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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。
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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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