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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

10



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

18



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。

19



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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図5Cy3標 識 したs1の1分 子 イ メー ジ ン グ

(a)Cy3-BDTC。S1の 蛍 光 像 。16フ レー ム 加 算 平 均 した像 。 ス ケー ルバ ー は2岬 。

(b)(a)中 矢 印 で示 した 蛍 光 ス ポ ッ トの蛍 光 強 度 の 時 間 変 化 。20秒 付 近 で1段 で 槌

色 して い る(下 矢 印)。(c)蛍 光 強 度分 布 。 分 布 は ガ ウ シ ア ンで近似 され 、 蛍 光 強

度 の平 均1620、 標 準偏 差450で あ った 。



蛍光スポ ッ トの周 り

1μm四 方 を走査
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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。
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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。
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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
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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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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

40



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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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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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
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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

57



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。
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