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研究成果の概要（和文）：ナノスケールで近接する複数の単分子の相互作用や協働性を研究するためのツールとして、
複数分子を同時にナノトラッキングする手法を開発した。多色標識とイメージング分光によってこれを実現した。蛍光
プローブとして量子ドットを用いた。原理検証実験によって、30ms以下の時間分解能において数ナノメートルの位置推
定精度を達成できることを示した。並進モータタンパクであるミオシンがアクチン上で１次元的に動作する様子をナノ
メートル精度で追跡することに成功した。また、装置を拡張して、２次元的なナノトラッキングも実現し、複数の分子
がナノメートルスケール内で交差する様子の観察にも成功し、本手法の威力を示すに至った。

研究成果の概要（英文）：Simultaneous nanometric tracking of multiple motor proteins was achieved by 
combining multicolor fluorescent labeling of target proteins and imaging spectroscopy, revealing dynamic 
behaviors of multiple motor proteins at the sub-diffraction-limit scale. Using quantum dot probes of 
distinct colors, we experimentally verified the localization precision to be a few nanometers at temporal 
resolution of 30 ms or faster. One-dimensional processive movement of two heads of a single myosin 
molecule and multiple myosin molecules was successfully traced. Furthermore, the system was modified for 
two-dimensional measurement and applied to tracking of multiple myosin molecules. Our approach is useful 
for investigating cooperative movement of proteins in supramolecular nanomachinery.

研究分野：分光計測、バイオイメージング
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１．研究開始当初の背景 
生物の運動を司る様々な分子機械では、構
成素子である様々なタンパク質が組織的に運動
することで、システム全体としての力や変位を出
力している。モーター分子に代表される力発生
素子は、それぞれブラウン運動でゆらぎながら
確率的に運動や化学反応をしているにも関わら
ず、システムは安定で且つ高いエネルギー効率
を達成する。各種モーター分子については、こ
こ２０年の間に、単一蛍光分子イメージング法な
どの計測技術に支えられ、動作様式、力発生の
機構、エネルギー効率といったことが次々と明ら
かにされてきた[Funatsu, Nature 1995]。しかし、
単一分子レベルの個々の素子の運動特性を、
単純に足し合わせても分子機械全体の動作原
理を理解することはできない。分子機械として働
くときには、素子分子間に働く同期、促進、抑制
などの相互作用により、協働性が生み出され、
システムを効率よく動作させている。実際に、分
子機械の代表である筋肉の研究では、素子であ
るミオシン II が互いに運動を阻害し合わない仕
掛けを持つことが提唱されている[Kaya, Science 
2010]。また、エネルギー効率の観点から見ても、
筋肉ミオシンの１分子計測から見積もられるエネ
ルギー効率よりも、分子機械（ミオシンフィラメン
ト）の計測結果から見積もられるエネルギー効率
が大きいことが知られていて、長年未解明のまま
になっている[Higuchi, Nature 1991]。 
このように、「分子機械」と「単一分子」、これら
２つの階層のつながりを理解することは、現在の
生物物理学において１つの重要な課題であっ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、分子機械レベルの研究と単一
分子レベルの研究の中間の階層での研究に挑
戦する。すなわち、動作する分子機械内で個々
の素子がどのようにして協働的に力発生を行っ
ているかを直接計測により明らかにすることを目
指す。モデル実験系として、筋肉ミオシンを選択
し、ミオシンフィラメント上に並んだ多数のミオシ
ンモーターを同時に動態計測する。筋肉ミオシ
ン研究においては、近年の単一ミオシン分子力
発生メカニズムに関わる数々の詳細な研究にも
かかわらず、機械としての動作については原理
はおろか、動作様式すら明らかになっていない。
「なぜ筋肉ミオシンの頭部は２頭なのか」、「筋肉
の力－短縮速度関係は何に由来しているのか」、
「そもそも力発生中の筋肉中でいったい何割の
ミオシン分子が力を出しているのか」。これらの
問いに対する明確な答えは未だに得られていな
い。 
これらの問いが明らかになっていない最大の
理由は、測る方法がなかったからである。通常の
光学顕微鏡では近接するミオシンヘッドを識別
して動態を観察することはできない。これが、こ
れまで筋肉ミオシン研究のデッドロックとなってき
た。近年進歩著しい超解像光学イメージング技
術は、空間分解能だけで言えばミオシンヘッドを
空間的に一つずつ識別して見えるレベルに達し

ている。しかし、モーターの動態が見える数ミリ
秒以下の時間分解能を同時に有する手法は、
申請者の知る限り存在しない。全反射照明蛍光
顕微鏡による一分子ナノメトリー技術は、単一ミ
オシン研究において大きなブレークスルーとな
ったが、多分子同時観察に資する新たなブレー
クスルーが必要である。 
 
３．研究の方法 
量子ドット標識技術と分光計測技術を基盤と
する「分光超解像ナノメトリー」と呼ぶべき新規計
測法を開発し、多数のミオシンの動態観察の実
現を目指す。この方法では、アクチンフィラメント
上でナノ領域で近接して並ぶミオシンヘッドを異
なる色の蛍光プローブで標識し、分光器を通し
てイメージングすることで、それぞれのヘッドを
同時に動態計測する。これにより、１次元の変位
をナノメートルの精度で計測することができる。さ
らに、２次元の変位を計測するための方法を提
案し、試作する。ビームスプリッターで画像を２つ
に分割してそれぞれ異なる方向に分光した像を
観察し、計算によって視野内の個々のミオシン
ヘッドの２次元変位を推定する。 
 
４．研究成果 
原理検証実験として、並進モーターであるミオ
シン V と VI を用い、基板上に固定したアクチン
フィラメント上での動態計測を行った。量子ドット
（QD）を蛍光プローブとして用い、ビオチン化し
たミオシンの軽鎖にアビジン化 QD を固定した。
上述の方法によって１次元計測した結果、アク
チンフィラメントでのナノメートルスケール内で複
数のミオシンが移動する様子を観察することが
できた。同時に４つのミオシンを計測することにも
成功している。 
同様の試料を用いて、２次元動態計測の実証
実験にも取り組んだ。上記と同様、ミオシン VI を
用い、アクチンフィラメント上での複数分子の動
作をやはりナノメートルの精度で計測することに
成功した。とくに、２つのミオシンがアクチン上を
歩きながら順位が入れ替わる様子を観察するこ
とにも成功した。 
また、本手法で達成しうる位置推定精度を実
験的に評価した。基板上に固定した QD の位置
を数十フレームに渡って計測し、統計的に位置
推定精度を見積もった。その結果、現状の装置
システムにおいて、10ms の時間分解能で最高
4nm、30ms の時間分解能で 3nm 程度の位置推
定精度での一分子動態計測が可能であることを
示した。これは、通常の一分子計測の精度とほ
ぼ同程度であり、従来の位置推定精度を以て、
複数の分子を同時に動態計測できるようになっ
た。２次元動態計測の場合は、蛍光を２つの光
路に分岐するため、フォトン数が半分になるため、
推定精度はおよそ√2 倍程度になることがわか
った。 
蛍光スポットの中心位置推定アルゴリズムに
ついても検討した。楕円ガウス関数のフィッティ
ングにより位置推定を行ったが、スペクトルは系
がガウス形状でないため、スポット形状は厳密に



は楕円ガウスにはならない。スポット形状が楕円
でない場合に達成しうる位置推定精度を数値シ
ミュレーションによって調べ、楕円ガウスフィッテ
ィングの適用範囲を検討した。この結果、比較的
短波長のQDでは楕円ガウスフィットで問題ない
が、長波長の QD ではスペクトル形状が非対称
となるため、スポット位置推定もスペクトル形状を
考慮した関数を用意する必要があることがわか
た。 
以上のように、本研究期間をとおして、提案す
る手法による複数分子の同時動態計測の可能
性を実験的に示すことができた。今後、ミオシン
に限らず他の並進モータタンパク質（キネシン、
ダイニン）や回転モータなど、様々な分子動態
計測への応用が期待される。 
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