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生体運動を担うタンパク質分子機械の超微操作

基礎工学部 柳田 敏雄(豊 中4782)

筋収縮は2種 類のタソパク質、 ミオシソとアクチ ソが相互作用 し、相対的に滑 ることによっておこる。

一般的に生体内では
、様々な運動様式を可能にするためにアクチソとミ矛シンは複雑 な集合体を形成 し、

その中で機能 している。それゆえ、invitroの 系 で筋収縮の素過程を研究す ることは非常に困難を伴 う
。

しかし、最近、蛍光性 ファロイジソで標識することによ り単一アクチソフィラメソ トの運動を強力な蛍

光顕微鏡 システムで長時間連続 して安定 に水溶液中で直接観察する技術が開発 され、単一アクチソフィ

ラメソ トの ミオシンに沿 った滑 り運動を手軽 に観察す ることができるようになった。 この運動ア ッセイ

を用いて、 ミオシン分子の双頭構造は滑 り運動に必須ではない こと、さらに ミオシン頭部(S-1)だ

け でも滑 り運動を引 き起 こす ことなど、筋収縮の分子機構の研究 にとって大問題であったい くつかのこ

とがつぎつ ぎ明らかにされて きてい る。 ここでは、 この技術 をさらに発展 させ単一アクチソフィラメソ

トの顕微操作 による力測定技術を完成 したのでそれについて簡単 に説明する。

単一 アクチソフィラメソ トのマイクロマニピュレー ショソ

蛍光標識 したアクチンフィラメソ トの端を蛍光顕微鏡下でマイクロマニピュレーターに連結 したガラ

スのマイクロニー ドルを操作 してつかまえる。簡単につかまえるといっても、 アクチソフィラメソ トは

太 さが約7nmし かない柔 らかい線 維で、

それを太 さが数百倍 もあるニー ドルでつか

まえ ようと言 うのであるから無茶な話であ

る。 ごく最近まで見 ることさえ難 しいだろ

うと思われて きた タソパ ク質分子の世界 で

はあったが、今、直接触れてみ ることまで

で きるようになったのである。

この方法を応用 して、滑 り力ではないが

まずアクチソフィラメソトの分子(モ ノマー)

間 の結合力を測定 してみた。一方のニー ド

ルは非常 に柔 らか く、力を測定するための

ものである。もう一方は硬いニー ドルでア

クチソフィラメソ トを引 っ張 るための もの

である。 アクチソフィラメソ トの分子間 の

結合力は、 フィラメン トを硬いニー ドルに
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図a)ア クチ ンフィラメソ トの分子(モ ノマー)
閲 結合力の測定

よって引っ張 り切れた時の柔 らかいニー ドルのたわみを測定することによって得た(図a)。 用 いたニー

ドルの弾性率(=1μmた わむのに必要 な力)は!5か ら40pNμm-1(無 風 で もゆらゆらゆれる程柔 ら

かい)で あった。アクチソフィラメソ トの分子問の結合力は約400pNと 求 められた。 このようにフィラ
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メソ トアクチン中のアクチソ分子間の結合力が初めて直接測定で きた。これは、おそ らくタソパク質集

合体のサブユニ ット問の結合力を直接測定 した初めての例ではないかと思われる。

アクチソフィラメソ トの強 さは、筋肉を最大刺激 し最大張力を発生 している時に一本の細い フィラメ .

ソ ト(F一 アクチ ソー トロポ ミオシソー トロポニソ複合体)に かかる平均 の力(～400pN)よ りわずか

に大 きいだけである。生体中では修復機能を備えてい るため、ぎりぎ りの強度 しか準備 されていないの

かも しれない。

アクチソフィラメン トー本に生ず る滑 り力の測定

次に、ガ ラス表面上に結合 した ミオシソ

との相互作用 によって発生する力の直接測b)

定 について説明する。単一アクチソフィラ

メソ トの一方の端 を柔 らかいニー ドルに結

合させ る。 もう一方の端は、ATP存 在 下

で ミオシソをコー トしたガ ラス表面に触れ

させ る。 アクチ ンフィラメソ トはガラス表

面上を動 きニー ドルを引 っ張 る。 ニー ドル

はたわみ、あるところで平衡 に達す る。発

生 した力はそのニー ドルのたわみから測定

できる(図b)。 この方法により、本研究

で用いてい る運動再構成モデルで ミオシソ

分子、S-1.が 発 生 してい る力は実際 の筋

肉と比べどの程度 のものであ るのかを調べ

た。

〃
が
嘉'

¥L

ざ ♂

滋へ灘 姥。
チ 〈)c・c弘

m(＼∠)

、

Ψ
登

喉

・

bc

∩V
9

・
q
ρ戦

ぷ

52

シ リコンコーテ ィング グラス

の サ

盛
紮

{

=,ゲ

湾
、

サ
.鷲

鳳轟

驚

舞

醇

図b)ガ ラス表面に固定 した ミオシソ分子の頭部
のみで発生する力の測定

結果は、ガラス表面 に固定 した ミオシソ分子はもちろん、驚 くべきことにミオシソ分子の頭の部分だ

けでも、筋 肉中で最大張力 を発生 してい る時の ミオシン分子 とほとんど同 じ力(～2pN)を 発 生す る

ことを示 した。今、・用 いているモデルが滑走運動だけでな く、力発生においても筋収縮 を再現 してい る

こと、そ して大 きな ミオシソ分子 の一部に機能部位 が局在 していたことがわかった。 また、S-1を ガ

ラス表面 に固定 した場合、表面への吸着によってS-1の 動 きがかな り制約を うけていると思われる。

にもかかわ らず、正常の ミオシソ分子と同等の力を発生するということは、頭部の大 きな形の変化 によっ

て力が発生 しているのではないことを示唆 している。

1オ ソグス トロー ムの分解能で"ゆ らぎ"を 測る

タソパク質分子からモー ターユニ ットを再構成 し直接操作するところまできた。次は この方法を用い

て如何に有用な情報 を取 り出すかであ る。最近、我々はこの技術 と1オ ソグス トロームの分解能でガラ

スニー ドルの変位を測定す る技術を組合せ、張力と滑 り運動の"ゆ らぎ"を サブ ミリ秒、 ↓オγ グス ト

ローム(〈0.1pN)と い う超高分解能で測定する装置を開発 した。平均値に対す る"ゆ らぎ"の 大きさ
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の比はモーターユニットの数のルー トに反比例する(㏄1/π)。 それ故、今の測定系に含まれるミオシ

ソ頭部の数は10個程度であるから非常に詳細に"ゆ らぎ7を 測定できる訳である。一つのミオシソ頭部

で起こるATP分 解の化学反応に対応 した力学反応の過程を詳細に直接追跡できる道が開けたと言える。

楽観的かもしれないが、生物分子エンジソの動作原理を明らかにできる日がもう手の届くととろまでき

ているように感じる。
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