配列した構造
体を形成して機能している．機能を発現する
上で重要なことはアクチンが重合したフィ
ラメントアクチン（Ｆ－アクチン）が方向性
（＋端と－端）を有していることで，＋端の
方向に沿ってのみ力が発生するという点で

ある．今回の研究ではこのアクチン・ミオシ
ン系に的を絞り，アクチュエーターとして動
作可能な，＋と－の方向制御を行い，一方向
に配向させた構造体の創製をめざすもので
ある．この配向・配列制御からのアプローチ
により方向の揃った運動が実現できるタン
パク質構造体の実現をめざす．本研究の期間
内において，人間の筋肉を模倣したアクチン，
ミオシンの人為的配列構造体をそれぞれ作
製し，その構造体をＡＴＰの添加により設計
された一方向に運動制御することを最終的
に目指す．最終的なイメージを図２に示した． 
 
３．研究の方法 
本研究計画で解決すべき第１の課題は，Ｆ

アクチンの方向性，すなわち＋端と－端を揃
えた状態で配向させることである．この課題
を解決するためにアクチンの重合特性と分
子認識光固定法と組み合わせることにより
達成可能と考えた．以下にその考え方を述べ
る． 
 Ｆ－アクチンはアクチンモノマーがらせ
ん状に重合したものであるが，アクチンモノ
マー自身形状の非対称性から，＋と－を有し
ている．その＋と－の方向に応じて重合なら
びに解離の平衡が大きく異なることは周知
である．そこで，アクチンモノマーをアゾポ
リマー上に光固定法によって固定する．この
場合，固定される方向はある程度ランダムと
考えられる．この状態で，アクチンモノマー
溶液中で重合反応を実施する．重合の長さは
固定されたアクチンモノマーの方向に依存
すると考えられる．すなわち，重合が成長す
る方向が＋端の面を表面露出して固定した
場合，長く重合するが，反対に－端が表面露
出する形で固定した場合は短い重合体しか
得ることはできないと予想される．結果とし
て，＋端方向に方向の揃ったＦ-アクチン重合
体の重合物を表面に伸張した状態を作り出
すことができる． 
この手法は，タンパクの変性等の課題が多

く，後述するようにキャップタンパク質を固
定してその後Ｆ-アクチンをトラップする方
法に研究途中において切り替えた．この状態
で，せん断力等を利用して一方向に配列させ
た状態を作り出し，その上で再度光照射によ
ってアゾポリマー表面に全体を固定するこ
とにより，目的とする配向・配列構造体を得
ることができると考えた．光固定を 2回利用
する手法である．  
ミオシンの組織構造体の形成は次に解決

すべき課題である．アクチンが＋と－の方向
性を制御して構造体を形成させることがで
きるならば，本課題ではアクチンのような＋
と－の方向性を特に考慮することなく自己
組織的に出来上がった組織構造体を平行方
向に配列させることが課題となる． 

図１．「分子認識光固定法」の固定原理
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図２．人工的に方向が揃うように基盤上に構築
されたＦ-アクチン構造体とミオシン構造体
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 アゾポリマーの特徴として，表面に 2光束
干渉露光を行うことにより，周期的凹凸構造
を形成できる性質がある．また，偏光を照射
すると，その偏光方向と直交する方向にアゾ
部分が再配向する性質を有している．この異
方的表面構造がその長軸方向に沿ってミオ
シン組織体を配向させる駆動力になること
が期待できる．誘起された表面の異方的性質
をうまく利用することにより，ミオシンの線
状組織体の面内配向制御を試みる．この配向
がうまく成功すれば，アクチンと同様に組織
体ごと光固定によって，基板上に固定するこ
とができる．(図３)こちらはアゾポリマーの
性質を 2回（光変形（配向）と光固定）利用
した方法である． 

 
４．研究成果 
（１）Ｆ－アクチンの配列・配向構造体 
①Ｆ－アクチンの相構造 
 Ｆ－アクチンの会合体の相構造が 2価カチ
オンＭｇ2+の濃度に応じて変化する様子を，
光固定法を利用して評価した． 
カチオン高濃度側では各種Ｆアクチンの

バンドルがコイル状に三つ編みに構造を形
成していることが，中間濃度では 2次元のネ
マチックラフト構造を形成していることが
明らかとなった．これまで小角Ｘ線を利用し
た研究で発見されていた構造を直接観察す
ることができた．アクチンのアゾポリマー上
への固定が有効であることが示された． 
 
②基板表面からの直接重合 
方法で記載したコンセプトに従って，アゾ

ポリマー上に光固定したアクチンモノマー
からの重合を試みた． 
固定部以外のアゾポリマー表面へのフィ

ラメントの吸着を抑制する条件について検
討した結果、BSAによるブロッキング処理お
よび界面活性剤の添加の有効性が見出せた．
アゾポリマー上に光固定したアクチンモノ
マーからの重合では、溶液中に生成する様々
な重合度のアクチンフィラメントが表面か
らの重合に影響を与えることがわかった．課
題としてアクチンを重合する条件，タンパク
質変性等の制御が困難であることが上げら
れる．配向固定に関して，本手法は断念し，
次に述べる新たな手法に切り替えた 
 

③ゲルゾリンの利用による配向制御 
Ｆ－アクチンの極性の一方に特異的に結

合するキャップタンパク質を利用した新た
な配向固定法を考案し、キャップタンパク質
の一種であるゲルゾリンを用い検討を行っ
た． 
本提案の概念図を図 4に示した．最初にゲ

ルゾリンをアゾポリマー上に光固定する．そ
こへＦ－アクチンを導入するとゲルゾリン
によってＦ－アクチンがトラップされる．ゲ
ルゾリンは＋端を残してＦ－アクチンを切
断する．結果として，アゾポリマー表面に－
端が固定されたＦ－アクチン集合体を得る
ことができる．最後に，ディップ法によって
一方向に揃えて配向し，再度光照射により固
定化する． 

Ｆ－アクチンのアゾポリマー表面への非
特異的吸着抑制におけるＢＳＡのブロッキ
ング処理においても光照射による固定効果
が有効であることが見出された．また，変性
等の課題に対して，全てのプロセスを溶液状
態で行うことが重要であることが示された． 
ゲルゾリンを固定したアゾポリマー表面

にＦ－アクチン溶液を作用させた基板表面
の状態を蛍光顕微鏡で観察した結果、ゲルゾ
リンを固定していない表面ではＦ－アクチ
ンの付着しなかったのに対し、ゲルゾリンを
固定した表面ではＦ－アクチンが末端で付
着している様子が確認された．ゲルゾリンの
光固定化濃度およびＦ－アクチン濃度を変
化させたところ、ゲルゾリンの固定化濃度に
対しては濃度が高くなるに従いＦ－アクチ
ンの付着量の増加が見られたが 30μg/ml 前

図３．格子構造上に配列したミオシンフィラメント
とその上を運動するＦ－アクチン
図３．格子構造上に配列したミオシンフィラメント
とその上を運動するＦ－アクチン
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後で最大となることがわかった（図５）．ま
た反応させるＦ－アクチン溶液の濃度につ
いては同様に濃度を高くすることで付着量
の増加がみられたが200μg/ml前後で最大と
なることがわかった（図５）．以上，アゾポ
リマー上にゲルゾリンの活性を保持したま
ま光固定することができ，この表面にＦ－ア
クチンを反応させることにより基板表面へ
のＦ－アクチンの付着が定量性良く制御で
きることが明らかとなった． 

 
④配列固定化 
 ディップ法により，③で得られたＦ－アク
チンの配列を試みた． 

 ディップによるせん断力を利用すること
で，アゾポリマー上にＦ－アクチンの方向を
制御することができた(図６) 
 
⑤配向の証明 
 最初に一つ色素で染色されたアクチン
（Ａ）を重合し，そのあと 2つ目の色素で染
色されたアクチン（Ｂ）を重合することによ

り，極性を特定できるＦ－アクチン（ ＡＡ
ＡＡＢＢＢＢ ）を作製することができた．
このＦ－アクチンを用いて，配向固定基盤を
作製し配向状態を観察したところ，90％のＦ
－アクチンが方向を揃えて配向しているこ
とを確認できた（図７）． 
 
（２）アクチン基板上での運動 
①ミオシンコートビーズの運動観察 
 直径 1μmのポリスチレン微小球の表面に
Myosin を吸着させた微小球を作製した。こ
の微小球を表面に蛍光標識Ｆ－アクチンを
吸着させたアゾポリマー基板上に導入し顕
微鏡で観察を行ったところ ATP を添加する
前は基板表面に完全に吸着していたが、静止
していた微小球が ATP を添加することで微
小球のわずかな運動が観察された． 
 
②ヘビーメロミオシン（ＨＭＭ）コートアゾ
ポリマービーズの作製と運動観察 
 アゾポリマーで作製した微小球の表面に
HMMを吸着させた微小球を作製した。この
微小球を表面に蛍光標識Ｆ－アクチンを吸
着させたアゾポリマー基板上に導入し ATP
を添加した．ATPを添加する前には基板表面
に吸着、静止していた微小球が ATP を添加
することで複数のＦ－アクチンのフィラメ
ント上を連続的に移動しながら滑り運動を
する様子が観察された．微小球の平均移動速
度：1.1μm/s（35℃）であった．(図８) 

 
③配向基板上での運動 
 HMM-アゾポリマービーズを用いて上述
Ｆ－アクチン配向固定した基板上での運動
を検討したところ，ほとんど運動が観察され
なかった．配向プロセスに劣化，光固定プロ
セスでのアクチンの運動阻害の可能性が考
えられる． 
 
（３）ミオシン配列構造体 
①ミオシンフィラメント構造 
生体分子モーター「ミオシン」はイオン強
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図６．ディップ後方向の揃ったＦ－アクチン
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図６．ディップ後方向の揃ったＦ－アクチン

図７．アゾポリマー上に方向を揃えて固定化さ
れたＦ－アクチン
図７．アゾポリマー上に方向を揃えて固定化さ
れたＦ－アクチン

図８．微小球の移動の軌跡
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図５．Ｆ－アクチンの付着量
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度に応じて自己組織化し，フィラメントを形
成する．自己組織化させたミオシンを水溶液
中でアゾポリマーに光固定し、水溶液中にお
けるミオシンフィラメントの構造を液中観
察用原子間力顕微鏡（AFM）を用いて観察し
た．大気中との比較から，大気中，液中とも
に構造は変化しないこと，イオン強度により
変化したその構造を維持したままアゾポリ
マー表面に光固定できる事を明らかにした。 
 
②レリーフ上での配向制御 
 アゾポリマーへの光加工により作製した
格子構造を用いて分子モーター「ミオシンフ
ィラメント」を配向固定した．特定の格子構
造（ピッチ約 1000 nm、深さ 100-300 nm）
において、F－ミオシンが配向することがわ
かった．(図９) 

 
（４）ミオシン基板上での運動 
 ①運動方向制御 
 アゾポリマーフィルムにピッチ１μm, 深
さ 300nm の格子構造を作製し，その格子構
造に生体分子モーターたんぱく質ミオシン
を光固定化した．その表面でのＦ－アクチン
の運動を調べたところ，フィラメントが格子
構造に沿ってすべり運動することを確認し
た．その運動速度は約 2μm/sであった 
 Ｆ－アクチンの運動方向は，特定の格子構
造にＦ－ミオシンを固定した表面において
沿って運動することがわかった．（図１０）

それ以外では，運動方向はランダムとなった．
興味深いことにＦ－アクチンの運動方向と
Ｆ－ミオシンの配向度には有意な相関はな
く，Ｆ－アクチンの運動方向は格子構造のピ
ッチの影響が大きいことを明らかになった 
 
 ②運動速度制御 
 各種官能基を導入したアゾポリマーにミ
オシンを光固定した基板表面でのアクチン
フィラメント(Ｆ－アクチン)のすべり運動
を比較検討した．水酸基とカルボキシル基の
導入によりＦ－アクチンのすべり運動速度
が向上した． 
 各種官能基を導入したアゾポリマーにヘ
ビーメロミオシン(ＨＭＭ)を光固定した基
板表面でのＦ－アクチンのすべり運動を比
較検討した．PEG 鎖の導入がフィラメントの
すべり運動速度向上に効果的であった．すべ
り運動速度が約 2倍に向上することがわかっ
た 
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