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研究成果の概要（和文）：ミオシン6とミオシン10は、アクチンフィラメント上を移動する2つの脚をもつモータータン
パク質である。興味深いことに、脚の長さが短いにもかかわらず、大きな歩幅で運動することが分かっている。しかし
ながら、それらが運動する最中の構造的な情報は一切得られていないため、その運動メカニズムは未解明であった。本
研究では、高速原子間力顕微鏡を用いて、運動中のミオシン6とミオシン10の構造形態を高い時間・時間分解能で直接
観察することを行った。その結果、各ミオシンが大きな歩幅と小さな歩幅をとりながら、ふらふらと一方向に進む運動
を直接観察することに成功し、各ミオシンの運動メカニズムの理解を深めることができた。

研究成果の概要（英文）：Myosin 6 and 10 are two-headed molecular motors that move along actin filaments. 
Intriguingly, it is known that these motors move with a large stride than that expended from their leg 
length. However, their functional mechanisms have not been elucidated yet, due to the lack of structural 
evidence. Here, we applied high-speed atomic force microscopy to directly observe their structural 
dynamics at high spatiotemporal resolution. Net wiggly processive movements with large and small strides 
performed by these myosins were directly visualized. The large stride was made by a lever-arm extension 
in their tail domain. The direct evidence obtained here should lead to better understanding the 
functional mechanism of these myosins.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
ミオシン６とミオシン 10 は、細胞内で小

胞輸送や特定の構造を保持するためのアン
カーとして機能している。構造的には、どち
らのミオシンもコイルドコイルによってホ
モダイマーを形成し、そのコイルドコイルに
つながる 2 本の“脚”（レバーアーム部）と、
その先の“足”（モーター部）で構成されて
いる。どちらのミオシンの脚の長さは、胞内
で小胞輸送を担うミオシン 5 のそれと比べて、
ミオシン 10（図１e）は半分、ミオシン 6 に至
っては 3 分の 1（図１a）しかない。 
これらのミオシンは、一分子でアクチンフ

ィラメントから解離することなく長距離移
動することができる（プロセッシブ運動でき
る）ため、蛍光顕微鏡などを用いて国内外に
研究が活発に行われてきている。また、ミオ
シン６は、アクチンのマイナス端に向かって
移動する唯一のミオシンであることも精力
的に研究されてきている理由となっている。
その中でも驚く研究結果は、これらのミオシ
ンが構造的に予想されていた歩幅（約 12 nm）
よりも大きな歩幅（アクチンフィラメントの
ヘリカルハーフピッチに相当する約 36 nm）
で前進運動することである(Rock et al., PNAS  
(2001); Nishikawa et al., BBRC (2002))。すなわ
ち、脚の長さが長いミオシン５と同様の歩幅
で運動する。このことは、ミオシンの運動メ
カニズムを説明するのに広く受け入れられ
ているレバーアーム説と矛盾するため、大き
な注目を集めていた。 
その後、レバーアーム部の後に続くコイル

ドコイル領域の一部が運動中に解けること
で、剛直なαへリックス（SAH ドメイン）を
作り、約 36 nm の歩幅を確保していることを
示唆する結果が報告され（図１a, e）(Spudich & 
Sivaramakrishnan, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 
(2010); Sun et al., Nat. Struct. Mol. Biol. (2010))、
これらのミオシンの運動もレバーアーム説
に従って運動していることが提唱された。し
かしながら、その構造形態をとったアクトミ
オシン複合体の構造的証拠は提出されてい
なかった。これまでに唯一得られているアク
トミオシン 6 の電子顕微鏡写真では、運動中
の条件を撮影したにも関わらず、２つのモー
ター部を大きく広げた構造は全く確認でき
ず、２つのモーター部が隣り合うアクチンの
サブユニット上に寄り添うような形で結合
しているもののみしか観察できない（図１d
の矢尻記号に注目）。そのため、レバーアー
ム説とは違う運動モデルも提唱されていた
(Nishikawa et al., BBRC (2002))。また、ミオシ
ン 10 に関してはアクチンフィラメントと結
合した構造情報は一切得られていなかった。 
また近年では、運動中のこれらのミオシン

を高速・高感度カメラ技術や偏光技術など用
いて蛍光顕微鏡観察すると、大小の歩幅で運
動する様子が見られ、単純なハンドオーバー
ハンド運動では説明できない振る舞いも報
告されている。このように盛んに研究されて

きているが、その運動メカニズムに関する統
一見解は得られていなかった。より直接的な
手法でこれらの脚の短いプロセッシブミオ
シンの運動を観察することが望まれていた。 

 
２．研究の目的 
研究代表者は、溶液中で生体分子をナノメ

ータースケールの解像度で観察できる唯一
の顕微鏡である原子間力顕微鏡（Atomic 
Force Microscope: AFM）の高速化にこれまで
取り組み、ビデオレート程度（20 – 50 
ms/frame）の時間分解能を持った世界最高性
能の高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）を実現
してきた(Ando et al., PNAS (2001); Ando et al., 
Annu. Rev. Biophys. (2013))。そこで、本研究課
題では、この高速 AFM を用いて、運動中の
ミオシン６とミオシン 10 の構造形態変化を
直接観察することで、その動作メカニズムを
解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
高速 AFM は、研究代表者が自ら開発して

きた、高速走査技術や高速制御技術が搭載さ
れた最新式のものを用いた。ミオシン６とミ
オシン 10 の運動観察が効率よく進められる
ように、必要に応じて機械部品や電気回路を
開発・改良を行った。ミオシン 6 のサンプル
は 994 aa 以降に、ミオシン 10 のサンプルは
939 aa 以降に、それぞれ、ロイシンジッパー、
もしくは、ミオシン 5 のコイルドコイルを付
加することでダイマー化が担保されたもの
を用いた。これらのサンプルに関する知見は、
これまでに蓄積されており、高速 AFM で得
られた結果の妥当性を評価する上で重要と
考えた。運動アッセイの実験系には、生体適
合性の脂質二重膜を用いて、特定の生体分子
の活性を保ったまま観察基板に固定する手
法を用いた（Uchihashi et al., Nat. Protcols 
(2012).）。この実験系は、同じくミオシンスー



パーファミリーに属するミオシン５の運動
観察において有用性が実証されている（図
1h）(Kodera et al., Nature (2010))。 
 
４．研究成果 
上記の運動アッセイの実験系を用いて、

ATP存在下で運動中のミオシン６とミオシン
10 の構造形態変化を直接観察したところ、ど
ちらのミオシンも大小のステップサイズで、
前進運動、ならびに、まれな後進運動を起こ
しながら、正味にはそれぞれ、アクチンフィ
ラメントのマイナス端方向、プラス端方向へ
進むことが直接観察された。そのときの運動
様は、ハンドオーバーハンド様とインチワー
ム様が混在していた。この結果は、近年報告
された蛍光顕微鏡法の結果と矛盾しない
（Nishikawa et al., Cell (2010); Sun et al., Nat. 
Struct. Mol. Biol. (2010)）。また、２つのモータ
ー部を大きく広げた構造形態をとることで
大きなステップ運動をすることが直接的に
可視化された（図２a, b）。ミオシン 10 のこの
ときの構造形態を詳細に解析すると、各脚の
中ほどから２つの脚が結合する付近の高さ
は（モーター部とは反対側の部分）、軽鎖結
合部位の高さ（約 3 nm）では説明できない、
高さが 1.5 nm 程度の高さを持っていた。この
高さは、αへリックスの高さ（1.1 nm）と近
いため、本研究で初めて、これまで提唱され
ていた SAH ドメインを直接可視化できたと
言える。一方、ミオシン 6 のその部位に対応
する部分の高さは SAH に対応する 1.1 nm よ
りも高く観察されることがあることから、
SHA ドメインというよりは、何らか構造物が
あることが示唆される。このことは、Unfold
したプロキシマルテール部位（図 2 では青色
で描かれている部位）に第 3 のカルモジュリ
ンが結合しているという最近の報告と矛盾
しない（Mukherjea et al., Cell Reports (2014)）。
これに関って、ミオシン６が運動中に２つの
モーター部を大きく広げた構造をとってい
るときに、ミオシン６の脚のどの部分が広が
っているのかが世界で論争中であり、２つの
モデルが提唱されている。１つ目のモデルは、
コイルドコイル部が裂けるとするモデルで
（Spink et al., Nat. Struct Mol. Biol. (2008)）、図
２a ではそのような構造形態をとっているよ
うにみえる。また、２つ目のモデルは、レバ
ーアームの直下が延びるというモデルで
（Mukherjea et al., Mol Cell (2009)）、図２b に
おいてはそのような構造形態が観察されて
いる。つまり、まだ空間分解能が十分ではな
いが、高速 AFM による直接観察からは、ど
ちらのモデルも成立していることがサポー
トされる。 
また、運動中に２つのモーター部を大きく

広げた構造をとっているときに、前方のモー
ター部が後ろ向きに傾いている状態から、前
方に傾く様子がいくらかの頻度で観察され
た。この現象は、２つのモーター部を大きく
広げた構造をとっている時間が長いほどよ

く観察される傾向があった。ミオシン全般の
ATPase 反応を鑑みると、この現象は、リン酸
放出、もしくは ADP 放出の化学状態と関連
した構造変化であることが考えられる。ミオ
シン 6 の運動において、この現象の出現頻度
について論争になっている（Sun et al., PNAS 
(2010)）。ここでの AFM 観察の結果は、Sun
らの観察結果を支持する直接証拠となって
いるといえる。一方、ミオシン 10 において
は、この現象の存在は考慮されていなので
（Sun et al., Nat. Struct. Mol. Biol. (2010)）、本
研究での AFM 観察の直接的な構造証拠は、
ミオシン 10 の運動様式を理解するうえで重
要な成果といえる。また、この現象は、1 μM
程度の低濃度ATPで運動中のミオシン 5では
観察されなかった現象であるため、SAH ドメ
インのような、通常のレバーアーム部よりも
柔らかい部位が挿入されているミオシンに
特異的な運動現象なのかもしれない。SAH ド
メインを含むミオシンとして、ミオシン 7 が
あるが、同様の運動を行っていることが示唆
される。 
また、どちらのミオシンもミオシン 5 で観

察されたように（Kodera et al., Nature (2010)）、
運動中に２つの足でアクチンフィラメント

 

図 2: 高速 AFM で観察されたミオシン６の運

動中の代表的な構造形態 



に結合しているときに、前足が解離し、再結
合する様子が頻繁に観察された。この振舞い
は、低濃度 ATP 存在下 ATP 非存在下でも見
られたため、自発的な振舞いであることが示
唆され、近年の池崎らの報告とも矛盾しない
（Ikezaki et al., PLoS One (2013)）。この運動に
伴って、２つのモーター部が隣り合うような
構造形態になることが多くみられ、インチワ
ーム様の運動の構造基盤となっていること
の証拠を初めて得たといえる。 
また、過去の電子顕微鏡観察でも観察され

ていたような、２つのモーター部が隣り合う
アクチンのサブユニット上に寄り添うよう
な形で結合する様子もどちらのミオシンで
も可視化された（図２c）。この構造形態でア
クチンフィラメント上に滞在している時間
はミオシン６で特に長かった。この結果は、
過去のミオシン６の電子顕微鏡観察とも矛
盾しない。この構造形態は、細胞内の特定の
構造を保持するためのアンカーとしても働
くミオシン６やミオシン 10 の機能を説明す
るものであると考える。 
以上、高速 AFM によって、動作中の脚の

短いプロセッシブミオシンであるミオシン 6
とミオシン 10 を直接観察することによって、
これまでの手法で示唆されていた運動に対
する直接証拠を提出できただけではなく、こ
れまでの手法の時間空間分解能では未発見
だった運動を新たに見つけることができた。
それゆえ、それぞれのミオシンに関する運動
メカニズムをより詳細に明らかにすること
ができたといえる。現在、それぞれのミオシ
ンについての観察結果に関する論文を準備
中である。本研究において、２つの脚を持つ
ミオシンの運動において、２つの脚のレバー
アームの運動が主要な役割を果たすことが
直接的に明らかになった。では、単頭でプロ
セッシブに運動するとされるミオシン 9 はど
のように運動しているのだろうか？ ミオシ
ン９の運動様式や運動の方向性を巡っては、
未だ混沌としている状況なので（Inoue et al., 
Nat. Cell Biol. (2003); O’Connell et al., Nat. 
Cell Biol. (2003)）、高速による AFM による直
接観察によって、この状況を打破し、ミオシ
ン 9 の運動メカニズムを理解できるかもしれ
ない。延いては、ミオシンモーター全般に関
する理解を深めることができるかもしれな
い。 
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