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研究成果の概要（和文）：X線回折法により昆虫飛翔筋内の分子配列の3次元構造を実空間でイメージングする方
法として、2つの手段を開発した。一つは回転平均化パターソン関数法で、これは研究代表者が開発した新規な
方法である。これを用い、マルハナバチ飛翔筋のミオシン繊維の構造を明らかにした。二つ目の方法は、平面的
な試料によく使われる繰り返し計算法(オーバーサンプリング法)の3次元拡張版で、回転平均化された回折像か
ら試料の3次元構造を復元しようとするものである。こちらも、飛翔筋のアクチン・ミオシン繊維の格子構造か
ら計算された回転平均化回折像から、元の格子の3次元構造をかなりよく復元することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Two methods were developed to perform the 3-D imaging of the molecular 
arrangement within insect flight muscle by means of X-ray diffraction. The first one is the 
cylindrically averaged Patterson function method. This is an original method developed by the 
principal investigator. By using this method, I clarified the structure of the myosin filament in 
bumblebee flight muscle. The second one is the iterative calculation (oversampling) method. This is 
a 3-D expansion of the commonly used 2-D calculation, aimed to restore the 3-D structure of an 
object from is rotationally averaged 2-D diffraction pattern. By using this method, the 3-D 
structure of the filament lattice model of insect flight muscle was well restored from its 
calculated rotationally averaged diffraction pattern.

研究分野： X線回折学、生物物理学

キーワード： X線回折　シンクロトロン放射光　昆虫飛翔筋

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
X線回折法は、用いるX線の波長が原子のサイズと同じレベルであることから、原子分解能の構造決定手段として
優れた方法である。しかし、固有の問題として、構造復元に必要な振幅と位相のうち、位相情報が検出器で記録
する際に失われてしまうという問題がある。このため、従来、特に結晶性の低い試料でX線回折法により3次元構
造を決定するのが難しかった。本研究では2つの方法により失われた位相情報を回復し、回転平均化された回折
像しか得られない試料であっても3次元構造を実空間で復元できることを明らかにした。これは今回対象とした
昆虫飛翔筋のみならず、材料科学方面にも適用できるきわめて有益なものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
最高で毎秒 1000 回にも及ぶ高速の羽ばたきを担う昆虫の飛翔筋は、高度に特殊化された筋肉で
ある。その高速羽ばたきを可能にする仕組みは分かっていなかったが、研究代表者は毎秒 5000
コマという世界最高速の X 線回折像撮影によって、収縮タンパクのミオシンが重要な役割を担
うことを突き止めた(文献 1) 。しかし、全てが逆数になる「逆空間」のデータとして表現される
X 線回折像は解釈が難しく、モデル計算によって解釈を模索するしかなかった。 
 一方近年、X 線回折像から我々が日常目にする「実空間」の映像を直接復元するイメージング
技術は進歩が目覚しい。そこで、本研究では、最新のイメージング技術を適用し、動作中の飛翔
筋内のタンパクが動く様子を実空間で観察することを試みようと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、近年進歩の著しい実像復元アルゴリズムを筋肉の X 線回折実験に適用するこ
とで、動作中の飛翔筋線維内でタンパク分子が動作している様子を、リアルタイムでイメージン
グするために必要な技術を開発することである。そのためには、まず静的条件で昆虫飛翔筋の X
線回折像から飛翔筋線維の 3 次元微細構造を復元する技術を確立することが必要で、それが達
成されたら、飛翔筋収縮時の時間分解 X 線回折像は既に記録しているため、それを用いて飛翔
筋内のタンパクが動く様子を再構成する。 
 
３．研究の方法 
 
X 線回折像とは、試料の構造のフーリエ変換であり、振幅と位相の情報を持っている。長さは逆
数に変換される(逆空間)。これをもう一度フーリエ変換(逆フーリエ変換)すると、元の試料の実
像が(拡大されて)復元される(実空間に戻る)。光学顕微鏡のレンズは、この逆フーリエ変換を行
う光学素子である。しかし、X線回折像は、それが検出器に記録される際に位相情報が失われて
しまうため、それをそのまま逆フーリエ変換しても、元の試料の実像には戻らない。これは「位
相問題」と呼ばれ、X線回折データを解釈するうえでの最大の障害となってきた。先に述べた「実
像復元アルゴリズム」というのは、失われた位相情報を回復するアルゴリズムにほかならない。
実像復元のため、本研究では以下の 2つの方法を試みた。 
 
(1) 円筒平均化パターソン関数法。これは位相情報がなくても回折像から計算できる実空間の
関数で、試料の中に存在する 2点間を結ぶあらゆるベクトルを、原点からスタートするように平
面に並べたものである。これらのベクトルを全て矛盾なく 3次元空間でつなぎ合わせると、試料
の 3 次元構造が復元されるはずである。これは今まで世界でも試みられていない新規な方法で
ある。 
 
(2)  繰り返し計算法(オーバーサンプリング法)。記録された回折像を出発点とし、逆フーリエ
変換→再フーリエ変換を多数繰り返す方法で、現在主流の方法である。回折像記録以降は全て計
算機上で行うため、生成された位相情報は保存される。筋線維内のタンパクのジオメトリは大体
分かっているため、繰り返し計算の過程でありえないタンパクの密度を排除するように位相情
報を修正していくと、最後には正しい位相情報が得られる(正しい実像が復元される)。復元しよ
うとする試料が 3 次元であることと、回折像が回転平均化されて情報が失われている点で困難
が予想された。 
 
４．研究成果 
 
(1) 円筒平均化パターソン関数法。円筒平均化パターソン関数は上に記したように、試料の中
に存在する 2 点間を結ぶあらゆるベクトルを、原点からスタートするように平面に並べたもの
である。この関数は、全ての位相が 0であると仮定して X線回折像を逆フーリエ変換することに
よって得られる。また試料の構造が既知であればそれから計算することもできる。まず円筒平均
化パターソン関数から試料の 3 次元構造を求めるのが理論的に可能であるかを検証するため、
簡単なモデル構造を仮定して計算を行った。最も単純なモデル構造として、3次元空間中にある
正三角形(頂点だけを考える)を仮定した(図 1A)。これの頂点間を結ぶベクトルは合計 12 本あ
り、これを平面に並べた円筒平均化パターソン関数が図 1B であるが、この中で独立なベクトル
は 1象限にある 3本だけである。これらのベクトルを、軸中心の回転、反転、平行移動だけを用
いて矛盾なくつなぎ合わせると、元の 3次元構造が復元できる。これは 1種のパズルである。こ
のパズルを解くプログラムを作成したところ、瞬時に解を求めることができた(図 1C)。 
 もっと複雑な例として、アクチン繊維(13 回転でモノマー28 個のらせん対称性を持つ)と、DNA



の 2 重らせんのモデル構造を作ったが、これらについても同じプログラムを用いて 3 次元構造
を解くことができた(図 2)。 
 実際の試料から得られた円筒平均化パターソン関数として、マルハナバチ飛翔筋の回折像か
ら計算したものも試した。飛翔筋線維の中にはアクチンとミオシンの 2 種類のタンパク質の繊
維があるが、ゲルゾリンという酵素を用いてアクチン繊維のみを選択的に取り除いたため、その
円筒平均化パターソン関数を解けばミオシン繊維の構造が復元されるはずである。実際の回折
像から計算した円筒平均化パターソン関数は連続関数になるため解くのが難しいが、それでも
マルハナバチ飛翔筋のミオシン繊維がよく研究されているタガメ飛翔筋のものと同一のらせん
対称性をもつこと、ミオシン頭部がいわゆる”Interacting heads motif”の配置をとるらしい
ことが分かった(図 3)。 
 これらの成果は国際結晶学連合が刊行する国際誌、IUCrJ に掲載された(文献 2)。 

 
(2) 繰り返し計算法(オーバーサンプリング法)。この方法は従来、主に平面的な試料から記録さ
れた 2 次元回折像から、試料の 2 次元構造を復元するのに用いられてきた。これを 3 次元に拡
張すると、計算量が膨大になる問題点が生じ、実用的には 256x256x256 ボクセルが限度となる。 
しかし回転平均化されない回折像を用いるのであれば、通常はオーバーサンプリング法を用い
て構造を解くのが難しい繊維状試料であっても 3 次元構造を解くことができることが分かった
(そのようなプログラムを開発できた)。このプログラムを用い、クシクラゲの櫛板(クシクラゲ
が遊泳に使う細胞小器官)から記録した回転平均化されない回折像を使って、その中にある繊毛
軸糸の 3次元構造を復元したのが図 4である。 

図 1. 円筒平均化パターソン関数法による簡単な 3 次元空間上の物体(正三角形)の再構成
例。A、仮定した正三角形。B、その円筒平均化パターソン関数。C、復元された正三角形。 

図 2. 円筒平均化パターソン関数法による DNA 繊維(A-D)とアクチン繊維(E-I)の再構成例。
A、E：仮定した 3次元構造。B、F：それらの X線回折像(計算)。C、G：それらの円筒平均化
パターソン関数。D、H:復元された構造。I、Eと Hを重ね合わせたところ。よく一致してい
るのが分かる。 



 

 
 
 

 

 
 一方昆虫飛翔筋からは回転平均化された回折像しか得られないので、情報が大幅に減少して
おり、構造復元が困難である。また昆虫飛翔筋の回折像は非常に複雑であるのに対し、計算に使
えるボクセル数が限定されるのも問題を複雑にする。しかしあらゆる方向に回転平均化され、1
次元情報しかないタンパク質の溶液散乱曲線からオーバーサンプリング法で 3 次元構造を復元
することは成功している(低解像度であるが。文献 3)ので、1 軸方向だけに回転平均化されてい
る昆虫飛翔筋の回折像から構造復元は可能であろうとの信念のもとにプログラムの開発を行っ
た。 
 プログラムの開発は困難をきわめ、なかなか計算が収束しなかったが、収束を妨げる誤差が発
生する箇所を突き止め、それを修正するルーチンを組み込んだところ、計算が収束するようにな
り、昆虫飛翔筋の筋原繊維の 3次元モデル構造から計算した回転平均化 2次元回折像から元の 3
次元構造を復元できた。詳細は現在執筆中の論文原稿に書くが、要点は以下のとおりである。 

 a. タガメ飛翔筋の研究により判明している構造の対称性を元に、飛翔筋のモデル構造を

256x256x256 ボクセルの 3次元空間に構築する。これから 3次元の回折像を計算し、それを回転

平均化すると 256ｘ256 ピクセルの 2次元回折像が得られる。これが通常記録される回折像に相

当する。この 2次元回折像から、モデル構造が復元できるかを試す。 

 b.  アクチン繊維、ミオシン繊維が 6 角格子の配列に並んでいることは分かっているので、

アクチン繊維、ミオシン繊維に見立てた微細構造が一切ないただの円筒をその配列に並べ、これ

を出発構造とする。これから計算される回転平均化 2 次元回折像はモデル構造の回折像と大き

く異なるが、図 5 に示す繰り返し計算によって両者の間の誤差が小さくなるように出発構造を

変えていく。 

図 3. マルハナバチ飛翔筋から記録された X 線回折像に適用した例。A、回折像(アクチン
繊維を取り除いたもの)。B、D：回折像から計算された円筒平均化パターソン関数。C、E：復
元されたミオシン繊維のらせん対称性を示す模式図。 

図 4. 繰り返し計算法で復元したクシクラゲ櫛板の軸糸の 3次元構造。 



 

 

 

 図 6 は出発構造と、2000 回の繰り返し計算で得られた構造をモデル構造(正解)と比較したも

のである。ミオシン繊維、アクチン繊維それぞれのらせん対称性が再生されているのが分かる。

現在はモデル構造ではなく、実際に飛翔筋から記録された回折像から 3 次元構造復元を試みて

いるところであり、それが成功すれば飛翔筋内のタンパクが動く様子を可視化できると考えら

れる。 

 

 

(3) その他の成果。研究代表者はフロリダ州立大の K.A. Taylor 博士の研究室と共同で、クラ

イオ電顕によりマルハナバチ飛翔筋のミオシン繊維の立体構造を 6Å の空間分解能で決定した

(文献 4)。 
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図 5. 繰り返し計算の手順。2次元回折像を 3次元に戻すには、3次元回折像上の同じ軸上
の位置、同じ半径の強度を、補正した 2次元回折像の強度に合うように補正する。 

図 6. 繰り返し計算法による昆虫飛翔筋微細構造の復元。A、出発構造(ただの円筒の集ま
り)。B、モデル構造。太い繊維がミオシン、細い繊維がアクチン。C、復元された構造。アク
チン、ミオシンそれぞれのらせん周期構造が復元されている。 
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