
Title 走査プローブによる1分子操作技術の開発と分子間相
互作用の測定

Author(s) 喜多村, 和郎

Citation 大阪大学, 1998, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.11501/3144052

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



走査プローブによる1分 子操作技術の開発 と

分子間相互作用の測定

Dhectmeasurementofinte㎜01ecul肛interactionlbymanipulat血g

asingleproteinmoleculewithascanningprobe

博士学位論文1998年1月

喜多村和郎



目次

要 旨

1. 序 論

1.1

1.2

1.3

1.4

生体分子間相互作用と機能発現

アク トミオシン分子モーターのメカニズムに関す る研究の歴吏的経緯

1分 子蛍光観察 と1分 子力学測定

本研究の目的及び意義

2.走 査 プ ローブ に よるタンパ ク質 の1分 子 捕捉 ・操 作

2.1目 的

4

5

5

6

8

9

2.2

2.3

2.4

2.5結 果

2.5.1

2.5.盆

2.5.3

プローブ顕微鏡下におけるエバネ ッセン ト場照明法

エバネ ッセン ト場照明

材料 と方法

対物 レンズ型エバネッセン ト照明法の評価

1分 子蛍光観察

走査 プロー ブに よるS1の1分 子捕捉 ・操 作

2

11

11

12

13

17

21

21

21

22



2.6考 察

3.ミ オ シ ンS1の1分 子変 位計 測

3.1目 的

3.2材 料 と方法

a3締 果

3.3.1ナ ノ メー トル 変位 計 測

3.3.2

3.3.3変 位 の発 生 過 程

3.4考 察

3.4.1

342変 位の発生過程

3.4.3

1分 子のS1が 発生する変位

1分 子のS1が 発生する変位

27

29

29

30

36

36

39

48

53

53

57

4結 論

5.謝 辞

6.文 献

7.

ミオシンの運動メカニズム

参考文献

60

63

64

65

69

3



要 旨

生体分子間の相互作用を1分 子 レベル で計測す るために、タンパク質1分 子 を蛍

光顕微鏡 で可視化 し、走査プローブで捕捉 ・操作する技術を開発 した。 モーター

タンパク質であるミオシンの頭部(ミ オ シンサブ フラグメ ン ト1;以 下S1)の1分

子 を走査 プ ロー ブで捕捉 ・操作 し、ガラス表面上に固定 されたアクチンフィラメン

ドとの滑 り方向の相互作用による変位 ・力を計測 した ところ、Arp加 水分解 反応

(ArPase)と 共役 したナ ノメー トル の変位お よびサブピコニュー トンの力が検 出さ

れた。S1は1回 のAIPaseサ イ クノレ中に1分 子 で最大30㎜ の変位 を発生 し、そ

の変位 は5㎜ を単位 とす るステ ップ状 の変位が複数回起 こることによって引き起

こされてい ることを発見 した。 すなわち、 ミオシンのArPase反 応 と力学反応 が

1:1に 対応せず 、 ミオ シン分子 は1回 のATPaseサ イ クル 中に何 回 も力 学反応 を引

き起 こすことができることを直接証明する初めてのデータである。 これ らの結果

は、従来の構造変化説 を根本か ら否定するものであ り、ミオシンの運動メカニズム

(例えば構造変化と力発生の関係など1を 考える上で非常に重要である。

本研究によって開発 された技術によって、タンパク質一タンパ ク質問だけでなく

タンパク質 一DNA、 一 リガ ン ド、 一脂 質 な ど、あ らゆる生体高分子間の相互作用

による力・変位 を1分 子 で計測す るこ とが 可能 とな り、生体分子機械の人工機械 に

はない、より柔軟な動作メカニズムを解明する道が拓けたといえる。
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1. 序 論

1コ 生 体 分 子 間 相 互 作 用 と機 能 発 現

タ ンパ ク質な どの生体分子は、そのほ とん どが対になる分子 との相互作用によっ

てその機能 を発現 してお り、その相互作用 を知ることは生体分子の機能発現メカニ

ズムを明 らかにする上で特に重要である。 これまで生体分子の分子間相互作用 に

ついては、溶液中における蛍光プローブ法な どの生化学的な実験やX線 結 晶構 造解

析 に よって行 われ て きた。 溶液 を用いた実験は、多数の分子か らのシグナルの平

均か ら個々の分子の挙動をモデル化 して推測するとい う方法であ り、結晶構造解析

では原子分解能で分子やその複合体の形はわかるが、その実時間での挙動すなわち

機能発現中の変化 を追跡することは困難である。

一方
、1986年 にBinnigら に よっては じめて開発 され た原子間力顕微鏡(AFM)

(Binnigetal.,1986)は 、近年 の改 良に伴 って、少数分子で生体分子の相互作用力 を

実時間で計測で き うる顕微鏡 として盛んに利用 されてい る(FlorinetaL,1994;

RadmacheretaL,1994;Leeetal.,1994;Riefetal.,1997)。 しか しなが らAFMは 、計測

で きる力 の分解能 がナ ノニ ュー トンのオーダーであ り、また柔 らかい生体分子は探

針(走 査 プ ロー ブ)の 接 触 に よ り損 傷 を受 けるため、 ピコニュー トンレベルのタン

パ ク質問相互作用を計測す るには根本的に問題がある。
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本研究では、タンパク質1分 子に働く分子間相互作用を高分解能で実時間計測 し、

その相互作用メカニズムを明らかにすることを目的として、タンパク質1分 子を損

傷を与えることなく走査プローブで捕捉 ・操作する技術の開発をおこなった。 さ

らにそれを用いて、分子間相互作用のモデル系としてモータータンパク質ミオシン

とアクチンの滑り相互作用による変位や力を1分 子計測 した。 新 しく開発した技

術は汎用性の高いものであり、モータータンパク質に限らず他の生体分子における

分子間相互作用を計測でき、エネルギー変換や情報伝達など広く生命現象における

生体分子のメカニズムに迫ることができるであろう。 また、分子レベルの相互作

用を明らかにすることが、さらに上位のシステムである細胞、組織や個体のレベル

における相互作用を理解する上で重要な知見となるであろう。

1.2ア クトミオ シ ン分 子 モ ー ター の メカニズ ム に 関す る研 究 の 歴 史 的経 緯

筋収縮に代表 される生体運動 を担 うモータータンパク質 ミオシンは、Arp(ア デ ノ

シン三 リン酸)を 加水分解 して生 じる 自由エネルギーを、アクチンフィラメン トに対

する滑 りとい う力学的エネルギーに変換 している。 これまで ミオシンの運動メカ

ニズムに対す るモデル としては、筋線維 を用いた実験や構造学的研究に基づいた考

察から、Arp分 解 と1:1に 対応 した ミオ シン頭 部の構造変化によって力発生がお こ

るとす る 「ミオシンの首振 り仮説」(Huxl賜1969;Huxley&Simmons,1971;Fisheret

a1.,1995)が 定説 とされ て きたが、それ を裏づける決定的な証拠 は未だない。 一方
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で 、 収 縮 中 の筋 肉 に お い て ミオ シ ン の大 き な構 造 変 化 が起 こ って い ない とい う実 験

結 果(Yanagidaetal.,1981;血vingeta1.,1995)や 、 功v'㈲ 運 動 再構 成 系 にお い てAIP

分 解 と1:1に 対 応 した 首 振 りで は説 明 で き な い ほ ど大 きな ス テ ップサ イ ズ(1Arp分

解 中 に ミオ シ ン が ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン トに 沿 っ て 進 む 距 離)が 報 告 され て い る

(YanagidaetaL,1985;Haradaeta1.,1990)。 これ らの相 反 す る結 果 は 、 これ ま で の 実

験 が 多数 の 分 子 を含 む 系 で行 われ 、 そ れ らの平 均 の挙 動 を み て個 々 の 分 子 の挙 動 を

推 測 す る とい う方 法 に よっ て な され て き た 為 で あ る と考 え られ る。

1984年 、蛍 光 顕微 鏡 技 術 を用 い て1本 の ア クチ ン フ ィ ラ メ ン トが 可視 化 され た

(Yanagidaetal.,1984)。 さ らに ガ ラス ニ ー ドル(Kishino&『Yanagida.,1988;Ish加naet

al.,1991,1994,1996)や 光 ピ ンセ ッ ト(Saitoeta1 .,1994;FineretaL,1994;Molloyet

a1.,1995)を 用 い た マ イ ク ロマ ニ ピ ュ レー シ ョン技 術 に よっ て1本 の ア ク チ ン フ ィ

ラメ ン トを操 作 し、 少 数 の ミオ シ ン分 子 に よ る力 発 生 を高 感 度 に 計測 す る こ とが 可

能 に な っ た。 これ らの技 術 の進 歩 に よ って 、ア ク トミオ シ ン の分 子 メ カ ニ ズ ム に 関

す る研 究 は飛 躍 的 に進 歩 して き た と言 え る。 しか しなが ら、これ ら従 来 の研 究 にお

い て は、 分 子 の数 を少 な く して い っ て 、 た ま た ま 分 子1個 を測 って い る とい うもの

で あ り、1分 子 で あ る とい う証 明 は な い。 ま た 非 常 に少 数 の分 子 を'ηv'吻 で表 面

に結 合 させ る こ とに よ る分 子 へ の ダ メー ジや 、 個 々 の分 子 の 置 か れ た 状 況 の違 い に

も とつ く計 測 結 果 の違 い を 区別 す る こ とは 非 常 に 困難 で あ る。 す な わ ち、個 々 の分
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子を測定 していたとしても、分子の状態をコン トロールせずに全ての分子か らのシ

グナルを平均 して しまっているため、得 られた結果はそれ以前の多数の分子で行 っ

てきた実験結果を再現 しているだけに過ぎない。 モータータンパク質の分子メカ

ニズムに迫るには、1っ1っ の分子 を観 察 し、そ の挙動 を直接測ることが必要不可

欠である。

1.31分 子 蛍 光 観 察 と1分 子 力 学 測 定

1995年 、 蛍 光 色 素1分 子 を水 溶 液 中 で 実 時 間観 察 す る こ とが 可 能 に な っ た

(Funatsuetal.,1995;Saseeta1.,1995)。 さ らに蛍 光1分 子 観 察 技 術 を用 い る こ と に よ

っ て 、ミオ シ ン1分 子 のArP加 水 分 解 反 応 の可 視 化(Funatsueta1 .,1995;To㎞agaet

al.,1997)や 、1分 子 分 光 、1分 子 蛍 光 エ ネ ル ギー 移 動 法(lshiietal .,1997)が 可能 に

な り、 タ ンパ ク質1分 子 に よ る化 学 反 応 や 構 造 変 化 を実 時 間 で観 察 で き る よ うに な

った 。 一 方 、前 項 に述 べ た よ うにガ ラ ス ニー一ドル(照shino&Yhnagida .,1988;Ish顛ima

etal.,1991,1994,1996)や 光 ピ ンセ ッ ト法(Svobodaetal.,1993;Finereta1 .,1994;

Molloyeta1,,1995)を 用 い た マ ニ ピ ュ レー シ ョン法 とナ ノメー タ ー 変位 計 測 を組 み

合 わせ 、 モ ー ター タ ンパ ク 質1分 子 が発 生 す る変 位 や 力 が計 測 され て きた。 さ ら

に最 近 、 こ の2つ の革 新 的 な 技術 を組 み 合 わ せ る こ とに よっ て 、 ミオ シ ン1分 子 に
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よ るATP分 解 反 応 と力 発 生 を 同時 に計 測 す る こ とに成 功 して い る(lsh㊨imaetal.,in

press)。

しか しなが ら、 これ らア クチ ン フ ィ ラ メ ン トを介 して ミオ シ ン の変位 を計 測 す る

揚 合 の ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン トの弾 性 や 、 ま た光 ピ ンセ ッ ト法 で は ビー ズ の 回 転 な ど

の 不 確 定 要 素 が 計 測 に 影 響 を与 え るた め(K(オimaetal.,1994;Dupisetal.,1997;

Me血aetaL,1997)、 変 位 の 正確 な見 積 も りが難:しい。 ミオ シ ン1分 子 の発 生 す る変

位や力を正確に知るためには、ミオシン1分 子を直接操作 し、不確定な要素を最小

限に抑えた系で実験を行 う必要がある。

1.4本 研 究 の 目的 及 び 意 義

本研 究では、 タンパク質分子間の相互作用を1分 子 レベル で計測 ・可視化す るた

めにタンパク質1分 子 を蛍 光 によって確認 し、 走査プローブで捕捉 ・操作する技術

の開発 を第1の 目的 とす る。 そ のた めに、以下の2つ の技術 を開発 した。

・プ ロー ブ顕微鏡下での蛍光色素1分 子 の可視化

・走査 プ ローブ に よるミオシン頭部(S1)1分 子 の捕 捉 と操作

さ らに、 これ らの開発 した技術 を用い、モータータンパク質 ミオシン1分 子がア

クチ ンフィラメ ン トと相 互作用 して発生する変位を計測 し、 ミオシンの化学一力学

エネルギー変換のメカニズムを考察することを第2の 目的 とす る。
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1分 子 を蛍光 に よって確認 し操作す ることによって、分子ごとの条件の違いによ

る応答のばらつきを分離することができる。 さらに、ミオシンS1を 直接操 作 して

いるので、不確 定な弾性要素などを:最小限 に抑 えるこ とができ る。

本研 究によって実現 された、タンパ ク質1分 子捕捉 ・操作技術 と分子 間相 互作用

の1分 子計測技術 は、モー ター タンパ ク質のみな らず、あらゆる生体高分子(た と

えば レセ プター と リガ ン ド、DNAとDNA相 互作用 タンパ ク質 な ど)に 応 用す るこ

とが可能 であ り、生体分子における分子間認識、エネルギー変換や情報伝達のメカ

ニズムを理解す る上で有効な研究手段にな りうると考えられる。

叩 隔ぜ づ
£ レ ・'/

獅;(力 置変位)
蒸慧'外 罫閥糠蔦 穆欝

図1走 査 プロー ブを用いた生体分子間相互作用計測の模式図
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2.走 査 プ ロー ブに よるタンパ ク質 の1分 子 捕 捉 ・操 作

2.1目 的

タ ンパ ク質1分 子対 の分子 間相 互作 用 を計測するためには、走査プローブを用い

てタンパ ク質1分 子 を見 なが ら、活性 を持 った まま捕捉 し、自由に操作することが

必要 となる。 そこでまず、対物 レンズ型エバネ ッセン ト照明法によって、捕捉す

る目的のタンパ ク質1分 子 を活性 を持 ったまま顕微鏡 下で実時間観察す ることを

可能にした。 光の全反射によって生ずるエバネ ッセン ト場によって水溶液中実時

間で蛍光色素1分 子 を可視化 す るこ とが可能 になったが(FunatsuetaL,1995)、 これ

を走査 プ ロー ブ顕微 鏡 に応 用す るために新 しいエバネ ッセ ン ト場照明法を開発 し

た。 走査プローブには、先端の曲率半径が約15㎜ で ある酸化亜鉛(ZnO)の 針 状

結 晶(以 下 ウィスカー)(Kitanoetal.,1990;Kadoetal.,1992)を 先端 にi接着 したバ ネ

定数 の小 さい柔 らかいガラスニー ドルを用いた。 酸化亜鉛はシランカ ップ リング

剤 を用いて表面を化学基で修飾することによって、ビオチンな どの生化学物質を表

面に導入することができる。 柔 らかいガラスニー ドルを使 うことによってタンパ

ク質 に与 えるダメージを最小限に抑 える。 また、 ビオチン化タンパク質(Biotin

dependenttranscarboxylase,以 下BDTC)を 用い、活性 を持 ったまま タンパ ク質を蛍

光標識 した り、捕捉するための 「の り」となる分子を導入 した。
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2.2エ バネッセント場照 明

エバネッセント場とは、2っ の屈折率の異なる媒質の境界面に発生する電磁場で

ある。 光が高屈折率媒質(ガ ラス)か ら低屈折率媒質(水)に 進入する時、入射角

がある一定の角度(臨 界角)以 上の大きさになると、2つ の媒質の境界面で全反射

する。 このとき、低屈折率媒質側の境界面のごく近傍1『のみ定在する電磁揚が発

生す るが、この電磁場をエバネ ッセン ト場 とい う。 エバネ ッセン ト場の特徴 とし

ては、低屈折率媒質側へ伝播 しないこと、電場の強度が境界面か らの距離に依存 し

て指数関数的に減衰す ることが挙 げられる。 エバネ ッセン ト揚強度1の 境界面 か

らの距離2依 存性 は次の式で あ らわ され る(Axelrod,1989)。

・②=・(・)鉱P←・類 ㎡ 司 ・

ここで、zは 境界面 か らの距離、 ∫(0)はz-0す なわ ち境界面 での電場強度、あ

は光 の波長、θは光の入射角、η1とη2は媒質の屈折率 で 〃1<η2であ る。 入射角 が

大きい ほ ど、光 の波長が短いほどエバネ ッセン ト場のしみだし深 さは浅 くなる。

エバネ ッセ ン ト場 はガラスと水の境界面力》ら数百 ㎜ 以下の範囲に局在するの

で、1分 子蛍光観 察す る際の背 景光 となる水のラマン散乱や試料の表面以外の部分

(非観察領域)か らの蛍光や散乱光 を最 小限 に抑えることができる。
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2.3プ ローブ顕微鏡下におけるエバネッセント場照明法

プリズムを用いたエバネ ッセン ト照明法による1分 子蛍 光観 察(Funatsuetal.,

1995)で は、試料 の上面 を観 察す るために対物 レンズの作動距離の制約 を受 け、試

料の厚みを10μm程 度以下 に しなけれ ばな らない(図2)。 そ こで、プ ロー ブ顕微

鏡 な どの 開放系や厚みのある試料においてエバネ ッセン ト照明を実現するために、

水の屈折率 よ りも高い開口数 を持つ対物 レンズを用いた対物 レンズ型エバネ ッセ

ン ト照明法を開発 した。

作成 した装置の概要 を図3に 示 す。 プ リズム を用 い るこ となく対物 レンズのみ

で全反射を起 こす ことにより、水 とカバーガラスの箋界面にエバネ ッセ ン ト場 を発

生させ る。 光学系の簡単化のため無限遠補正系の対物 レンズ(PlanApo100×,

NA1.4;オ リンパ ス)を 用いた。 まず 照明光 とな る レーザーを レンズの後焦点面

に集光 させる。 レーザーの光軸 と対物 レンズの光軸中心が一致 している時は落射

照明になる(ケ ー ラー照明)。 レーザー の光軸 を平行移動 させ、対物 レンズの光軸

中心か ら外 していくとレーザーの入射角は大きくな り、ある一定の距離 を超 えると

レーザーの入射角は臨界角をこえ、全反射す る。 対物 レンズ型エバネ ッセ ン ト照

明法はプ リズム型 にくらべて、光学系が比較的簡単で落射照明 との切換 えも可能

で、試料の厚みに制限がないなどの利点を有す る。
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図3装 置 の模 式図

(a)全 体 図。 ダイオード励起Nd=YAGレ ーザー(YAG532)か らの直線偏 光の光 は

114波 長 板(λ14)で 円偏 光にし、蛍 光色素 の吸収 ダイポールの向きによる影響をなく

す。レーザーが対物レンズの後焦点面に焦点を結び、試料面での照射範囲が約100

μmに なるように凸レンズ(L)で 集光する。レーザー は1次 元のステージに設置 したミラ

ー(M)で 反射 した後
、顕微鏡 に設置 した特注のダイクロイックミラー(DM)で 反射 し対

物 レンズ(OL1)に 入射する。ミラーの位置を移動させることによりエバネッセント照明と

落射照明を切り替える。試料の蛍光像は、対物レンズ(OL1)と 撮 影 レンズ(Pし)に よ

って結像 され 、バンドパスフィルタ(BF)に よって蛍光以外の背景光を除去 した後、イン

テイシファイアを取り付けたSITカ メラ(昼SiT)に よって検 出される。ナノメー トル変位検

出については後述。(b)対 物 レンズ型エバネッセント照明法の模式図。
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2.4材 料 と方 法

ミオ シンサ ブフラグメントー1の 調 製

ミオ シ ン サ ブ フ ラ グ メ ン トー1(以下S1)は 、 ニ ワ トリ胸 筋 か ら単 離 した ミオ シ ン

(Szent-GyrOgy,1951)を タ ンパ ク質 分解 酵 素 パ パ イ ン(Wbrthington)で 、Mg2+存 在 下 、

20℃ で10分 間 処 理 す る こ とに よっ て得 た。 パ パ イ ン消 化 に よ っ て得 られ たS1は
、

ヘ ビー メ ロ ミオ シ ン(㎜)が 混 在 して い る た め
、 高 速 液 体 カ ラム ク ロマ トグ ラ

フ ィー(HP:LC)ゲ ル ろ過 カ ラ ム(Superose6;Phamlacia)に よ って さ らに精 製 した

もの を用 い た。

トリ砂 の うミオ シン調 節 軽 鎖 一BDTC融 合タンパ ク質 の 調 製

トリ砂 の うミオ シ ン調 節 軽 鎖(以 下cg血RLC)とBDTCの 融 合 タ ンパ ク質(以 下

BDTC-cgmRLC)は 、ク ロー ニ ン グ したcgmRLCのcDNAをBDTCを 含 む 発 現 ベ ク

ター(PinPoint-Xa1;Promega)に 挿 入 し、 大腸 菌 で発 現 した も の を精 製 した(Iwane

etal.,1997;Tエybus&Cha㎞a虹,1993)。

S1の 蛍 光 ラベ ル とビオチン化

シス テ イ ン と ビオ チ ン を1っ つ つ 持 つBDTc-cgmRLcを 、蛍 光 色 素cy3で ラベ

ル した 後 、S1の 調 節 軽 鎖 と交 換 す る こ とに よ って 、1分 子 のS1に1分 子 のCy3と

1分 子 の ビオ チ ン を導 入 した。 ア ミノ基 反 応 性 のCy3-NH:S(BiologicalDetection

17



Systems)を ア ダ プ ター 試 薬PEM(同 仁 化 学)と40℃ で 一 晩 反応 させ 、 チ オ ー ル 基

反応 性 に変 換 した もの を、BDTC-cgmRLCと モ ル 比1:6で 反 応 溶 液(0 .6MNaC1,2M

塩 酸 グア ニ ジ ン,IomMPIPESpH7.o)中 、25℃ で2時 間反 応 させ た。未 反 応 のcy3

は ゲ ル ろ 過 カ ラ ム(NAP-5;Phamlacia)に よ っ て 除 い た 。Cy3で ラベ ル し た

BDTC-cgmR:LCとS1を モル 比10:1で 反 応 溶 液(05M:NaC1 ,10mMEDTA,10mM

DT冗10mMPPESpH7.0)中 、40℃ で20分 間反 応 させ た5(IwmeetaL ,1997)。 未 反

応 のBDTC-cgmRLCはHPLCゲ ル ろ過 カ ラム(Superose6;Ph㎜acia)に よっ て 取 り

除 い た 。 得 られ たs1(以 下cy3-BDTc-s1)の ラベ ル 率 は 、 モ ル 吸 光 係 数(cy3;

150・000Mlcm4@552㎜ ・BDTC-S1;0 .83(mg∠mlγ!cm"1@280㎜,分 子 量145kDa)

よ り計 算 す る と、 ほぼ100%で あ っ た。

ZnOウ ィスカー の アミノシラン化 、ビオチ ン化

ZnOウ ィス カ ー の ア ミ ノシ ラ ン化 は 以 前 の方 法 ⑳ ㎞agaetal .,1997;Aokieta1.,

1997)に 若 干 の修 正 を加 え て行 っ た。ZnOウ ィス カ ー をエ タ ノール で 数 回洗 い 、

ア ミ ノ シ ラ ン液(5%(v/v)3・aminopropyltriethoxysilane(LS・3150;信 越 化 学)
,2.9%

H20,0.Ol%HCIinethano1)に 浸 して 一 晩 室 温 で反 応 させ る。 エ タ ノール で よ く洗

うこ とで未 反 応 の ア ミノ シ ラ ン を除 き、エ タ ノール 中、4℃ で 保 存 す る。 ア ミノ シ

ラ ン化 した ウ ィス カ ー は 、 ア ミノ基 反応 性 の ビオ チ ン化 試 薬biotin・(AC5)2-Osu(同
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仁化学)の1mMエ タ ノール溶 液 に浸 し、室温 で一晩反応 させることでビオチン化

した後、エタノールで数回洗い、エタノール中、4℃ で保存す る。

走 査 プロー ブの 作 成

走 査 プ ロー ブ と し て 用 い た ガ ラ ス ニ ー ドル は 以 前 の 方 法 に 従 っ て 作 成 した

(lsh奪imaetaL,1996)。 ビオ チ ン化 したZnOウ ィ ス カ よ は エ ポ キ シ系 接 着 樹 脂

(AralditeRapid;Ciba-Geigy)に よ って ガ ラ ス ニー ドル の先 端 に接 着 す る。

1分 子 蛍 光 観 察

観 察 に用 い た カ バ ー ガ ラス(24mm×32mm;Matslmami)は0 .1MKOHと エ タ ノ

ー ル
、 蒸 留 水 で 超 音 波 洗 浄 した あ と蒸 留 水 中 で保 存 して お く。10-100pMの

.Cy3-BDTC-s1を 洗 瀦 カ バ ー ガ ラス に のせ 、 端 曲 が りカバ ー ガ ラス(18㎜ ×18

mm)を か ぶ せ る。 色 素 の槌 色 を 防 ぐた め の 脱 酸 素 系(4 .5mg!m1グ ル コ ー ス,

0.0361ng∠mlカ タ ラー ゼ,0.216mg∠mlグ ル コー ス オ キ シ ター ゼ)と0 .5%(v/v)2一 メル

カ プ トエ タ ノール を含 む 、 ア ッセ イバ ッフ ァー(25mMKCI
,5血MMgC12,20mM

HEPESpH7,8)を 灌 流 し、顕 微 鏡 下 で観 察 す る。 蛍 光 像 は ビデ オテ ー プ に 記録 し
、

画 像 解 析 装 置(EXCELII;目 本 ア ビオ ニ クス)に よ って 解 析 した。
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1分 子捕捉 ・操作

図6に 実 験 の模 式 図 を示す 。 洗浄 したカバーガラスに10pM程 度 のCy3-

BDTC-S1を5μ1の せ る。1分 子蛍光観察時 と同 じよ うに、脱酸素系、2一メル カプ

トエ タ ノール を含 むア ッセイバ ッファーで灌流 した後、顕微鏡にセ ッ トす る。 顕

微鏡 に走査プローブを取 り付け、ガラス上のサンプル(Cy3-BDTC-s1)以 外 の場所

でプ ロー ブにス トレプ トア ビジンを結合 させ る(1mg/m1'ス トレプ トア ビジ ン溶液

中で10分 問)。 フ リー のス トレプ トア ビジンを洗い流 した後、サンプル領域に移

動 し蛍光を観察す る。1分 子 の蛍光 スポ ッ トに走査 プ ローブの先端 を近づ けてい

き、スポッ トの周 り1μm四 方 を操作す る。S1はBDTCに 含 まれ る ビオ チ ンとプ

ロー ブ先端 のス トレプ トア ビジンの結合によってプローブの先端 に捕捉 され る
。

走査プ ローブはステージに取 り付けた ピエゾ素子によってサブナ ノメー トルの分

解能で操作することが可能である。
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2.5結 果

2.5.1対 物 レンズ型エバネッセント照 明法 の評価

対物レンズを用いて入射光(Nd:YAGIaseち λ需532nm)を 全反射させた時に発生

するエバネッセン ト揚をプローブ先端に捕捉 した蛍光 ビーズの蛍光強度から求め

た!図4)。 ス トレプ トア ビジ ン化 され た 蛍 光 ビー ズ(直 径200㎜,MolecularProbes)

を、ビオチ ン化 したプローブの先端に捕捉 し、ガラス表面に近づけたときの蛍光強

度を ビデオ解析により計測 した。その結果、蛍光強度はガラス表面か らの距離に対

して1次 の指数 関数 で よく近似 され 、エバネ ッセ ン ト場の しみだ し深 さ(蛍 光強度

が1々 にな る距離)は 、170皿1と 求 め られ た。しみ だ し深 さよ り求められる光の入

射角は64。 とな り、NA1.4の 対物 レンズ を用い た場合 の全反射す る入射角の範囲

61.0。(臨界 角)<θ<674。(N.A.1.4)を 満た してい た。す なわ ち、対物 レンズを用いた

全反射照明によりエバネ ッセ ン ト場が発生 していることが確かめられた。

2.5.21分 子 蛍 光 観 察

cy3-BDTc-su分 子のカバーガ ラス表面上 での蛍光像 を図5aに 示す(16フ レー

ム積算:後の画像)。 図 中の輝 点 のそれ ぞれ がCy31分 子 に対応 してい る。 観 察 し

た蛍光 スポッ トが蛍光色素1分 子 による ものであ ることは、蛍光強度の時問変化を

解析 し、色素の槌色が量子的に(一 段で)起 こる ことに よ り確認 した(図5b)。 ま
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た蛍光強度の分布 はシングル ピー クとな り(図5c)、 観察 され た蛍光ス ポ ッ トが蛍

光色素1分 子 に対応 してい る ことが確認 された。

2.5.3走 査 プ ロー ブ に よるS1の1分 子 捕 捉 ・操 作

ス トレプ トア ビジンでコー トされたプ ローブ先端を蛍光を発 してい る分子に近

づけ、分子の周 りを走査す ることにより1分 子 のS1を 捕捉 す る。S1は ア ビジ ン

ー ビオ チ ン結合 に よって
、プローブ先端に捕捉 される。

図7aは 走査 プ ロー一ブの先端 に1分 子 のCy3.BDTC。S1が 捕捉 され た こと存示 す蛍

光像 で ある。 捕捉 されていない分子は試料ステージとともに動 くが、プローブ先

端に捕捉 された分子(右 矢 じりで示す)は 、試料 ステー ジ とは独立 に動 く。このこ

とか ら、プローブ上に1分 子 が捕捉 された こ とが証 明 された。 捕捉 された1分 子

のタ ンパ ク質は プロー ブに取 り付 けられた ピエゾアクチュエータによって3次 元

的 にサ ブナ ノメー トル の分解能で操作す ることが可能である。

プローブ先端に捕捉 された分子が1分 子 であ るこ とは捕 捉 され た分子の蛍光色

素の槌色及び蛍光強度の分布 によって確認 した(図7b)。 槌 色が量子的 に起 こるこ

と、蛍光強度の分布がシングル ピークになることから、捕捉 された分子が1分 子 で

ある ことが証明 された。
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蛍光スポ ッ トの周 り
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、

魁

鴫

/

♂

畢
/

../

捕捉

、

蝿

馬

♂

畢

操作

1

も!=

図61分 子捕捉実験の模式図

蛍光で確認 した1分 子のS1の まわ りを走査 し、分子を捕捉。ステー ジを動かす

ことによ り、操作する。

25



o

↓

1

ー
▼

L

「

ー

●

レ 導
1
ー

ー
▽

O

1

7
●

8

6

'4

』
Φ
Ω
∈

コ
Z

2

00500 ＼

一

、

＼

＼

＼
-

＼

…＼「

一

バー

u

/
丁/

/

/「
、/

b

ノ

一

"

一

ノ

100015002◎002500

F」.(au.)

図7S1の1分 子操作

(a>1分 子操作 して いる時の蛍光像。 カバー ガラス を ピエ ゾで動か した時の

プロー ブ先端に捕 らえ られ たS1(右 矢印)と ガラス に吸着 して いるS1の 像 。

赤 と黄 のスポ ッ トは、 それ ぞれ 、ステー ジを動 かす前 と後の像 である。

プ ロー ブに捕捉 され た分子 はステー ジ と独立 に動 く事 で捕捉 された と確認

で きる。スケールバー は5μm。(b>捕 捉 され た1分 子 のCy3-BDTC-S1の 蛍

光強度の ヒス トグラム。近似 曲線 によ り求めた平均1123、 標準偏差365。
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2.6考 察

対物 レンズ型 エバネ ッセ ン ト場照明法によって、 しみだ し深 さが 約170㎜ の

エバネ ッセ ン ト場 を発 生 させ ることに成功 した。 さらにこれを用い ることにより、

走査プローブ顕微鏡下で、蛍光標識 した1分 子の ミオ シンS1を 実時 間可視化す る

こ.とに成功 した。 この よ うに対物 レンズ型エバネ ッセ≧ ト照明法は、比較的簡単

な光学装置で蛍光色素1分 子 を観察す るこ とが可能で、試料の厚みに制限がなく、

走査プ ローブ顕微鏡など他の装置 との組み合わせ も容易であ り、非常に汎用性の高

い蛍光顕微鏡法であるといえる。

1分 子蛍光観察法 に よってモー タータンパ ク質 ミオシンSlの1分 子 を観 察 しな

が ら、走査プ ロー ブの先端に捕捉 し、サブナノメー トルの精度で3次 元 的 に 自由に

操作す る ことに成 功 した。 目的 とす るタンパ ク質1分 子 を直接見 なが ら操 作す る

こ とは世界でも例はな く、本研究が初めてである。 走査プローブによるタンパ ク

質1分 子操 作技術 を光 フィー ドバ ックを用いた分子問力顕微鏡(TokunagaetaL ,

1997;Aokieta1.,1997)に 応 用す るこ とで1分 子 レベル の分子 間相 互作用 の場を検

出、画像化することが可能になった。 本研究では、モータータンパ ク質 ミオシン

S1の1分 子 を操 作 し、対 になるタ ンパ ク質アクチンとの滑 りの相互作用 を計測 し

たが(次 章)、 さ らに この手法 を他 の さま ざまな生体分子 にも応用す ることで、そ

の動作原理の解明に直接つながるものと期待 される。
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1分 子イ メー ジング ・マニ ピュ レー ション技術の特長 としては、1分 子 を操作す

る こ とに よって平均 しない個々の分子の挙動を高分解能で追跡 できることが挙げ

られるが、さらに蛍光性の リガン ド等を用いることによって、複数の反応(た とえ

ば化 学反応 と力学反応)を 同時 に測定で きる とい う利点 も有する。すなわち、ある

一定の入力(Arp分 解 のエネル ギーや リガ ン ド結合 な ど)に 対 して
、1分 子 のタ ン

パ ク質 が どの よ うに応 答す るのかを同時に計測できるわけである
。 システム理論

においては、わかっている入力(イ ンパル スやステ ップ)を 与 えた時 の出力 か ら、

システ ムを特徴づ ける伝達関数 を求めることができる。 生体分子システムにおい

てもそのシステムの中身を知るためには、入 出力関係 をはっき りさせ る必要があ

り、1分 子 イ メー ジング ・マニ ピュ レーションによる入串力反応の同時測定技術は、

生体分子システムの動作原理を知るための大きな技術的ブレイクスルーとなるこ

とは間違いない。
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3.ミ オ シンS1の1分 子 変 位 計 測

3.1目 的

前章 までで述 べた、1分 子捕捉 ・操 作技術 で最大 のポイン トとなるのは、タンパ

ク質分子を活性を保 った状態でマニ ピュレーシ ョンす るとい うことである。 走査

プローブによって捕捉 されたS1が 活性 を保 ってい るか を確 かめ るために、ガラス

表面上に固定 されたアクチ ンフィラメン トとArp存 在下 で相 互作用 させ 、s1が 発

生す る変位 をナ ノメー トル計測 した。 ミオシンとアクチンの相互作用は、力 ・変

位 とい う物理量を引き起 こすため、計測す ることのできる力や変位がそのまま機能

に結びっいてい るとい う点で、分子間相互作用 と機能の関係 を知る上では理解 しや

すい分子システムであるといえる。 一方、序章で も述べたように、 ミオシンが発

生す る変位についてはこれまでさまざまな値が報告 されてお り、いまだ決着がっい

ていない。 当然そこか ら導き出され る運動メカニズムについても不確定な部分が

多い。

本研究では、計測における不確定な要素を最小限にし、1分 子の ミオ シンが発 生

す る変位 を正確に求め、また変位の発生過程を詳細に解析す ることによってその運

動メカニズムを考察することを目的として実験を行った。
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3.2材 料と方法

S1の 精製及び蛍光標識

前述の通り

アクチン及 び α一アクチニンの調 製

ア クチ ン は ウサ ギ骨 格 筋 の ア セ トンパ ウダー よ り抽 出 し、Spudichとwattの 方 法

(1971)に よ り精 製 した。 α・ア ク チ ニ ン は ウサ ギ 骨 格 筋 よ り抽 出 した 。 ウサ ギ骨

格 筋 の 筋 原 線 維 を50%(v/v)glycero1中 で 一20。C、1～2週 間 放 置 した 後 、

Hasselbach-S・ ㎞ ・id・・液(α6MKqlOmMN・2、0ろ1mMMgC1ゐ0 .IMKPBpH6.4)

で5回 洗 う。 一 晩 放 置 した後 、 沈殿 に1mMNaHCO3を 加 え ホ モ ジナ イ ズ し
、 遠 心

の沈 殿 を とる。 この操 作 を4回 繰 り返 し、3回 目 と4回 目の 上清 を とって 硫 安 を加

え、12-17g/dlの 画 分 を 回収 す る こ とに よ り骨格 筋 α・ア ク チ ニ ン を得 た 。

アクチンバ ンドル の 作 成

モ ノマ ー ア クチ ン(G一 ア クチ ン)を1/10当 量 の α一ア クチ ニ ン存 在 下 で 重 合 させ

る こ とに よ りア クチ ンバ ン ドル を作 成 した。0 .11ng〆1n1のG一 ア クチ ンに1/10当 量

の α一ア クチ ニ ン を加 え、ア ッセ イ バ ッフ ァー に 一 晩透 析 す る
。 蛍 光 顕 微 鏡 で 可 視

化 す るた め に 、BODIPYFL-phallacidinで ラベ ル した もの を実 験 に使 用 す る。
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実験手順

洗浄 したカバーガラスに α1mg!nllの α一ア クチニ ン溶液 をのせ 、端 曲が りガラス

でふたをして1分 待っ。 フ リーの α一アクチニ ンを洗い流 し、アクチンバ ン ドル を

含む溶液 を流す。 これによってアクチンバン ドルがガラス表面上に固定 される。1

mg∠mlのBSAで ガ ラス表 面 をブ ロ ック した後 、1nM程 度 のCy3ラ ベル した

BDTC-S1を ア クチ ンバ ン ドル にrigor結 合 させ る。0 .5%ゐ2一 メルカ プ トエ タ ノー

ル、脱 酸素系 を含むアッセイバッファーで洗った後、顕微鏡にセッ トし、アクチン

とS1を 蛍光 に よ り確認 す る。 次 に、プ ローブを顕微鏡に取 り付け、カバーガラ

スの別の揚所で1mg/m1の ス トレプ トア ビジ ンをのせ10分 間反応 させ る
。結合 し

てい ない ス トレプ トア ビジンを洗った後、プローブをサンプル領域 に移動 させ、

s1を ビオチ ンーア ビジン結合 によ りプローブ先端に捕捉する。Arpを1μM(ま た

はADPを1m翰 にな るよ うに加 え、プ ロー ブを操作 してS1と アクチ ンを相 互作

用 させ る。 捕捉 された分子の数は蛍光強度によって求め、2分 子 以上で ある揚合

のデー タは削除 した。 全ての実験は温度27±1。C 、低負荷(プ ロー ブのバネ定数

0.01～0.05pN/㎜)の 条件 下で行 った。

31



変位のナノメートル計測

プローブのナ ノメー トル変位計測システムを図8に 示す。1分 子蛍光観察 が可

能 な倒立型 蛍光 顕微鏡(皿2,オ リンパス光学)に 明視野顕微鏡 を組 み込み 、対物

レンズ(NCFPlan×60DIC ,ニ コン)と 撮影 レンズ(NFK3.3×LD,オ リンパ ス)に

よってプ ロー ブの明視野像 を得 る(拡 大率300倍)。 光源 と しては レーザー を用 い、

ケー ラー照明法によって照明 した。 プローブの像を2分 割 光セ ンサ(OP701A ,セ

ンテ ック)上 に投影 し、2っ のフォ トダイ オー ドに入 る光量の差でプローブの変位

を検出する。 この方法によれば、光の波長で規定される光学顕微鏡の分解能(約

0。2雌)よ りもは るか に高い空 間分解能(<1㎜)で 変位 を計測す るこ とができ る

(lsh頓maetaL,1996)。2分 割光 セ ンサの 出力は、24kHzの サ ンプ リング周 波数 で

DAr(RD・120TE,TEAC)に 記録 し、パー ソナル コン ピュー タ(FMV。5166DP笥 富士

通)に 励 込 み 、鱗 ソフ ト(D胡i・ μ ア 貞 ト・デ ザイ ン;L、b棚WN飢i。n、l

Inst㎜ents;ORIGIN,MicrocalSofhvare)で 解析 した。 セ ンサ の出力 は電圧(Vblt)

であ るので、得 られ たデー タ を変位(㎜)に 変換 す る必要が あ る。 電圧 →変位 の

変換は以下の手順に従 って行 う。 まず、センサ上に間隔10μmの マイ クロメー タ

の像 を投影 し、倍率(M倍)を 正確 に求 める。 次 に、プ ロー ブの像をセ ンサ上に投

影 し、センサを10μmの 振幅 で動 か し、その時のセ ンサ の出力(V㎜ とす る)を

求 め る。 プ ローブ に取 り付 けた ピエ ゾアクチュエータにある振幅の電圧(Vinと す

32



る)を 与 えて プ ロー ブを変位 させ た時の出力(Vbutと す る)を 求 める。 以上 か ら、

ピエ ゾの電圧 一変位変換係数(Vbut×1000迎WV㎜)/Vin(㎜Aり が求 まる。 これ を

用い、実験 毎に ピエゾにViの 入力 を与 えて プ ロー ブを振動 させた時のセンサの出

力%を 計測す るこ とによって電圧 を変位に変換す る。

プローブのバネ定数の決定方法

プローブのバネ定数 は、クロスキャリブ レーション法(Ish彰imaetal .,1996)及 び

熱 ゆ らぎのスペ ク トル解 析法 より求めた。 クロスキャリブレーシ ョン法では、基

準 となるガラス針 とのたわみの比 によって実験に使用するプローブのバネ定数 を

求める。 基準 となるガラス針のバネ定数は、あらか じめ重 さを:量ってお いた微 小

なお も りをガ ラス微小針にのせ、重力によるたわみの量を顕微鏡下で測定 し、求め

た。

熱ゆらぎの自乗平均変位 〈△x2>と バネ定数 はエネル ギー等分配 の原理、

1輪7趣2>,

に よ って あ らわ され る。 こ こ で、 κβ:ボ ル ツマ ン定 数 、7:絶 対 温 度 、ん:プ ロー

ブのバネ定数である。 熱ゆ らぎの 自乗平均変位 〈△x2>は ブラ ウン運動 のパ ワー ス
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ペク トル密度 を全周波数にわたって積分す ることで求め、上の関係式 を使 ってプロ

ーブのバネ定数 を求めた
。
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図8ナ ノメー トル変位測定装置の模式図

走査プローブ(P)の 明視野像 を2分 割光センサ(PD)上 に投影 し、セ ンサの差動出力

を増幅回路(Amp.)で 増幅 した後、DATレ コーダに記録、 コンピュータで解析 した。

照射系及び蛍光観察法は図3に 同 じ。
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3.3結 果

3.3.1ナ ノメー トル 変 位 計 測

2分 割セ ンサを用 いたナ ノメー トル変位検出によって計測 された、走査プロー

ブのナノメー トル レベルの変位 を図9に 示す。 プ ローブ に取 り付 けた ピヱ ゾアク

チュエータを微小な振幅の正弦波で振動 させた。 図を見ても明 らかなよ うに1nm

の変位 もは っき りと検 出す ることが可能である。 図10な 、プ ロー ブに与 え る振 幅

とセンサの出力の関係をあらわしている。1㎜ 以下の変位から100㎜ の変位ま

で非常に良い直線関係が得 られ、この方法によるナノメー トル計測の信頼性が高い

ことを示 している。
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10nm

1nm

・50ms

図9走 査プローブを水中で正弦波で振動させた時の振幅応答

プローブに取り付けたピエゾアクチュエータに20Hzの 正弦波を与えた時

の2分 割光センサの出力。各データは16回 の加算平均後の波形。
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図10プ ローブに与える正弦波の振幅とセンサの出力の関係

プローブ(弾 性率0.47pNlnm)に20Hzの 正弦波を与えた。<1nmか ら

100nmま での変位 に対して良い直線関係が得 られた。
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3.3.21分 子 のS1が 発 生 す る変 位

1分 子 のS1が ア クチ ン と相互作用 して発生す る変位の実波形、およびプ ローブ

のゆらぎの分散か らエネルギー等分配則により求めたステ ィフネスの変化を図11

に示す。S1と ア クチ ンが相 互作用(結 合)す る ことに よってステ ィフネスが上昇

す るので、このスティフネスの上昇をs1と ア クチ ンの相互作用 の指標 とした。Arp

")濃 度 が1μMで あるため、相 互作用の継 続時 間が充分長 く(図12)、 これ に よっ

て熱 ノイズ と相 互作用 のジグナル をはっき りと区別す ることができる(図11;矢

印)。

相互作用 の継続 時間 の ヒス トグラムは、1次 の指数:関数:で良 く近似 され 、近似 曲

線 か ら求 めた時定数は0,3秒 で あった(図12)。 低濃度Arpの 条件 では、dgor状

態 にあ るSLア クチ ン複合体 にATPが 結合す る反応 が律速 とな るため、相互作用の

継続時間はS1一ア クチ ンのrigor複 合体 にArpが 結合す る時 間 を表 してい る と考 え

られ る。 従って、反応式

オ..M+∬P一 → 盆.ル で.47:P_璽 → 浸+.M.浸7P

において、SI一アクチ ンrigor複 合体 にArpが 結合す る2次 の反応 定数(紅)は 、継

続 時間(τ)とArpの 濃度([Arp】)に よって 、

丸=
。。【去狸 】=α3/1併=3・1び 礁1・
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と求 められ る。 この値 は、Slと ア クチ ンの溶液 を用 い た生化 学 的な実験結果

(Wbledgeeta1.,1985)と 良 く一致す る。 す なわ ち、観察 された変位が1分 子 のS1

による ものであ るとい うこ とを強 く示 セてお り、同時に、この変位 が1ArPaseサ

イ クル に よる ものであ るこ とをあ らわしている。

1分 子 のS1が 発生す る変位 の大 き さは、実験毎つま り分子毎に異なってお り、

大きく変位す るもの(図11a)、 小 さい変位 の もの(図11b)が 観 察 された。 変位 の

ヒス トグラムを各分子毎にプロッ トしたものを、図13に 示す。 変位 は ある広 が り

を持 って分布 し負の変位 も観察 されたが、この広がりの大部分はプローブの熱ゆら

ぎによる擾乱効果 によるものであると考えられる(MolloyetaL,1995)。 柔 らかい

プ ロー ブは、平行位置す なわち変位0を 中心 に大 き く熱 ゆ らぎす る。 もし、プロ

ーブが熱ゆ らぎによって平行位置か ら負の方向へ30㎜ 動 か され た時、S1が ア ク

チ ンに結合 して、その後相 互作用により20㎜ 変位 した とす ると、観 察 され る変

位 は20-30=一10㎜ とな る。逆 に、熱 ゆ らぎで正 の方向に30nm変 位 していた とす

れ ば観 測 され る変位は20+30=50㎜ とな る。 す なわ ち、観察 され た変位 の分布

は、S1と ア クチ ンが相互作用 していない時のプローブのゆ らぎの分散をもつガ ウ

ス分布 となることが予想 され、1分 子 のS1が 発生す る変位 は分布 の 中心 で与 えら

れ る(Molloyetal,,1995)。 図13を 見 て も明 らかな よ うに、S1は さま ざまな大 き

さの変位 を しめす ことがわかった。 さらに、変位0に 対 して正 と負 の2つ の 中心
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を持つガウス分布 を示すものも観察 された。 正と負のピークは、変位0に 対 して

ほぼ対称 な位置 にあ り、両方の分布 は共にS1が ア クチ ン と相 互作 用 していない時

のプローブのゆらぎの分散 をもっていた。 ミオシンの変位す る方向はアクチンの

極性で決まっているため、正 と負のピークはそれぞれアクチンバン ドル内の極性の

反対のアクチンフィラメン トと相互作用 した結果であると考えられる。 したがっ

て、それぞれの分布の中心がS1の 変位 をあちわ してい ると考 え られ る。 このよ う

にして得 られた1分 子のSlが 発 生す る変位 の大 き さを ヒス トグラムに した(図

14)。1分 子 のS1に よる変位 の大 き さは5カ ・ら30㎜ の間に分布 し、約50%の 分

子(11/21)が15㎜ 以上 の変位 を発生す るこ とがわかった。 この結果は、従来の

構造変化か ら予測 される値(約5㎜)よ りも数倍大 きい値 で あ り、S1の ヌ ク レオ

チ ド結合 に よる構造変 化 が力発生に どのように関与 しているかを考える上で非常

に興味深い結果であるといえる。 これまでにも、 ミオシン1分 子 に よる大 きな変

位 は報告 され ているが(Ishijimaetal.,1994,1996;Tanakaetal.,1997)、 それ らの変位

は全 てタ ンパ ク質 のバネ成分による補正を行った結果であ り、本研究で開発 した手

法によって初めて、補正を行 うことなく大きな変位が発生することを直接示 したこ

とは非常に重要で大きな成果である。

観察 されたS1の 変位 が、ア クテ ィブな ものつ ま りArp加 水 分解 のエネル ギー を

使 ったア クチンフィラメン トとの滑 り相互作用であることを確かめるために、Arp
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をS1に よって加水 分解 され ないADPに お きかえた実験 を行 った結果、1血MADP

存在 下でS1の 変位 は0っ ま りプ ロー ブの熱 ゆ らぎだけ を反映するものであった

(図15)。 これ は、ATP存 在下 で観察 され た変位 はS1と ア クチ ンの滑 り相互作用 で

あ り、単 なる結合解離ではないことを示 してい る。
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分子毎に平衡位置か らの プロー ブの変位の大きさを ヒス トグラムにプロッ トした。点

線はプロー ブのゆ らぎ幅 を持つガウス分布で最小二乗近似 したものである。 ヒス トグ

ラムは1つ のガウス分布で近似 されるもの(a)、2つ のガウス分布で近似 され るもの(b)

が見 られた。S1の 変位は、分布の中心であらわ される(矢 印;本 文参照)。

45



の

望
コ
o

£
o

∈

あ

も

お
.◎

∈
コ
Z

6

4

2

0

0102030『

Headdisplacement(nm)

図 鱒S1の 変位 の ヒス トグラム

図13の ヒス トグラムの 中心 か ら求め たS耀 の変位 を ヒス トグ ラムに プロッ トした

(n=21)。

46



a

だ
ゆ
∈(

8∈
』 ε
房
6

30

0

一3◎

0.2
の 　

§量
0。1這Z

あe,

αC

}}!1

轟.こz一 ・

群 瀦 …懲i贈li

i,

冨

ま,.轍 轄 、鱗

'
　欝 帯 岳1}1

靴 長 ・,;1

翠i蟹1・
,猷 、螺ll

一 妻

。i

…1Ii`㍗

0 2 4 68

Time(sec)

10 12 14

轟

詔

$
お

ち

δ
Ω
∈
コ
z

40

20

0

{mMADP

　　 　

懇'難
,

灘 顎
運 墨

.幾・'葦 、

、醇 嚢 膚 阪' 、

,1、.,、

磯

鑛麟
一40-2002040

Displaceme耐(nm)

1難.

図151mMADP存 在 下での変位

(a)実 波形。(b)変 位の ヒス トグ ラム。3回 の実験 デー タを1つ の ヒス トグラムに

プ ロッ ト。 分布 の 中心 で与え られ るS1の 変位 は0(矢 印)。
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3.3.3変 位 の 発 生 過 程

これ までは、1分 子のS1が アクチ ンと相 互作用 して発生す る変位の大きさだけ

を見てきたが、各々の変位は1ArPaseサ イ クル に対応 してお り(Ish週imaetaL,in

press)、実 際にS1が ア クチ ンと相 互作用 してアクテ ィブな状態にあるのは、変位パ

ノセスの立ち上が り部分であると考えられ る。 そこで、それぞれの変位の立ち上が

りの部分を拡大 して詳細な解析 を行った。

まずはじめに、それぞれの変位 の立ち上が りの始めの10ミ リ秒 を平均 した(35

mce;図16)。 図 中に も示 した よ うに、変位 の立ち上が りは2相 性 を示 し、は じめ

に10μm/s以 上の速い速度 で立ち上 が り、ついで3μm/sの 速度 で立 ち上が る。 は

じめの速 い立ち上が りは、プローブのブラウン運動を含んでいるためであ り、1ミ

リ秒以 降の立ち上が りがSlの 変位 をあ らわ してい るもの と考 えられる。

図17aに 示す変位 の立 ち上 が り部分 を時間軸に対 して拡大 した ものが図17bで あ

り、階段状 に増加 してい る ことがわかる。 この階段状のステ ップが如何なる大き

さで起 こっているのかを以下に示す手順で解析 した。 サンプ リング周波数24kH乞

で記録 され たデー タを2kHzの ローパ スフ ィル タに通 した後、各変位の立ち上がり

の部分だけを抽 出する。 さらに前後2ポ イ ン トの ウイ ン ドウ幅 をもつ メディアン

フィル タを通 し、得 られた波形について1.25ミ リ秒毎 に平均 の変位 を求 め、次 の

平均変位 との差を計算する(隣 接平均変位)。 隣接平均変位 を ヒス トグラムにプロ
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ッ トし、多重 ピークガウス分布で近似 した。 この解析の結果0.5,5.6,9.8,14㎜ に

中心 を持 っ ことがわか った(図18)。 す なわ ち、前節 で述べた15㎜ をこえる大 き

な変位 も、速い時間領域では5㎜ を単位 とす るステ ップ状 に変位 していることを

意味 している。 これまで、さまざまな系で ミオシンの発生す る変位が計測 されて

きたが、このように変位の微細構造まで観察された例は初あてであり、本研究にお

ける、大きな成果の1つ であ る。
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」5nm
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図17ス テップ状の変位発生過程

サンプリング24kHzで 記録 したデータを2kHzの ローパス フィルタを通 した後の波形。

上の波形の赤で囲 った部分 を時間軸に対 して拡大すると、矢印で示すようなステッ

プ状の変位が観察 された。
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1μMATPで の変位 の立ち上が りのステ ップを ヒス トグラム にプ ロッ トした(計 算 方

法は本 文)。 ヒス トグ ラムは、約5nm毎 に ピー ク(矢 印)を 持つ 多重 ピー クのガ ウス

分布で最 小二乗近似 された(赤 線)。(a)全 デー タ。(b)0付 近のガ ウス分 布 を引 いた

分布。
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3.4考 察

3.4.11分 子 のS1が 発 生 す る 変 位

走査 プ ロー ブ と2分 割光セ ンサを用いたナ ノメー トル変位計測によって、1分 子

のSlを 操 作 し、 アクチ ンと相 互作用 させその変位を計測す ることに成功 した(図

11)。1分 子 のS1が 発 生す る変位 の大 き さは分子 毎 に5か ら30㎜ の間で さま ざ

まな値が観察された(図14)。 この分布は、各実験毎に 鋤 やアクチンの状態が異

なることに起因するものと考えられ る。

最近、光 ピンセ ッ ト法を用いた実験か ら、アクチンフィラメン トとミオシンの相

対的な相互作用角度によって変位の大きさが異な り、0。 す なわち生 体 中 と同 じ相

互作用 角度で最大変位を発生 し、90。に近づ くにつれ て変位 の大 き さが減少す るこ

とが分かっている(Tanakaeta1。,1997)。 本研 究において計測 され たS1の 変位 の分

布 に置 き換 えて考 える と、大きな変位 を発生するS1は 、ア クチ ンフィラメン トと

の方 向が0。 に近い状態 にあ り、小 さな変位 を示す ものは90。 近 くにな っている も

の と解釈 で きる。 しかしなが ら、変位の大きさのばらつきはアクチンフィラメン

トとの方向性だけではなく、S1が 捕捉 され た時 のプ ロー ブや ガ ラス表面 との物理

的接触による損傷なども大きな原因の1つ で ある と考 え られ る。

また、図13bに 示 され た よ うな変位0に 対 して正 と負 の両方の変位 を発生す る分

子が存在するのは、アクチンバン ドルを実験に用いているためである。 ミオシン
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の運動方向はアクチンフィラメン トの方向性によって決まっている。 実験に用い

たアクチ ンバン ドル内には反対の方 向を向いたアクチンフィラメン トが含 まれて

いるため、変位のヒス トグラムにおける負のピークは反対方向のアクチンフィラメ

ン トと相互作用 した結果である。 前述の光 ピンセ ッ トを用いた実験において、ア

クチンフィラメン トとミオシンの相互作用角度を180。 す なわ ち反対 方 向に して

も0。 の とき と同程度 の変位 が観 察 される。 図13bに おい て正 と負 の ピー クが変

位0に 対 してほぼ対称な位置 にある ことは光 ピンセ ットの実験結果 とも良く一致

し、負のピークは反対方向のアクチ ンフィラメン トと相互作用 したものであると結

論づけられる。

本研究において観察 された、1分 子 のS1に よる変位 は最 大30㎜ に もお よんだ。

ミオ シン1分 子 の発 生す る変位 はこれ まで さまざまなグループによって光 ピンセ

ットなどをもちいて計測 されてきたが、それ らの値はいつれ も5～10㎜ とい う小

さな値 であった(Spudichetal.,1994;Molloyetal.,1995;GuilfbrdetaL,1997)。 本研

究で得 られ た値(最 大30㎜)と の矛 盾 にっいて は以 下の よ うに考えられ る。 ま

ず、以前の実験では、1分 子で ある とい う証 明がない。 低濃度Arpの 条件 では、2

分子以上が相互作用 してい ると、必ずrigorで かた く結合 す る分子が あ り、そのカ

が負荷 となって、変位を減少 させ る原因 となる。 さらに、ガラス表面に非特異的

にまばらに結合 させた ミオシンと1本 のア クチ ンフ ィラメ ン トとの相互作用 を計
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測 しているので、たとえ1分 子 の変位 を計測 してい た としても、状態の異なる全て

の分子からのシグナル を平均 してしまっている。 一方、本研究で用いた走査プロ

ーブによる1分 子操 作 によれ ば
、蛍光 に よってた しかに1分 子 であ ることを確認

し、状態 の異なる分子毎に計測することが可能で、分子にとって より好ま しい状態

で相互作用 した時のシグナルを分離できるわけである。 また、本研究では1分 子

を操 作 してア クチ ンバ ン ドル と相互作用 させアクチンゐ実効濃度をあげてい るた

め、S1と ア クチ ンが よ り相互作用 しやす い状況を作 り出している。 すなわち、ア

クチンフィラメン トの らせん構造か ら、1本 のフィラメン トでは30㎜ 連続 して相

互作用す るのは難 しいが、バン ドルでは複数のアクチンと相互作用 して30nmも

の大 きな変位 をす ることが可能で あると考えられ る。

さらに、光 ピンセ ットを用い1本 のアクチ ンを操 作 して計測す る系では、アクチ

ンフィラメン トの弾性や ビーズの回転 な どの不確定な弾性 要素が存在す るた め

(Dupisetal.,1997;Mehtaetal.,1997)、 測 定 系 の コンプ ライ ア ンス が高 く(～0.05

pN/㎜)、 変位 の見積 もりに影響 を与 え、得 られた変位 に補正を必要 とす る(Ta眺a

etal.,1997)。 それ に対 し、走査 プ ロー ブ を用いてS1を 直接 操作す る場合 、S1は ビ

オチ ンーア ビジ ン結合 に よって プローブに硬 く結合 してい るので不確定な弾性要

素は入 りにくい。 しか しなが ら、走査プローブとして円筒型のガラスニー ドル を

55



用いているため、ガラスニー ドルのね じれによるコンプライアンスが存在する。ガ

ラスニー ドルのね じり弾性率(1ζr)と 曲げ弾性 率(Kβ)の 比 は式 、

篶=α27⊂窺

で与えられ る。 ここで1は ガ ラスニー ドル の長 さ、7は 年nOウ ィスカの長 さで あ

る。 本研究 において用いたプローブでは、1～100μm、 ア～10脚 であ るので、

κ7/κB-27と なる。 プ ロー ブの曲げ弾性率0,02pN/㎜ の時、ね じ り弾性 率は0.02

×27=0.54pN∠ ㎜ とな るので、プ ローブのね じれによるコンプライアンスは低負荷

の実験条件では無視することができる。

1分 子 のS1がIAIPaseサ イ クル 中に変位す る30㎜ とい う値 は、S1自 身 の大 き

さ(約20㎜)やS1の 構造変化 か ら予 測 され る変位(5-10㎜)の 数倍 であ り、従

来 か らミオ シンの運動メカニズムとして定説 とされてきた 「首振 りモデル」に疑問

を投げかけるものである。
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3.4.2変 位 の 発 生 過 程

観察 された変位 の立 ち上が り速度は3μm/s程 度で、他分子系 の ～ηv勧omotility

assayで 得 られ てい るアクチ ンフィラメ ン トの速度 と同程度であった(図16)。 こ

の ことは、1分 子 が1A:rPaseサ イクル 中に引 き起 こす反応 がマ クロな反応 と同じで

あ・る事を示 している。 すなわちS1の 構造変化 とい う非常 に速い反応(μsec)の 足

し合わせ でマ クロな運動が決 まっているのではなく、1分 子 の運動 その ものがマ ク

ロな運動 を決めていると考えられる。

さらに変位の発生過程 を詳細に解析することによって、低時間分解能では大きな

変位 としか観察 されないが、速い時間領域では5㎜ を単位 とす る階段上 のサブス

テ ップが存在す ることが明 らかになった(図17)。 ミオ シ ンとは別 の、神経軸 索の

小胞 輸送などをにな うモータータンパク質であるキネシンは、マイクロチューブル

上をその構造に由来す る8㎜ のステ ップで連続 的に解 離す ることなく運動す るこ

とができることが知 られている(例 えばSvobodaetal.,1993;K(オimaeta1.,1997)

が、 キネ シン単頭1分 子では連 続的 に運動 しない ことか ら σnoueeta1 .,1997)、 運

動の連続性 は双頭構造 に 由来 し、2つ の頭部 があたか も2足 歩行す る よ うに運動す

るた めで あるとかんがえられている(K(オimaetal.,1997)。 単頭 であ るS1の1分 子

がア クチ ンか ら解離す ることな くステ ップ状に変位することは、驚異的な事実であ

る。さらにその周期が5nmで あ ることは、S1の 構造変化 に 由来す る もの とも考 え
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られ るが、アクチンモノマーの大 きさともほぼ一致 していることは興味深 く、運動

メカニズムを考える上で非常に重要な結果である。

本研究で用いたプローブの時間分解能は、周波数領域でたかだか100Hz(τ ～2

msec)程 度 であ り、光 ピンセ ッ ト法 に比べ ると1/10以 下で ある。 この よ うに時間

分解能の低いプローブを用いているのにもかかわらず、分薙能ぎりぎりの速い時間

領域でのステ ップが観察されたことは一見不思議に見える。 しか しなが ら、測定

系の応答時間(τ)は バネ 定数 に反 比例 し、S1が 結合 してい る時 の見か けのバネ 定

数(0。1～0.5pN/皿1)で 決 ま り、S1と アクチンの相 互作用 を観 察 している時の実質

的な応答時間は、フ リーのブラウン運動に比べておよそ10倍 程度速 くなってい る

か らで ある。 さらに見かけのバネ定数が高いため、ブラウン運動が小 さくな りSIN

比 が向上 してい るためで もあ る。1分 子捕捉技術 を用 いて、不確 定な弾性要素を

減少 させ測定系のコンプライアンスを下げる事によって、正確に変位の大きさを見

積 もることに成功 しただけでなく、測定の分解能までも向上 させ ることに成功 した

わけである。 実際、測定系のコンプライアンスが高い光 ピンセッ トの系ではSIN

比 が悪 く、本研 究で得 られ た よ うな速いステ ップ状の変位 は観察 されていない。

観察 している1つ の大 きな変位 が、1回 のArPaseサ イ クル に よるもので あるこ

とは、実験で用いたArp濃 度条件、 さらには蛍光性Arpを 用 いた化 学反応 と力学

反応 の同時測定(lsh勾imaetaL,inpress)か ら明 らかで ある。 したがって、変位の
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発生過程 における速いステ ップは1AIP分 解 中に起 こってお り、1ArPaseサ イ クル

中に複数 回の力学的過程(と な りのア クチ ン分子 に移 る、もしくは ミオシン頭部の

構造変化)を 引 き起 こ してい る と考 え られ る。 化学反応 と力学反応が1:1に 対応

してい るのでは な く、1回 の化学反応 に対 して多数 の力 学反応が起 こってお り、化

学一力学反応のルースカ ップ リング示す直接の証拠が得 られたわけである。
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3.4.3ミ オ シ ン の 運 動 メカ ニ ズ ム

序 章 に も述 べ た とお り、 これ ま で ミオ シ ン の運 動 メカ ニ ズ ム は1969年 にイ ギ リ

ス のH.EHuxleyが 筋 線 維 中の ク ロス ブ リ ッジ の構 造 学 的研 究 を基 に提 唱 した 「首

振 り説 」 が 定 説 と され て き た 。 さ らに 、Arp分 解 中 のS1の 大 き な構 造 変 化

(W欲abay・ ・hi・t・L,1992)や ・S1の 結 晶 構 造(R・ym・ ・t吻L,1993;Fi・h・ ・e鳳1995)

が 明 らか に な り、Uyedaら に よ る'ηv'かomotilityassayの 結 果(Uyedaeta1.,1996)

やMolloyら のS1に よる1分 子 変 位 計測(Molloyetal.,1995)な どの結 果 とあ わ せ

て 、ミオ シ ン の ヌ ク レオ チ ド分解 過 程 に起 こ る構 造 変化 が 力 発 生 の直 接 の原 因 で あ

る とい う説 が 欧 米 で は確 立 した か に見 え る。 しか しな が らそ の 一方 で1ArPaseサ

イ クル 中 に複 数 回 の力 学反 応 が 起 こっ て い る とい う結 果 伽v"γo=Yanagidaeta1.,

1985;HaradaetaL,1990;illmuscle:Higuchi&Goldman,1991;Lombardietal .,1992;)

や 、 筋 収 縮 中 に ミオ シ ンヘ ッ ドが少 し しか 角 度 変 化 して い な い とい う結 果(hving

etal.,1995)も あ り、1ArPaseサ イ クル 中 に お け るS1の1回 の構 造 変 化 が力 発 生 に

直 接 結 び つ い て い るか ど うか は 、 は っ き り してい な い。

本 研 究 で は 、S1は1分 子 で1ArPaseサ イ クル 中 に1回 の構 造 変 化 で は説 明 で き

な い大 き な変 位 を発 生 し、 さ らにそ の変 位 は5㎜ 周 期 の連 続 的 な ス テ ップ で変 位

す る とい う結 果 を世 界 で 初 め て示 した。 ミオ シ ン は5㎜ を単位 ス テ ップ と し、
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1ATP分 解 中にそ のステ ップ を複 数 回繰 り返 し行 っているとい うことを示 してお

り、これ までの論争に終止符 を打つ明確 な証拠を提示す るものである
。

前述 したように5nmと い う値 はア クチ ンモ ノマー の大 きさと一致 している
。

首振 りモデル をはじめとす るこれまでの ミオシン運動メカニズムは、そのほとんど

がアクチンフィラメン トを全 く伸び縮み しない完全な剛体棒のよ うに取 り扱 って

お り、アクチンフィラメン トは運動メカニズムにおいて、'全く受動的 な役割 しか果

た してい ない。 しか しなが ら、運動は ミオシンとアクチンの相互作用か ら生み出

され るものであ り、 ミオシンだけがアクティブな働きを しているとは考えにくい
。

最近、アクチンフィラメン トは長軸方向にも回転方向(フ ィ ラメン トのね じり方

向)に も 「普通 の」タンパ ク質 と同 じような柔 らか さを持っていることが示 されて

いる(K:(オimaeta1.,1994;Tsudaetal .,1996)。 さらに回転方 向の動 きは、ATP分 解 中

.の ミオシ ンに よって活性化 され る とい う結果 もある。 これ らを本研究の結果 と考

え合わせると、アクチンフィラメン トもミオシンの運動に積極的に関与 している可

能性 を示唆 してお り、アクチンフィラメン トの状態 も考慮に入れた運動メカニズム

を考える必要があるのではないだろ うか。 また、S1が1ArPaseサ イ クル 中にア ク

チ ンフィラメン トの上を解離せずにアクチンモノマーの周期 と同 じ5㎜ ステ ップ

で運動す るとい うこ とは、 ミオシンはArp分 解 による 自由エネル ギー を自分 自身
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もしくはアクチンフィラメン トにためておき、そのエネルギーを小出 しに使 ってい

ることも十分に考 え得る。

今後は、アク トミオシンの運動を分子間相互作用 とい う観点か ら捉え、それを1

分子 レベル で直接計測す ることに よって、真の運動メカニズムに迫 りたい と考えて

いる。
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4.結 論

走査 プ ロー ブ法 と1分 子蛍光観 察法 を組み合 わせ ることによって、タンパ ク質1

分 子 を顕微鏡 で観察 しなが ら、プローブの先端に捕捉 し、自由に操作す る技術 の開

発 に成功 した。 これ を用い、モータータンパ ク質 ミオシンS1の1分 子 をマニ ピ

ュ レー シ ョン し、ア クチンフィラメン トとの滑 りの相互裾用を計測 した。1分 子

のSlが アクチ ンフィラメン トとの相 互作用によって、1ArPaseサ イ クル 中に最大

で30㎜ の変位 を発生す るこ と直接 測定 し、さらにその変位 は5㎜ を単位 とす る

ステ ップ状 に起 こることを世界で初 めて示 した。 この結果は、これまでの定説で

あった 「Arp加 水 分解 反応 と1:1に 共役 した首振 りモデル」を否 定するものであり、

生物分子モーターの分子機構の解明において歴史的 とも言 うべき重要な知見を与

えている。

さらに本研究で開発 した技術は、他の生体分子の物理計測にも応用可能であ り、

生体分子間相互作用を統一的に理解 し、生体分子のエネルギー変換 ・情報伝達をは

じめ とす るさま ざまな生命現象の分子メカニズムを明らかにす ることを可能にす

る生命科学研究史上のブレイクスルーである。

63



5.謝 辞

この学位論文を作成するにあたってお世話になった全ての方々に感謝いたします。

柳田敏雄教授には、常日頃からの的確なご助言 とご指導に心より感謝 します。

:葛西道生教授と中野馨教授には大変お忙 しい中、本論文の副査をして頂きました。

深く感謝いたします。

科学技術振興事業団柳田プロジェクトの徳永万喜洋博士(現 国立遺伝研)に は、

大学院に入学 した当初から5年 の永きにわた り直接研究のご指導をいただきまし

た。何も知らなかった私が現在こうして論文を提出できるのも彼のご指導のおかげ

であり、ことばにっくせないほど感謝しています。

生物物理研究室の岩根敦子助手には、試料作成に対 して多大な助言と協力を頂きま

した。彼女の協力がなければ本研究は為し得ませんでした。心から感謝します。

生物物理研究室のメンバー、特に同期生 としていっしょに研究を行ってきた井上裕
一君、田中裕人君、横 田浩章君には、 日頃か ら有益な議論 をしていただきま した。

彼 らとのデ ィスカ ッションか ら得たものも多 く、何物にも代え難い財産としてこれ

か らの研 究に生か していきたい と思います。

最後になりましたが、科学技術振興事業団柳田プロジェク トの研究員及び事務室の

方々には、平素より貴重なご助言とご指導をいただきました。 充実した研究生活

が送れたのも皆様のおかげと大変感謝 しております。

1998年1月

喜多村和郎

64



6.文 献

Aoki,T.,Hiroshima,M,Kitamura,K.,To㎞nagalM.&YanagidaT.Non-contact

scanningProbemicroscopywithsub-piconewtonfbrcesensitivity.α 〃α厩07050ρ ρツ

7①45-55(1997).

Axelrod,D、Totalintemalre烈ectionfluorescencemicroscopy.!嘘 疏.Cθ11B'o乙30,245-

270(1989).
「

Binnig,G.,Quate,C.F.&Gerber,Ch.Atomicfbrcemicroscope.P伽,Rθv.Lθ π,56,

930亨933(1986).

Dupuis,D.E.,Gui1負)rd,W.H.,Wu,J.&Warshaw,D.M,Actin飾mentmechanicsin

thelasertrap.」 ニル1初501θRθ5」C611ノ 冒ヒ)"1.18,17。30(1997).

、Finer,J.T.,Simmons,RM&Spudich,J.A..Singlemyosinmoleculemechanics:

piconewtonfbrcesandnanometresteps.1肋 伽 アθ368,113-119(1994).

Fisher,A.J.etal.,X-raystructuresofmyosinmotordomainofD∫ α ン05∫θ伽 襯4'500ゴ{短 麗鷹

complexedwithMgApP・BeFxandMgADP・AIF4口.β ゴoo加 槻5砂34,8960-8972

(1995).

Florin,E.一L.,Moy,V.T.&Gaub,H:.E.Adhesionfbrcesbetwe6nindividualligand-

receptorpairs,5ヒ'θ ηoθ264,415。417(1994).

Funatsu,T.,Harada,Y.,Tokunaga,M.,Saito,K.&Yanagida,T.Imagingofsingle

fluorescentmoleculesandindividualATPturnoversbysinglemyosinmoleculesin

aqueoussolution.翫'z〃 θ374,555-559(1995).

Guilfbrd,W.H.etal.Smoothmuscleandskeletalmusclemyosinsproducesimilarunitary

fbrcesanddisplacementsi口thelasertrap,β ∫ρρ伽.ノ:72,1006-1021(1997).

Harada,Y.,Sa㎞rada,K.,Aoki,T.,Thomas,D.D.&Yanagida,T.Mechanochemical

couplinginactomyosinenergytransductionstudiedbyゴ ηv∫ かomovementassay.Z

薇)乙 β∫oZ216,49-68(1990).

Higuchi,H.&Goldman?Y..E .Slidingdistancebetweenactinandmyosinfilamentsper

ATPmoleculehydrolysedinskirmedmusclefibres,1>召 伽7θ352,352-354(1991).

Huxley,A.F,&Si㎜ons,RM,Proposedmechanismof鉛rcegenerationinstriated

muscle.1>ご'躍 ε233,533-538(1971).

65



Huxley,H.EThemechanismofmuscularcontraction.5b'ε η6θ164,13564366(1969).

Inoue,Y.etal.Movementsoftruncatedkinesin丘agmentswithashortoranartificial

flexibleneckP700.梅'正 ノ望oα45ヒ ご.乙乙51ノ望。94,7275-7280(1997).

Irving,M.etal.Tiltingofthelight-chainregionofmyosinduringsteplengthchangesand

activefbrcegenerationinskeletalmuscle.翫 飽78375,688-691(1995).

Ishii,Y.etal.Communicationbetweehtroponin-Cand-Ireve母ledbysinglemolecule

fluorescencespe6troscopyandFRET.β ∫φ 妙3.Z72,A283(1997).4b5'.

Ish麺ima;A.,Doi,T.,Sakurada,K.&Yanagida,T.Sub-picone・Wtonfbrcefluctuationsof

acto町osinゴ ηvゴかo.ハ 勧 ∫z〃rθ352,301-306(1991).

Ish勾ima,A.etal,Single-moleculeanalysisoftheactomyosinmotorusingnano-

manipulation.」 βごoo乃θ〃1.β ゴ(P伽.Rε3.C∂ 〃a〃2z4η.199,1057-1063(1994).

Ish導ima,A.etal.Multiple-andsingle-moleculeanalysisofthea6tomyosinmotorby

nanometer-piconewtonmanipulationwithamicroneedle:unitarystepsandfbrces.

β'⑳1り 碧.」;70,383-400(1996).

Ish勾ima,A.etal.SimultaneousobservationofindividualATPaseandmechanicalevents

byasinglemyosinmoleculeduringinteractionwithactin.α11inpress.

Iwane,A.H.,Kitamura,K.,TokLmaga,M.&Yanagida,T.Myosin.subf}agment-1isfUlly

equipPedwithfactorsessentialfbrmotorfhnction.Bめo乃 θη7.Bごqρ1加..Rθ 乱Co7η η2〃η.

230,76-80(1997).

Kado,H.,Yokoya卑a,K&Tohda,T.Ato卑icfbrcemicroscopyusingZnOwhiskertip.

Rθγ.5ヒ'.1吻5傭 〃3.63,3330-3332(1992).

Kasas,S.etal.Ebo乃 θアた乃'αco1∫RNApolymeraseactivityobservedusingatomicfbrce

microscopy.β めo乃 θ厩5砂36,461-468(1997).

KishinoA.&YanagidaT.Forcemeasurementsbymicromanipulationofasingleactin

filamentbyglassneedles.ハ 初 〃7θ334,74・76(1988).

KitanolM,Hamabe,T.,Maeda,S.,&Okabe,T.Growthoflargetetrapod-11keZnO

crystals.,ノ:Cり 壇如1σ 加 ・w∫乃102,965-973(1990).

66



K(オima,H.,Is嫡ima,A.&Ya却agida,T.Directmeasurementofs‡iffhessofsingleactin

filamentswithandwithouttropomyosinby訪v∫ かonanomanipulation.P700.ぬ'1.

ノ望o召d5ヒ'.乙 乙8.∠4.91,12962-12966(1994).

K(オima,H.,Muto,E.,Higuchi,H.&Yanagida,T.Mechanicsofsinglekinesinmolecules

measuredbyopticaltrapPingnanometry.β'6P伽.・173,2012-2022(1997).

Lee,G.U., .Chrisey,:L.A,&Colton,R.J.Directmeasurementofthefbrcesbetween

complementarystrandsofDNA.50ご θηoθ266,771-773(1994).

Lombardi,V.,Piazzesi,G.&Linari,M.Rapidregenerationoftheactin-myosinpower

strokeincontractingmuscle.1>ご 伽 アθ355,638-641(1992).

Mehta,A.D.,Finer,J.T.&Spudich,J.A.Detectionofsingle-moleculeinteractionusing

correlatedthe】 ㎜aldif蝕sion.P700.翫 ∫1.ノ望cα{鼠5ヒ'.〔Z5=ノ 望.94,7927画7931(1997),

Molloy,J.E,,Bums,J,E.,Kendrick-Jones,J.,Tregear,R.T.&White,D.C.S.

Movementandfbrceproducedbyasinglemyosinhead.1伽 麗7θ378,209-212(1995).

Radmacher,M,Fritz,M,Hansma,H、G.&Hansma,P.K.Directobservationofen客yme

activitywiththeatomicfbrcemicroscope.5bゴ θηoθ265,1577-1579(1994),

Rayment,1.eta1.Three-dimensionalstructureofmyosinsubf卜agment-1:Amolecular

motor.5b∫eηoθ261,50-58(1993).

Ra:yment,1.etal.Structureoftheactin-myosincomplexanditsimplicationsfbrmuscle

contraction.5ヒ ごθηoθ261,58-65(1993).

Rie£M.,Gautel,M.,Oest⑱rhelt,F.,Femandez,J.M&Gaub,H.EReversibleunfblding

ofindividualtitinimmunoglobulin40mainsby.AFM,S漉 ηoθ276,1109-1112

(1997)。

Saito,K.,Aoki,↑.,Aoki,T.&Yanagida,T.Movementofsinglemyosinfilamentsand

myosinstepsizeonanactinfilamentsuspendedinsolutionbyalasertrap.β'qρ 伽.」.

66,769-777(1994).

Saito,K.,Tok㎜aga,M,,Iwane,A.H,&Yanagida,T.Dualcolormi6roscopyofsingle

fluorophoresboundtomyosininteractingwithfluorescently-1abelledactinusinganti-

Stokesfluorescence.」;ル 露oro50.188,255-263(1997)。

67



Sase,1.,Miyata,H.,Corrie,」.E.T.,Craik,」.S.&Kinosit3Jr,K.Realtimeilnagingof

singlefluorophoresonmovingactinwithanepifluorescencemicroscope 、β ゴqρ伽 。Z

69,323晒328(1995).

Svoboda,K.,Sc㎞idt,C.F.,Sc㎞app,B,J、&Block,S.MDirectobservationofkinesin

steppi耳gbyopticaltrappinginterfもrometry.1>切 麗7θ365,721-727(1993).

Tanaka,H:.,Is切ima,A,:日onda,M,Saito,K.&Yanagida,T.Orientationdepehdent

displacementsbyone-headedmyosinmoleculesinasyntheticmyosinfilament.

β ご⑳ 伽.Z72,A55(1997).465∫.

Tokunaga,M,Aoki,T.,Hiroshima,M,Kitamura,:K.&Yanagida,T.Subpiconewton

intefmolecularfbrcemicroscopy.B'oo乃 θ卿.B護 ρρ1り摺.Re5.℃o配 配麗η.231,566-569

(1997).

Tokunaga,M.,Kitamura,K,Saito,K.,Iwane,A.H.&Yanagida,T.Singlemolecule

imagingoffluorophoresandenzymaticreactionsachievedbyo切ective-typetotal

intemalre烈ectionfluorescencemicroscopy..B∫oo乃 ε魏.
.β吻1那.Re3.Co〃2η2躍.235,

47購53(1997).

Tsuda,Y.,Yasutake,H.,Ish巧ima,A.&Ya血agida,T。Torsionalrigidityofsingleactin

filamentsandactin-actinbondbreakingfbrceundertorsionmeasuredbyinvitro

micromanipulation.P70α1>召 鉱 ノ【oα45ヒ ∫.αS.4.93,12937-12942(1996).

Uyeda,T・Q.P。,Abramson,P.D.&Spudich,J.A.Theneckregionofthemyosinmotor

domainactsasalevera㎜togeneratemovement.Proo.ハ 初L40αd5ヒ ∫.し乙5し4.93,

4459一 拳464(1996).

Wakabayashi,K.eta1.Small-anglesynchrotronX-raysCatteringrevealsdistinctshape

changesofthemyosinheadduringhyφolysisofATP,5ヒ'θ ηoθ258,443-447(1992).

Yanagida,T.Anglesofnucleotidesboundtocross-bridgesinglycerinatedmusclefiberat

variousconcentrationsofε 一ATP,ε 一ADPandε 一AMPPNPdetectedbypolarized

nuorescence.」:2レfb1.β'o乙146,539-560(1981).

Yanagida,T.,Nakase,.M,Nishiyama,K.&Oosawa,F.Directobservationofmotionof

singleF-actinfilamentsinthepresenceofmyosin.1>召 吻7θ307,58-60(1984).

Yanagida,T.,Arata,T.&Oosawa,ESIidingdfstanceofactinfilamentinducedbya

myosincrossbridgeduringoneATPhydrolysiscyde.1>召'〃7θ316,366-369(1985).

68



7.参 考文献

Iwane,A.H:.,磁tamura,K.,Tok㎜ag亀M.&Yanagida,T.Myosinsub倉agment-1is

釦llyequippedwithfactorsessentialfbrmotorf㎞ction.B'oo乃 θ吻.β ガ(ψ1り贋.Rθ 畠

Co〃2〃2〃 η.230;76-80(1997),

Tokunaga,M.,Aoki,T。,H:iroshima,M.,Ki加m覗m,K&Yanagida,T。Subpiconewton

inte㎜olecularfbrcemicroscopy.B'oc舵 配.β 吻 伽.
、Rθ&Co御 配 麗η.231,566-569

(1997).

Tok㎜aga,M.,Kimm"m,K,Saito,K.,Iwane,A.H.&Yanagida,T.Singlemolecule

imagingoff玉uorophoresand.enzymaticreactionsachievedbyo切ebtive-typetotal

internalreflectionfluorescencemicroscopy.B'oo加 鷹.β ゴ(～ρ1那,Rθ5.Co翅7鰍 η.235,

47-53(1997).

Aokl,T.,Hiroshima,M.,Kit劉m"ra,K,Tokunaga,M&YanagidaT.Non-contact

scanningprobemicroscopywithsub-piconewtonfbfcesensitivity.α か α競c705α η ッ

7045-55(1997).

Kitammra,K,To㎞naga,M.,Iwane,A.H&YImagida,T.Manipulationandnanometer

measurementofasingiemotorproteinmoleculecaptUreddirectlybya「scanning

probe.β ゴρρ伽.Z72,A55(1997).4ゐ5'.

69


	151-00001.pdf
	151-00002.pdf
	151-00003.pdf
	151-00004.pdf
	151-00005.pdf
	151-00006.pdf
	151-00007.pdf
	151-00008.pdf
	151-00009.pdf
	151-00010.pdf
	151-00011.pdf
	151-00012.pdf
	151-00013.pdf
	151-00014.pdf
	151-00015.pdf
	151-00016.pdf
	151-00017.pdf
	151-00018.pdf
	151-00019.pdf
	151-00020.pdf
	151-00021.pdf
	151-00022.pdf
	151-00023.pdf
	151-00024.pdf
	151-00025.pdf
	151-00026.pdf
	151-00027.pdf
	151-00028.pdf
	151-00029.pdf
	151-00030.pdf
	151-00031.pdf
	151-00032.pdf
	151-00033.pdf
	151-00034.pdf
	151-00035.pdf
	151-00036.pdf
	151-00037.pdf
	151-00038.pdf
	151-00039.pdf
	151-00040.pdf
	151-00041.pdf
	151-00042.pdf
	151-00043.pdf
	151-00044.pdf
	151-00045.pdf
	151-00046.pdf
	151-00047.pdf
	151-00048.pdf
	151-00049.pdf
	151-00050.pdf
	151-00051.pdf
	151-00052.pdf
	151-00053.pdf
	151-00054.pdf
	151-00055.pdf
	151-00056.pdf
	151-00057.pdf
	151-00058.pdf
	151-00059.pdf
	151-00060.pdf
	151-00061.pdf
	151-00062.pdf
	151-00063.pdf
	151-00064.pdf
	151-00065.pdf
	151-00066.pdf
	151-00067.pdf
	151-00068.pdf
	151-00069.pdf

