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研究成果の概要：車軸藻ミオシンはすべてのモータータンパク質のなかで最速の運動速度をも

つ。分子生物学的手法による変異実験により，車軸藻ミオシンはアクチンとの結合様式が独特

であるということ，この独特の結合様式が最速運動をうみだす主要な要因ということを明らか

にした。また，電子顕微鏡観察により車軸藻ミオシンはアクチンと結合するとヌクレオチドポ

ケットが大きく開くことがわかった。これらのことから車軸藻ミオシンは独特の様式でアクチ

ンと結合することにより，ヌクレオチド結合ポケットが大きく開き，ADP の解離が促進され
ることにより最速運動を引きおこしていると考えられる。
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１．研究開始当初の背景
ミオシンは多様なクラスに分かれている

が，運動速度，ATP加水分解エネルギー，
運動方向，連続運動性 (processivity)，など
の性質はミオシンの種類によって大きく異
なっている。最近，これらの多種多様なミ
オシンについて研究がおこなわれて，筋肉
ミオシンを用いては見つからなかったミオ
シンの運動機構に関しての新しい知見が数
多く得られてきている。このことは，さま
ざまな特徴をもつミオシンを研究すること
は，多種多様なモーター特性をうみだす分
子機構をも明らかにするのみならず，ミオ
シンの化学-力学エネルギー変換機構モデ
ルの構築や検証にも有効であることを示す

ものである。淡水産の藻類である車軸藻ミ
オシンは 50 µm/s で動く最速の分子モー
ター蛋白質で，この桁違いのこの速さのた
め注目されてきた。それは，どのような機
構でこの速い速度を生み出しているかを解
き明かすことは，ミオシンの化学-力学エ
ネルギー変換機構の解明においても大きな
知見となると期待されているからである。
研究代表者・伊藤はこれまでの研究により
分子生物学的手法を用いた蛋白質発現系を
用いて車軸藻ミオシンの発現を成功してい
た。

２．研究の目的
車軸藻ミオシンが他のミオシンに比べて，
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何故，これほど速いのかを分子生物学的手
法および電子顕微鏡観察により明らかし，
そしてそれをもとにミオシンの化学-力学
エネルギー変換機構の新たな知見を得るこ
とを目的とした。

３．研究の方法
　(研究代表者・伊藤)
骨格筋ミオシン，平滑筋ミオシン，V 型ミオ
シン，細胞質粘菌 II 型ミオシンなどこれま
でに研究されてきたミオシンのほとんどは
ミオシンのループ２と呼ばれる領域にリジ
ンのクラスターがありループ２の正味の電
荷はプラスに帯電している。骨格筋ミオシ
ン，平滑筋ミオシン，粘菌ミオシンなどを
用いた研究により，ミオシン上のプラスに
帯電したループ２がマイナスに荷電したア
クチンのＮ末端領域に結合していることが
わかっている。また，ループ２の正電荷が
大きいほどアクチンとの親和性が大きいこ
とが知られている。これに対して車軸藻ミ
オシンはループ２に正の電荷をもつアミノ
酸がほとんどなく，ループ２の正味の電荷
は０である（表１）。

しかし，ループ２の正味の電荷が０の車軸
藻ミオシンのアクチンに対する親和性は，
正味の電荷が＋３の骨格筋ミオシンのもの
より高い（図１）。

これらのことから車軸藻ミオシンは他のミ
オシンと違いループ２でアクチンと結合し
ているのではなくループ２以外に強い正電
荷に荷電した領域があり，そこでアクチン
と結合している可能性が考えられる。その
ような強い正電荷に荷電した領域を調べた
ところループ３と呼ばれる領域がその候補

に挙がった（表２）。
そこで，車軸藻ミオシンは他のミオシンと

異なりループ３でアクチンと結合している
のか？，そしてループ３を介してのユニー
クなアクチンとの結合が車軸藻ミオシンの
速いアクチン滑り運動の原因となっている
のか？，を分子生物学的手法により車軸藻
ミオシンのループ３およびループ２に変異
を加えることにより調べた。

(研究分担者・安永)
車軸藻ミオシンはミオシン頭部として発

現、精製したものを用いた。一方、アクチ
ンはウサギ骨格筋から抽出したものを用い
た。ミオシン単独、もしくはアクチンと硬
直複合体で結合したものを液体エタンで急
速凍結し、そのまま電子顕微鏡（EF-2000, 液
体窒素温度ホルダーCT3500）にて観察した。
画像処理はすべて、Eos を用いた。アクチ
ン・ミオシン硬直複合体に関しては、らせ
ん対称性を用いて初期構造を得た後、単粒
子解析法による構造解析を行い、精密化を
行った。ミオシン単独の構造については、
ミオシンＶの原子モデルを初期構造として、
向きを決定し、逆投影法を用いて、三次元
再構成を行った。

４．研究成果
(研究代表者・伊藤)

４．１　ループ３変異
車軸藻ミオシンのループ３がアクチンと

の結合にはたしている役割を調べるために
ループ３に変異を与えループ３の正電荷を
変化させた４つの変異ミオシンを作製し，
それぞれについてアクチン活性化 ATP 分解
活性を調べた。
野性型(WT)の車軸藻ミオシンはループ３

に正味の正電荷は+５である。それに対して，
L3(-5)はループ３の５つの正電荷をすべてア
ラニンに置換した変異であり正味の正電荷
が０である。L3(N-3)，L3(C-2)はそれぞれル
ープ３の N 末の３つの正電荷，および C 末
の２つの正電荷をアラニンに置換した変異
であり正味の正電荷はそれぞれ+2, +3 となっ
ている。L3(+2)はループ３の N 末にさらに
２つの正電荷，つまり KK を付加しており正
味の正電荷は+７となっている。ループ３の
変異および野性型のそれぞれに対して，ア
クチン濃度を変化させたときの ATP加水分

 　　表 1.  Sequences of loops 2 of various myosins

Loop 2

Length Net charge Sequences

Chara 17 0 FP　　　　　　　　　　　　 　　　　　ADEGTKAPSKFMSIG

Chick Sk 28 +3 FATYG　　　　　　　　　 GEAEGGGGKKGGKKKGSSFQTVS

Chick Sm 36 +3 WKDVDRIV　　GLDQM　　AKMTESSLPSASKTKKGMFRTVG

Dd II 20 +2 FNDPN　　　　　　　　　　　　　　　　IASRAKKGANFITVA

Chick Va 45 +6 FQDEEKAISPTSATPSGRVPLSRTPVKPAKARPGQTSKEHKKTVG

図1

　　表 2.  Sequences of loop 3 of various myosins

Loop 3

Length Net charge Sequences

　Chara 6 +5 KHKFKR

　Chick Sk 10 +3 KPKPAKGKAE

　Chick Sm 8 +3 KSKQLKDK

　Dd II 6 +1 EPRFSK

　Chick Va 6 +2 KPRLSN



解活性がどのようになるかを調べた（図 2）。
アクチンの濃度が高くなるにつれ，どれも
ATP 分解活性が高くなった。しかしループ
３に変異をもっているものはその高くなり
やすさが少なかった。

それぞれについてミカエリスーメンテンプ
ロットによりアクチン活性化 ATP 分解活性
の Vmaxと Kappを求めた（表３）。

表３をみてわかるように，ループ３の正味
の正電荷が減少すると Vmax が減少し，また
アクチンに対する親和性も減少した（Kapp
は増加した）。特にアクチンの親和性に対す
るループ３の正味の電荷の依存は顕著であ
た。L3(-5) はアクチンに対する親和性が低
すぎてアクチンの濃度の増加につれ ATP 分
解活性もほぼ直線的に増加し，グラフが寝
てこなかったので(図２)，Vmax と Kapp は
ミカエリスーメンテンプロットから求める
ことができなかった。
ループ３の電荷をさらに増した L3(+2)は，

野性型と比べてさらにアクチンとの親和性
が増加した（Kapp が減少した，表３）。この

ことは Vmax に関してはループ３には最適な
電荷，または最適な長さが必要であること
を示唆している。
ループ３の変異は ATP 分解活性には大き

く影響をあたえたが，アクチン滑り速度に
はあまり影響を与えなかった（図３）。

４．２　ループ２変異
車軸藻ミオシンのループ２は短く，また

正電荷の数も少なく，わずか２つしかない。
そしてループ２の正味の正電荷（プラスの
電荷の数からマイナスの数を引いた数）は
０である（表１）。さらに他のミオシンと異
なり，ループ２に存在する２つの正電荷は
クラスターを形成しておらず，３つのアミ
ノ酸を間にはさんでいる。以下，車軸藻ミ
オシンのループ２にある２つの正電荷であ
るリジンについてＮ末側のものをリジンー
Ｎ，Ｃ末側のものをリジンーＣと呼ぶ。ル
ープ２が車軸藻ミオシンのアクチン活性化
ATP 分解活性，アクチンとの親和性，運動
性に与える影響を調べるために６つのルー
プ２変異を作製した（表４）。

L2(-2)はリジンーＮ，リジンーＣの両方のリ
ジンをアラニンに置換したもので，正味の
正電荷はマイナス２である。L2(C-1), L2(N-1)
はそれぞれリジンーＮ，リジンーＣをアラ
ニンに置換したものであり，どちらも正味
の正電荷は-１である。L2(N+1)はリジンーＮ
のＮ末端側に GGKKGG を付加したものであ
る。正味の正電荷は+2 である。L2(C+2),
L2(+4)は野性型および L2(N+1)のリジンーＣ
のＣ末側に KK を付加したもので,正味の正
電荷はそれぞれ，+2および+4である。
ループ３の変異と違い，ループ２の変異

はアクチン活性化 ATP 分解活性の Vmax に
はあまり影響を与えなかった（表 4）。しか
し，驚くべき事にループ２の変異はアクチ
ンとの親和性と同時にアクチン滑り速度に
大きく影響を与えた（図３）。

図2

表 3.  Sequences, Vmax and Kapp of loop 3 mutants
Sequence a Net charge Vmax (Pi/head/s) b Kapp (µM) b

L3 (-5) AAAFAA 0 ND c ND c

L3 (N-3) AAAFKR +2 260  81

L3 (C-2) KHKFAA +3 540  44

WT KHKFKR +5 580 23

L3 (+2) KKKHKFKR +7 390 12

表 4.    Sequences, Vmax and Kapp of
loop 2 mutants.

Sequence a
Net

charge
Vmax 

b

(Pi/head/s)

Kapp 
b

(µM)

L2 (-2) FPADEGTAAPSAFMSIG -2 570 103

L2 (C-1) FPADEGTKAPSAFMSIG -1 690 69

L2 (N-1) FPADEGTAAPSKFMSIG -1 540 21

WT FPADEGTKAPSKFMSIG 0 580 23

L2 (N+2) FPADEGGGKKGGTKAPSKFMSIG +2 630 8.2

L2 (C+2) FPADEGTKAPSKKKFMSIG  +2 500 8.3

L2 (+4) FPADEGGGKKGGTKAPSKKKFMSIG +4 470 2.8



リジンーＣをアラニンに置換した L2(C-2)と
L2(-2)はどちらもアクチンとの親和性を激減
させたが（表４），それとともにアクチン滑
り運動速度を増大させた（図３）。これとは
反対にループ２の電荷を増大させたとき，
とくにＣ末側にリジンを付加したときは親
和性の増大（表４）につれてアクチン滑り
速度を減少させた（図３）。

４．３ ループ２変異の速度論的解析
ループ２の正電荷を削ったときはアクチ

ン滑り速度が増加し，正電荷を付加したと
きはアクチン滑り速度は減少したがこの理
由を明らかにするために L2(+4)のアクチン
滑り速度が減少した理由を調べた。アクチ
ン滑り運動速度はアクトミオシンからの
ADP 解離速度とアクトミオシンの ATP によ
る解離速度で規定される。つまり L2(+4)の
アクチン滑り速度が減少した理由はこれら
のうちどちらか，もしくは両方の速度が減
少したからと考えられる。そこで，それに
ついて検証するために，ストップドフロー
装置を用いた速度論的解析を行った(図４)。

図４A で示されているように，L2(+4)の
mantADP 解離速度は 480 s-1と野性型の 20%
であった。一方，アクトミオシンの ATP に
よる解離速度定数は4.0 µM-1s-1と野生型の4.0
µM-1 s-1 とほぼ同等であった。これらの結果
は L2(+4)のアクチン滑り速度が遅くなった
理由はアクトミオシンからの ADP 解離速度
が遅くなったからということがわかった。
以上をまとめると,ループ２に正電荷が増え
るとアクチンとの親和性が上昇するととも
にミオシンからの ADP 解離速度が減少し，
それによりアクチン滑り速度が減少するこ
とがわかった。

４．４　車軸藻ミオシンのアクチンとのユ
ニークな結合様式

これまでの結果をまとめると，ループ２
の電荷を上げるとアクチンとの親和性が増
すがそれとともにミオシンからの ADP 解離
速度が減少しアクチン滑り速度が減少する。
一方，ループ３の電荷を上げたときはアク
チンとの親和性は上昇するがアクチン滑り
速度はほとんど変化しない。つまり，アク
チンとの親和性はループ２の正電荷でもル
ープ３の正電荷でも保つことができるがル
ープ２の正電荷の場合はアクトミオシンｋ
らの ADP 解離速度を減少させて，アクチン
滑り運動速度を幻想させる。車軸藻ミオシ
ンは速い速度を維持するためにループ２の
正の電荷を落とし，その代わりにループ３
の正電荷を上げてアクチンとの親和性を保
つように進化したと推測できる（図５）。

(研究分担者・安永)
４．５　車軸藻ミオシンとアクチンとの結
合様式のクライオ電子顕微鏡による観察。

アクチンと Chara-ミオシンとの硬直複合
体をクライオ電子顕微鏡撮影後、三次元再
構成を行い、下図に示した三次元再構成像
を得た。一方で、単粒子解析法を用いて、
ミオシン単独の構造解析を行った。これら
を比較すると、アクチンとの結合により、
ＡＴＰ結合部位に大きなクレフトを生じて
いることがわかった。ミオシンミオシン単
独ではみられないため、アクチンとの結合
により生じたと考えら得る。

図３
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図 アクチン・ミオシン硬直複合体の三次
元再構成。(a)は、らせん対称性・単粒子
解析による３次元再構成像。緑の等高面で
表示している。(b)は、らせん対称性とし
て用いた対称性パラメータを示している。
(c)は、Ｘ先結晶解析による MyosinV の原
子モデル。類似性の高い構造として用いた。
赤は、Uppler-50K, 青はＮ端 domain を表
現している。(d)は、(a)の拡大像。ピンク
の矢印は、ＡＴＰ結合部位にあたる。赤い
★印は、活性部位を示している。

　このことは、Chara-ミオシンがアクチン
と結合することで、ＡＤＰ解離とＡＴＰ結
合が促進することの分子メカニズムを与え
る可能性がある。
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安永卓生（共著），「ナノイメージング」
第一編ナノイメージングを可能にする顕
微鏡法・第３章電子顕微鏡を用いたナノ
イメージング，（株）ＮＴＳ，２００８
年
〔産業財産権〕
○出願状況（計　０件）

○取得状況（計０件）

〔その他〕
ホームページ等
http://life.s.chiba-u.jp/yamamoto/web/itohp.pdf
（伊藤）

http://www.yasunaga-lab.bio.kyutech.ac.j

p/（安永）
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