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研究成果の概要（和文）： 

 力発生中のミオシンを電子顕微鏡法で開発するための観察技術の開発を目指した。一つは、
磁場によりアクチンに力をかけ、ミオシンフィラメントとの間での力発生している状態を観察
することを目指し、基礎的な観察は可能となった。今ひとつは、単粒子及び、電子線トモグラ
フィー法を使った単一ミオシン頭部とアクチンフィラメントとの相互作用状態の電子顕微鏡法
による観察方法、特に、三次元構造解析のための基礎技術を開発した。その結果、アクチン及
びアクチンミオシン硬直複合体の高分解能三次元像を得ると共に、アクチンフィラメントに結
合したミオシン頭部の３次元像を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We tried to develop observation technology with electron microscopes of force 
generating myosin. One necessary technology is to observe the active interaction between 
a myosin filament and an actin filament during force generation. The actin filament could 
be, in success, pulled by a magnetic bead, which was linked to the actin covalently. The 
other is to observe three-dimensional structure of single myosin head and actin filament 
by electron cryo-microscopy. We developed new three-dimensional reconstruction programs 
for single particle analysis and electron tomography of frozen-hydrated specimens and 
obtained highly-resolved 3D map of actin filaments/actomyosin complexes and preliminary 
3D maps of single head myosin bound to a single actin filament. 
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１．研究開始当初の背景 
 ミオシン・アクチンは筋収縮や細胞運動な
ど、真核生物における運動、形態形成を支え
る重要な分子モーターの一つである。この分
子モーターの機能発現の分子メカニズムを
知るためには、ミオシン及びアクチンの構造、

特に、力発生時の構造と機能相関を理解する
ことが重要である。 
 研究開始当時において、アクチンやミオシ
ンのモノマーの単独の構造は、X 線結晶解析
法やすでに報告されていた。また、電子顕微
鏡法において、アクチン・ミオシンのナノメ
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ータレベルの構造は明らかになっていた。し
かし、それらの原子モデル構築に繋がるサブ
ナノメータレベルで解明された構造や、力発
生時の構造に関する情報は得られていなか
った。 
 安永らもアクチンフィラメント、及び、ア
クチン・ミオシン硬直複合体の構造解析をす
すすめ、ナノメータレベルの構造を得ていた。
また、力発生時の構造解析を行うために、ア
クチンフィラメントに磁気ビーズ標識の導
入を進めている段階であった。 
 
２．研究の目的 
 そこで、クライオ電子顕微鏡法を用いて、
力発生時のミオシンの構造解析を行うこと
を目的とした。特に、アクチン、ミオシンの
複合体の構造解析手法、試料作成手法の作成
方法の開発を中心に進めることとした。 
 
３．研究の方法 
 構造解析法としては、クライオ電子顕微鏡
方法を用いる。この方法は、急速凍結・氷包
埋法された試料をそのまま凍結して、電子顕
微鏡法で観察する方法であり、コントラスト
は低いが、生の状態に近い画像を得ることが
出来る手法である。 
 ミオシン及びアクチンは主として、ウサギ、
及び鶏骨格筋のものを用い、ミオシンに関し
ては、車軸藻由来のものも用いた。 
 力をかけるためには、磁気ビーズを用い、
これをアクチンに標識し、外部より磁場を与
え、アクチンを牽引する。ミオシンはフィラ
メントもしくはカーボン表面に結合したミ
オシン頭部とした。 
 画像解析方法としては、安永らが開発して
きた Eos の上に開発した。３次元再構成法と
して、参照画像を用いた単粒子解析法及び電
子線 CT（トモグラフィー）法に関して、その
全てのプログラムを開発した。 
 三次元再構成を行うプログラムとしては、
重み付き逆投影法及び SIRT法に関して、開
発改良を行った。 
 開発したソフトウェアは、オープンソース
として公開している。 
 
４．研究成果 
 力発生中のミオシンを電子顕微鏡法で開
発するための観察技術の開発を目指した。そ
のためには、力発生中のミオシンをそのまま、
凍結固定した試料作成方法の開発とその試
料を観察して、三次元に再構成する方法の二
つの技術が融合する必要がある。本研究では、
そのための基礎的な技術開発を行った。 
 前者に関しては、磁場によりアクチンに力
をかけ、ミオシンフィラメントとの間での力
発生している状態を観察することを目指し
た。 

 磁気ビーズを標識したアクチンを作成し、
工学顕微鏡下で観察し、磁場をかけたときに
一方向に牽引される様子が観察された。した
がって、磁場をかけて、アクチンフィラメン
トを牽引することが可能であることが分か
った。 
 次に、磁場をかえた状態で凍結試料を作成
することを試みた。磁場化での凍結試料作成
のための凍結装置を作成し、試行した。その
結果、力がかかった状態で撮影することが可
能となった。基礎的な観察は可能となった。 
 しかし、現状の問題点としては、力が掛か
った状態を確実に認識するためのリポータ
ーが存在しないところが問題である。今後の
更なる検討が必要である。 
 第二の技術である、次に、単粒子及び、電
子線トモグラフィー法を使った単一ミオシ
ン頭部とアクチンフィラメントとの相互作
用状態の電子顕微鏡法による観察方法、特に、
三次元構造解析のための基礎技術を開発し
た。 
 その結果、アク
チンフィラメント
の左図のような高
分解能構造解析に
成 功 し た 
(Murakami et al., 
Cell, 2010)。分解
能は、サブナノメ
ータ、場所によっ
ては、〜0.5 nm に

達している。下左
図にあるように、
αヘリックスが十
分に認識できる分
解能に達している
ことが分かる。こ
れにより、原子モ
デル構築が可能と

なった。 
 左図に挿入され
ているこの原子モ
デル構築には、そ
の一部に、これま
で開発してきた
SRMD (空間制限分
子動力学法)を用
いた。 
 さらに、アクチ
ンミオシン硬直複
合体の高分解能三
次元像を得ること
に成功している。

現在、その分解能は〜0.7 nm に達しており、
モデリングに取り組みはじめた段階にある。
硬直複合体は、アクチンフィラメントと強い
結合にある状態であり、そのときのミオシン



の構造を理解することは重要である。現在、
モデリングを継続して実施している。 
 その中で、アクチンと結合した場合には、
ミオシンのもつ５０K ドメインの構造は、こ
れまで報告があるような、サブドメインレベ
ルの剛体的な変化だけではないことがわか
った。すなわち、そのサブドメインの中でも、
αヘリックスの位置が大きくずれるような
変化が起きていることが分かった。今後、原
子モデリングを通して、メカニズムにつなげ
ることを明確にしていく予定である。 
 次に、単独で、アクチンフィラメントに結
合したミオシン頭部の３次元像を得るため
の技術開発を行った。アクチンフィラメント
の構造をテンプレートとして、参照画像有り
の単粒子解析法を適用した。その結果、アク
チンフィラメントに対して、一分子のミオシ
ンが結合していると考えられる密度を得る
ことに成功した。まだ、密度が十分でないた
め、詳細な議論は出来なかった。今後、さら
に観察試料の数を増やし、手法を検討する。 
 最後に、今回開発してきた電子顕微鏡法の
改善(Yasunaga & Wakabayashi, JEM, 2008) 
及び構造解析法の開発を他の試料に対して
も適用した。その結果、ダイニン(Takazaki, 
et al., Cytoskeleton, 2010; Liu et al., 
Eukaryotic Cell, 2008) 、アクチントロポ
ミオシン複合体(Murakmi et al., ProNAS, 
2008)などの構造解析に成功し、学術誌に報
告することができた。 
 以上のことから、目的となる力発生時のミ
オシンの構造解析のための基礎的な技術開
発ができたと考えている。 
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