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研究課題別評価 

 

１． 研究課題名：１分子の３次元像再構成法に基づく分子モータ作動機構の探索 

 

２． 研究者氏名：片山 栄作 

 

３． 研究の狙い： 

「動くこと」は生命の最も重要な属性の１つであり、多くの場合、その動きは生物分子モーターが

担う。そのような「分子機械」の働く仕組みを調べることは大変魅力的な研究課題であるが、永年

にわたる多くの研究者の努力にもかかわらず、未だに十分な理解ができている訳ではない。本研

究は、急速凍結ディープエッチ・レプリカ電子顕微鏡法を用いて蛋白質分子が働く現場を直接観

察することを目指すとともに、われわれが新たに開発した３次元画像解析法を駆使して、ＡＴＰをエ

ネルギー源に、アクチン・フィラメントに沿って滑る分子モーター、ミオシンが、機能中にどのような

構造変化を起こしているかを探り、その分子メカニズムの解明に迫る試みである。 

アクトミオシン滑り運動の分子機構として世界に最も広く受け容れられた仮説は「レバーアーム

首振り説」である。その根拠は構造生物学の結果によるところが大きい。１９９３年にミオシン頭部

Ｓ１の結晶構造（Rayment et al.）が、引き続いてヌクレオチド結合状態のＳ１の構造 (Fisher et al., 

1995: Dominguez et al., 1998) が解かれた結果、ＡＴＰ結合により、Ｓ１のモーター部分とそれに連

なる長いαヘリックス部分（レバーアーム）の間で分子が強く折れ曲がることが明らかになった。他

のさまざまな状況証拠と併せて、ＡＴＰ結合によるレバーアームの折れ曲がりこそが滑り運動の力

の源と信じられるようになったが、実際に滑り運動が起きている現場を直接見る手段はなかった。

一方、分子モーターの機能の解析は、日本と米国でほぼ同時に開発された「１分子生理学」の手

法の導入により  ここ１０数年、著しい進歩を遂げた。蛍光顕微鏡を用いて１個１々 の蛋白質分子

やリガンドを直接観察し、操作し、分子の各種の物理量を一切平均化することなく測定するという

斬新な発想により、従来のやり方では想像もつかなかった多くの重要な、そして驚くべき実験事実

が次々に明らかになった。そのような画期的な方法論は、生命の基本原理を調べるための重要な

手法としてすっかり定着し、他の研究領域にも急速に波及しつつある。 

蛋白質の立体構造を調べるには、Ｘ線結晶回折法と多次元ＮＭＲ解析法が多用される。しかし

構造を知りたい蛋白質を何でも解析できる訳ではなく、それぞれ特有の条件を満たさなければ構

造を解くことはできない。さらに、これらの方法により得られる構造情報は空間的にも時間的にも

膨大な数の分子を平均化したものであり、揺れの大きい部分の構造は決まらない。それに対して、

電子顕微鏡による直接観察法は、空間分解能こそそれらには及ばないものの、ほとんど任意の

材料を対象として、個々の蛋白質粒子を直接観察できる、つまり「見たいものを見る」ことができる

点で強力である。その一つ「急速凍結ディープエッチ・レプリカ法」は、あらゆる生命現象を１ミリ秒

以内に凍結固定し、その割断面にロータリー・シャドウィングを施して写し取った材料の表面構造

を透過型電子顕微鏡で観察する方法である。適切な処理が施されれば、溶液中あるいは細胞内

における個々の蛋白質粒子の高コントラストの実像を1.5－2 nm におよぶ空間分解能で得ること

も可能である。これは、蛋白質分子内のサブドメイン構造の配置が識別できるほどの分解能であ

るが、レプリカ試料は金属とカーボンのみから成るので、生の材料とは異なり、電子線に対して非

常に安定であるという別の利点がある。われわれは、そのようなレプリカ試料中に含まれる個々

の粒子の姿を、電子顕微鏡内で広い角度範囲にわたって傾斜撮影し、それら一連の像の間の立

体視差から算出した試料面上各点の高さの連続的な値を出発点として、対象粒子の３次元表面

プロファイルを精密に再構成する画期的な手法を開発した。また、３次元構造既知の蛋白質に関
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しては、それがレプリカ試料中ではどのような像を与えるべきかをコンピュータ・シミュレーションで

予測する方法を併せて考案し、それらを相補的に用いることで蛋白質の動的な立体構造を探る新

たな手法を画策している。これら一連の手法が、「１分子生理学」に対応するユニークな構造解析

法として使えるであろうとの期待のもと、３年間の「さきがけ研究」に携わることとなった。 

 

４． 研究結果： 

  滑り運動中のアクトミオシンの構造を急速凍結ディープエッチ・レプリカ法で観察する

ため、１分子生理学の基本となる「in vitro アクチン滑り運動アッセイ法」を改変して用

いた。アクチン・フィラメントに骨格筋重メロミオシン（ＨＭＭ）を結合させて硬直複合体を

作り、それを細かく砕いたマイカと混合した。硬直複合体中のＨＭＭはその尾部でマイ

カ表面に吸着してアクチンの軌道を作り、そこにＡＴＰを加えると、アクチン・フィラメント

は一方向に滑り出す。この時、液体ヘリウムで冷却した純銅ブロック表面に材料を押し

付けると、一瞬のうちに全てを凍結固定することができる。得られた試料をフリーズ・フ

ラクチャーして蛋白質周囲の氷を昇華させた後に白金／カーボンでロータリー・シャドウ

ィングを施し、そのカーボン・レプリカを電子顕微鏡で観察した。この結果、滑り運動を

始める前の硬直複合体と滑り運動中のミオシン頭部の構造には大きな違いが見出さ

れた。その違いに関しては既に発表済みである（Katayama, 1998）ので詳述しないが、

硬直複合体中のミオシン頭部は比較的均一な構造を取っているのに対し、滑り運動

中には様々な形状が見られ、平均化を要する従来の方法により構造解析ができないこ

とは一見して明らかであった。そこでアクチンに結合したミオシン頭部クロスブリッジを１

分子ずつ構造解析する方針で研究を開始した。 

  先ず、レプリカ試料が大量の電子線照射に耐えることを利用して、各粒子の高倍率

像をできる限り広い傾斜範囲で多数撮影した。これらの画像を、われわれ自身が開発

した３次元再構成ソフトウェア（工学院大学・馬場則男教授チームとの共同研究）によ

り処理して対象の３次元像を得た。３次元再構成は以下の手順に従って行った。１）先

ず、傾斜撮影した多数の画像の回転軸の方向とそれに沿った位置を画像相関法を用

いて検索し、一連の画像の相対位置を精密に揃える。それに並行して各画像の精密

な傾斜角を決定する。２）各画像を、軸に垂直な断層面に分割し、それぞれの面内で

相関法により見つけた対応点の高さを、立体視差を用いて精密計測する。これにより、

後の処理の基本となる各点の高さのプロファイルが得られる。３）傾斜角０度の画像の

断層面における輝度分布を、シャドウィングによる金属膜の厚さに比例するものと仮定

し、前項で決めた高さのプロファイルの上に重ねて、断層面中の密度分布の初期近似

とする。４）仮定した高さプロファイル上の密度分布をそのまま別の角度に傾斜投影し、

その角度における実際の画像のデータと比較する。異なっていれば、それらが合致する

ように元の密度分布を修正する。５）すべての傾斜画像にわたってこれらの処理を実行

し、逐次近似法により連立方程式を解いて全体の誤差が最小となるようにする。６）画

像中のすべての断層面に関して以上の処理を実行し、それらを再配置することにより３

次元像が再構成される。 

 一方、蛋白質の原子座標データが得られている場合には、その表面の凹凸のプロフ

ァイルが推定できるので、電子顕微鏡で観察されるべきレプリカ像を予測できると考え

られる。蛋白質分子のモデルを任意の方向に置き、座標データ中の各原子に適当な

半径を与えて太らせた後、市販のレイ・トレーシング・ソフトウェアで多方向から影付けし

てロータリー・シャドウィングの効果を得る。さらに電子顕微鏡の球面収差の影響を表
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わすために、像を少々ぼかす。この方法を用いれば、推定される蛋白質の構造変化に

応じて原子座標に修正を加え、そのシミュレーションで得られた像を実際のレプリカの

電子顕微鏡像と比較して、推定した構造変化の信憑性を検証できる。 

  先ず、われわれの方法自体の妥当性を検定するための対照材料として、構造解析

が進んでいる単独のＨＭＭ頭部とアクトＨＭＭ硬直複合体の構造を解析した。 

ミオシン頭部にＡＴＰが結合するとレバーアーム部分が強く屈曲することを述べたが、ＡＴ

ＰまたはそのアナログＡＤＰ／バナジン酸を結合したＨＭＭの急速凍結レプリカでも同様

の像が得られる（Katayama, 1998）。３次元再構成されたそれらのレバーアーム部分は

Ｘ線結晶回折による骨格筋Ｓ１の構造とＡＴＰを結合した平滑筋Ｓ１の構造の中間の屈

曲を示した。後者は、レバーアーム先端部分を人為的に付加したデータであり、屈曲角

度は任意性を含む。われわれのレプリカ像は、結晶解析の結果と良く合致していると

見なされるであろう。 

Milligan  (1996) による硬直複合体のモデルは、結晶から直接解かれた訳ではなく、

アクチン・モノマーから想定されたアクチン・フィラメントの構造に骨格筋Ｓ１の構造をコン

ピュータ上でフィットさせて作った人為的なドッキング・モデルである。しかしそのモデルは、

さまざまな生化学的実験データを良く説明することから、信頼性はかなり高いと考えら

れている。われわれは、アクトＨＭＭのフリーズ・レプリカ像からその３次元再構成を行う

とともに、アクトＳ１の原子モデルから、そのレプリカ像のシミュレーションを行い、アクトＨ

ＭＭの実際のレプリカ像との比較を行った。その結果、以下のことが判明した。レプリカ

像に見るアクトＨＭＭ硬直複合体の構造は、アクチンとＳ１の結晶データから推定され

たドッキング・モデルに近い。アクチン結合部に近いモーター領域では、上位５０Ｋドメイ

ンが少し下方に回転している以外はほぼ完全に一致する。それに対し、レバーアーム

部分は微妙に異なっていた。ＨＭＭでは２個のＳ１がＳ２でつながっており、アクチンと頭

部の結合様式の違いによってそれぞれのレバーアームが色々なコンフォメーションを取

るためであろう。これらはいずれも妥当な結果であり、われわれが考案した新たな手法

は、構造解析の手段として十分に役立つものと思われる。そこで、無負荷条件で滑り

運動中のＨＭＭのクロスブリッジを、１粒子ごとに広範囲に傾斜して連続撮影し、それら

のコンフォメーションの解析を行った。 

滑り運動中のクロスブリッジのモーター領域は、アクチンと、少なくとも３種類以上の

様式で結合していた。３種類とは、１）上位 50Ｋドメインのみで結合する場合、２）下位

50Ｋドメインのみで結合する場合、そして、３）それらの両方で結合する場合である。３次

元再構成まで終った粒子の数はまだ少なく、あくまで予備的な結果ではあるが、アクトミ

オシンの境界部分の構造は硬直複合体とは異なっている場合が多い。一方、欧米を

中心に世界の大多数の研究者が正しいと信じてきた「レバーアーム首振り説」において

は、アクトミオシンの境界部分の構造は常に保持され、ＡＴＰ結合によるミオシン頭部内

の大きな構造変化こそが滑り運動を引き起こす張力の源であると想定している。実際

に観察された粒子のうちのかなりのものは境界部分の構造が異なっており、既に大前

提との隔たりがある。レバーアーム部分は硬直複合体中とは異なるさまざまな向きにあ

り、滑り運動により動いていることは間違いないが、その方向は、ＡＴＰ結合型Ｓ１の原

子モデルとは必ずしも一致しない。結晶中では見られない構造も実現されているようで

ある。しかし、最終結論を下すには、少なくとも数 100 個の粒子のコンフォメーションを解

析して統計的に処理することが必要であろう。次々に解析を続けてはいるが、１分子づ

つ構造解析する都合上、個々の演算に相当な時間を要し、未だ十分な例数には達し
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ていない。これまでに観察されたレプリカ試料中での構造のそれぞれがクロスブリッジ構

造の時間経過を表わすと仮定すれば、ミオシン頭部はアクチン上を揺れながら前進す

るような状況が想定される。その意味で、柳田教授らの研究チームが提唱する「方向

性を持つブラウン運動」(“Biased Brownian Motion”) なら説明可能である。 

ごく最近、アクチンを巻き込むように結合しているミオシン頭部のコンフォメーションが、

これまでに X 線回折で解かれていない新たな構造を表わしている可能性が浮上した。

この構造は、ミオシン頭部中心近くの２個の高反応性システイン残基を化学架橋して

調製した産物の構造に酷似しており、そのシステイン残基を含むヘリックスが壊れてい

る反応中間体を観察しているものと解釈される。このような構造が観察できたことは、

急速凍結固定法の優位性を強く示唆しているものと考えられる。いずれにせよ、高性

能のコンピュータを導入して演算処理を格段に高速化することにより、できるだけ多くの

粒子の３次元画像解析を進めることが必須である。 

ミオシン・ファミリーは、現在知られているだけでも２０種類近くのメンバーを含む大き

なグループであり、構造的にも機能的にも微妙に異なるさまざまな分子種が見出されて

いる。われわれは、外部の研究チームとの協力により、それら天然の分子種やその変

異種を材料として「レバーアーム首振り説」の信憑性を検証している。 

先ず、粘菌ミオシン-II の変異種を用いた研究を行った（産業技術総合研究所・上田

太郎博士との共同研究）。G680V Ｓ１はレバーアームの屈曲点にあるグリシンがバリン

に置換したため、ADP/Pi 結合状態の活性中間体が異常に安定化されるＳ１である。

ＡＴＰ存在下でこれをアクチンに加え、複合体の構造をネガティブ染色により観察した。

この変異Ｓ１は予想通り、通常のＳ１ならほぼ完全に解離する条件でもかなり強くアクチ

ンに結合していたが、興味深いことに、比較的高温では硬直複合体に似た、伸びた構

造を取るのに対し、低温では小さく丸まった構造に変換することが判明した。このような

構造は、われわれがずっと以前に、化学架橋したアクトＳ１で見出した構造（Katayama, 

1989）に酷似するが、その解釈については現在検討中である。 

ミオシン-V は非常に長いレバーアーム部位を有する特徴的な分子である。１分子だ

けで、長距離にわたって解離することなくアクチン・フィラメント上を滑る「プロセッシブな

運動」で知られている。その理由として、アクチン・フィラメントの長周期らせんに沿って

同一位相の位置にあるモノマーに、２個の頭部が 35 nm 間隔で交互に結合し、レバー

アーム部分の屈曲によってあたかも歩くように進むためであり、それはレバーアーム首

振り説の強い証拠として主張されてきた。大阪大学の柳田敏雄教授、マサチューセッ

ツ大学の池辺光男教授のチームに協力して、そのレバーアームを元の６分の１にまで

短縮させた変異種の行動を調べたところ、元のミオシンと全く同様に 35 nm のステッ

プサイズで動くことが分かった。電子顕微鏡により構造を調べても、レバーアーム部分

は短く、２個の頭部の間隔が運動時に広がる可能性も否定された。レバーアームの首

振りでは全く説明不可能な現象である。 

ミオシン-VI は、アクチン上を逆方向に進むモーターとして、ミオシン・ファミリーの中

でも特異な存在である。このミオシンは野生型の状態で既にレバーアームが短く、上記

の変異ミオシン-V と同じ長さである。ところが、このミオシンも、ミオシン-V  と同じくアク

チン上を「プロセッシブ」に、しかも 35 nm のステップサイズで動くことが判明した。電子

顕微鏡で観察した構造は変異ミオシン-V と類似しており、Ｓ２部分がほどけてミオシン

頭部の間隔が広がるような現象も見られなかった（柳田教授、池辺教授のチームとの

共同研究）。  
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以上の通り、われわれの実験結果はいずれも、従来の「レバーアーム首振り」説とは相

容れないものであった。 

 

５． 自己評価： 

以下は研究を開始して第２年度目に入る前の時点で設定した研究計画と展望である。 

１）実際に張力を発生しているミオシンの構造を観察する。その３次元再構成像を得る。 

２）さまざまな機能的特徴を持つ、別種類あるいは変異種ミオシンの構造を探索し、従来のミオシ

ンと比較検討する。 

３）原子モデルを再構成像に合わせて変形させ、不安定な反応中間体のコンフォメーションのモデ

ルを作る。安定なコンフォメーションとのエネルギー状態の差、あるいはその差が分子内のどの部

位に由来するかを検討する。 

４）現在の３次元再構成過程を自動化、高速化する。 

５）限られた条件の下で、より高精度の３次元像を得るための新たな再構成法を開発する。 

６）急速凍結レプリカ法は材料を問わず、組織・細胞中の蛋白質複合体も扱えるので、それらの３

次元再構成像を得る可能性を探る。 

  当初設定した以上の研究計画のうち、３年間の期限内に達成できなかった項目は、１）および

３）の後半のみである。その意味では、目標の７５％程度は達成したと言えるであろう。当研究は

解析のために必要な技術の開発が研究内容のかなりの部分を占めることが大きな特徴であるが、

その技術は世界に前例がないものであり、他の目的にも幅広く応用できる。究極の目標である

「分子モーターの作動機構の解明」にはまだまだ遠く、得られた内容の論文化も見通しが立ってい

ないが、総合的には８０％以上の目標達成率と自己評価している。 

 

６． 研究総括の見解： 

 ミオシン分子のダイナミックな微細構造を急速凍結デェープエッチ・レプリカ法を用いて電子顕

微鏡像を得て、その三次元再構成により解明した。その結果は X 線結晶解析から得られた知

見を補完するもので、さらなる解析が大いに期待される。この方法は他の蛋白質にも応用可能

である。世界に前例のない技術を確立して、その幅広い応用展開で成果をあげられたい。 
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