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生物分子モーターのステップ計測と運動解析

京都大学大学院理学研究科西山雅祥.

名古屋大学大学院工学研究科曽和義幸、石島秋彦

(2005年 10月14日受理)

1.はじめに

生き物の特徴のーっとして、「動きjを挙げることができる。動物は文字通り、“動

く生き物"であり、多くの個体は筋肉を用いて移動することができる。また、細胞レベルでも、

細胞分裂や形態の変化等のように動きを伴う現象が数多く存在する[1]。こうした生き物の運

動現象を生み出しているのが、生物分子モーターと総称されるタンパク質であり、 ATPの加

水分解反応やイオン濃度勾配などから取り出した化学エネルギーをもとにして、力発生や運動

を生み出す分子機械である[2・5]。生物分子モーターは高いエネルギー変換効率で、駆動しており、

その動作メカニズムを明らかにすることが、筆者らをはじめとする多くの研究者にとって大き

な研究目標となっている。構造生物学的な研究では、分子の「かたちjから分子メカニズムに

迫るために、複雑な分子構造を(時には)原子座標の精度で明らかにしてきている。それに対

して、筆者らは、分子モーターの「はたらきJである運動機能に注目して、実際に動きを「観

るJことで分子メカニズムに迫るアプローチをとっている。

生物分子モーターが機能を発現するのは水溶液中であるので、光学顕微鏡を主に使

うことになる。しかし、その大きさは 10ナノメートル程度で、あり、光学顕微鏡下で直接観測

することはできないので、分子に「目印jを取り付け、その動きから分子モーターの動きを測

定している。近年、その目印とその検出方法を工夫することで、水溶液中にある生体分子 1個

の振る舞いを測定できる r1分子計測技術Jが大いに発展を遂げている[3]。この技術を用い

ると、生物分子モーターのエネルギー出力に相当する運動の素過程を計測することが可能とな

り、化学一力学エネルギ一変換メカニズムを調べることができる。

本稿では、 2つの生物分子モーターについて行われた運動の素過程計測と運動解析

を紹介するものである。バクテリアの推進力を生み出すべん毛モーターは、「モーターJとい
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う言葉から連想されるような回転運動を生み出すロータリー・モーター型の分子機械である。

第2章では、曽和らが世界で初めて成功したベん毛モーターの回転運動の素過程検出について

紹介する。それに対して、キネシンは、細胞内でタンパク質フィラメントである微小管に沿っ

て一方向性の滑り運動を発生するリニア・モーター型の分子機械である。第3章では、西山ら

が行ったキネシンのステップ状変位の運動解析と、確率的なステップ生成機構について解説し

たい。

2.バクテリアのベん毛モーターのステップ検出

バクテリアのべん毛モーターは、イオンの電気化学的エネルギーにより駆動する回

転分子機械である。モーターの回転は、小さなステップ回転の繰り返しによるものと期待され

てはいるが、これまでにステップ回転を直接検出されたという報告はない。第2章では、我々

が世界で初めて成功した、べん毛モーターのステップ運動の検出について概説したい[6]。

2.1イオンで駆動するロータリー型分子機械:ベん毛モーター [7J

2. 1. 1ベん毛の構造

バクテリアは体長わずか 1μm程度の単細胞生物であり、我々の身近では大腸菌やサ

ルモネラ菌などがよく知られている。一般にバクテリアと聞くと、食中毒などの病気を我々に

もたらす悪者扱いを受けるのだが、「動きJに注目すると彼らはとても興味深い研究対象であ

る。わずか一つの細胞で 周囲の環境を感知・情報処理し、より良い環境へと移動する走化性

と呼ばれる一連の行動をやってのける。この細胞運動は、細胞本体から伸びた直径約 20nm、

長さ 10μm程度の「べん毛Jと呼ばれるらせん状の運動器官を回転させることで推進力を得て

いる(図2・la)。

べん毛は50種類以上のタンパク質が自己集合して構築され、その構築機序の解析に

b C フック・繊維へ

H+ or Na+ 

図2-1.バクテリアベん毛

a.海洋性ピプリオ菌の電子顕微鏡写真、 b.バクテリアベん毛の模式図、 C.べん毛基部体の模式図
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ついて一分野ができるほど複雑な構造をしている。大まかなべん毛の構造は、 1.膜に埋まり

回転トルクを生み出すモーター基部体、 2. プロペラに相当するべん毛繊維、 3. 両者をつな

ぎ、ユニバーサルジョイントとして機能するフックの3つに分けることができる(図 2・1b)。べん

毛繊維およびフックに関しては大阪大学の難波らのグループによって原子モデルが発表され、

その柔軟な機能と構造の相関が明らかになりつつあり、詳しい解説記事を参考にされたい[8]。

モーター基部体の回転運動は、直径約 45nmの回転子が、その周りに配置されてい

る約 10個の固定子と相互作用することにより生み出されると考えられる(図 2-1c)。回転子全

体の構造解析においては、電子顕微鏡像と画像解析によって構造の回転対称性を明らかにする

研究が大きな成果を上げている。また、回転子を構成するタンパク質の中でも特に回転力の発

生に必須となる FliG，FliM， FliNに関しては、タンパク質のX線結晶構造解析によって、原子

モデルが明らかになりつつある。それに対して固定子の場合は、 2種類のタンパク質が複合体

を形成しイオンチャネルとして機能していると予測されているものの、未だ構成タンパク質の

結晶化は成功しておらず、今後の研究の進展が待たれる。

2.1.2 W駆動型モーターと Na+駆動型モーター

べん毛モーターは、水中にて機能するため陽イオンを利用している点で、は異ってい

るが、我々が日常使っている電気モーターと同様に、電気的なエネルギーによって駆動する。

イオンがモーターのイオンチャネルを通り、細胞外から細胞内に流れ込む際に得られる自由エ

ネルギーが回転トルクに変換される。また、その自由エネルギーt1Uは、

山 imf=。ト日To'n(枕)} (式2・1)

と規定される。但し、 eは電気素量、 i町fはイオン駆動力、 t1Vは膜電位、平均熱エネルギ~kBT、

[ion ]outは細胞外イオン濃度、 [ionlinは細胞内イオン濃度である。

回転運動を生み出す自由エネルギーを決定する共役イオンが、 wの場合は『駆動型
モーター、 Na+の場合は Na+駆動型モーターと呼ばれている。通常の中性条件付近に棲息する

大腸菌やサルモネラ菌はぜ駆動型モーターをもっており、海に棲む海洋性ピブリオ菌やプロ

トン駆動力を作りにくい高アルカリ強度環境下に棲息する好アルカリ性バクテリアなどはナト

リウム駆動力を利用することが知られている。 w駆動型モーターと Na+駆動型モーターは、共
役イオンは異なっているものの、多くの共通点が見られる。例えば、電子顕微鏡で観察された

回転子の構造や大きさ、構成される遺伝子に高い相向性がある。また、固定子を構成するタン

パク質は、 w駆動型モーターに関しては MotAとMotB、Na+駆動型モーターに関しては PomA
と PomBであり、アミノ酸配列から予測される固定子の三次構造が似ていることは確認され

ている。さらに、分子生物学的手法により作成された w駆動型と Nぷ駆動型の固定子の様々
な混合比率のキメラモーターが機能していることからも、両イオンによる回転メカニズムは共
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通であると考えられる。

2.1.3回転計測の方法(図2-2)

らせん型のべん毛繊維を、染色・固定して光学顕微鏡や電子顕微鏡で観察すると波

形に見えるため、真核生物の鞭毛と同じように波打ち運動の機構で動いていると元々は考えら

れていた。しかし、ベん毛繊維を回転させて運動しても良いとしづ仮説が提唱され、べん毛繊

維が回転しているのか、それとも繊維の形状を変化させているのか議論がまきおこった。この

議論に決着を付けたのは、 1974年に報告されたテザードセル法を用いた回転運動の直接観察

であった[9]。テザード、セル法とは、カバーガラスにべん毛繊維の抗体をコートし、べん毛繊

維を付着させることで、バクテリア本体の回転を観察する手法である。この手法を用いれば、

粘性抵抗の大きなバクテリア本体が回転することになるので、回転速度は数 Hz程度にまで減

少し、通常のビデオ録画で簡単に解析することができるようになる。これまで行われてきたべ

ん毛の回転運動の機能解析は、そのほとんどがテザードセル法を用いて行われたものである。

ベん毛モーターでは 1モーターの運動解析が実に 30年以上も前からスタートしていたことに

なる。

しかしながら、テザードセル法で、は、モーターが繊維を回転させているような低負

荷の条件下での解析が出来ない。 1本のベん毛繊維の静止画像および低速回転は、高輝度の暗

視野法によって観察されていたものの、高速で回転しているモーターの解析には適さなかった。

1990年、工藤らは、これまでの限界を打ち破る画期的な手法となるレーザー暗視野顕微鏡法

を考案し、べん毛繊維 1本の回転運動を直接観察することに成功した[10]。レーザー暗視野顕

微鏡法は、べん毛繊維に細く絞ったレーザーを斜めから照射し、その散乱光のみを記録する方

法であり、高いS/Nを実現する。この方法によって、町駆動型のモーターでは200-300Hz、 Na+

駆動型モーターでは最大 1700Hzもの周波数で高速回転していることが明らかになった。

ATP駆動型モーターの研究では、光学顕微鏡で直接観察することができない生体分

子にμm程度の径を持つプラスチックの球(ビーズ)を目印として付着させ、その動きをナノメ

a 
t.' _ [>一戸〉

b 

図2-2.ベん毛モーターの回転計測方法

a.テザードセル法、 b.レーザー暗視野顕微鏡法、 C.ビーズアッセイ
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一トルの精度で検出するビーズアッセイがよく用いられるのだが、べん毛モーターの回転計測

にも取り入れられている[11]。また、ビーズアッセイは、回転運動を S加の高い信号として検

出できるだけでなく、ビーズのサイズによって粘性抵抗を任意に設定できる点でも非常に優れ

ている。回転モーターの出力特性を評価する際に、発生トルクと回転速度の関係を知ることが

重要であり、我々のグループで、もビーズアッセイを用いて、 Na+駆動型べん毛モーターのトル

ク・スピード関係を計測し、本質的にぽ駆動型と同じ特性を持つことを明らかにしている[12，13]。

2.2ステップの直接観察

べん毛モーターについて、 1モーター解析が始まったのが 1974年で、あったことは紹

介したが、その 2年後の 1976年には、モーターのステップの検出に向けて言及した論文が提

出されている[14]。その当時から、べん毛モーターの回転は、小さなステップ回転の繰り返し

によるものと期待されていた。ところが 30年近く前から議論されているにもかかわらず、こ

れまでべん毛モーターにおいて、 ATP駆動型モーターでは見られるステップ運動は直接観察

されておらず、見かけ上は滑らかな回転しか観察されていない。

2.2.1ステップ計測への戦略

はじめに、べん毛モーターのステップがなぜ検出されてこなかったのか考えたい。

まず、べん毛モーターは高速回転するため、装置の時間分解能の限界で検出されなかったこと

が挙げられる。また、モーターと繊維をつなぐフックは回転方向に対してバネのような作用を

持つので、もし仮にステップ運動をしていても、力学的な負荷がかかることによってダンピン

グが起こり、ステップを検出することは難しいであろう。さらに、 1個のモーターには複数個

の固定子が回転力の発生に関わっているので、発生するトルクが大きくなる上に、出力が複雑

になることが予想される。

これらの問題はお互い密接に関連し合っているのだが、相互作用している固定子の

数を減らし、モーターを低速度で回転させることで解決できると期待される。そこで、我々は

イオン駆動力と固定子の数を制御できる系を構築し、ビーズアッセイにより高い時関空間分解

能で計測を行うことで、ステップの検出を試みることにした。

2.2.2大腸菌で機能するNa+駆動型キメラモーター

w駆動型と Na+駆動型モーターは同様のメカニズムで回転していることが予想出来
ることはすでに述べた。しかし、モーターの機能を計測するとしづ立場からでは、それぞれの

違った特徴が見えてくる(表 2・1)。大腸菌は通常w駆動型モーターを持つのだが、ベん毛モー
ターに限らず多くの研究はモデ、ル生物として大腸菌を用いており、これまでの多くの情報の蓄

積、分子生物学的手法が確立されていることなど試料として最適であることは言うまでもない。
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模式図

p p 
Na+ H+ 

モーター 大腸菌げ駆動型 キメラ Na+駆動型 ビブリオ菌Na+駆動型

細胞本体 大腸菌 大腸菌 ピブリオ菌

情報量多い 情報量多い・分子生物学
メリット 入力エネルギーの操作容易

分子生物学的手法を使える 入力エネルギーの操作容易

情報量が少ない
デメリット 入力エネルギーの操作困難 特になし

分子生物学を使いにくい

表2・1.キメラモーターの特徴のまとめ

模式図中の白は大腸菌、灰色はピプリオ菌由来の構成要素を示している。

しかしながら、水溶液中の『濃度を制御することによる駆動力の調節は、 pHが変化すること

による細胞への悪影響があり、現実的には困難である。それに対して、 Nぶ駆動型モーターで

は外液の Na+濃度の変化でナトリウム駆動力を制御出来ることや、ナトリウムイオンチャネル

への特異的阻害剤が存在することから、入力の制御が容易である。

このジレンマを解決するために、筆者らは大腸菌内で Na+駆動型として機能するキ

メラモーターを採用した。 Na+駆動型の固定子タンパク質 PomAと、 w駆動型の固定子タンパ
ク質 MotBとNa+駆動型の固定子タンパク質 PomBを融合させた PotBは、大腸菌の w駆動型
の回転子と相互作用して Na+駆動型として機能することが明らかにされている[15]。本来大腸

菌が持つ固定子タンパク質 MotAMotBの遺伝子を欠損させ、 Na+，駆動型の固定子 PomAPotBを

薬剤による発現誘導によってその数を制御できるように大腸菌の改変も行った。また、回転方

向の切り替えを制御するタンパク質 CheYおよび細胞本体にビーズが付着することを防ぐため

に細胞外の構造物である Pi1A の遺伝子をゲノムから欠損させた。固定子タンパク質を発現誘

導する薬剤の濃度を低くし、少数の固定子を持つようにバクテリアを培養して、サンプルとし

た。

2.2.3計測系について

モーターの回転運動を観測できるように、大腸菌の sticky-filament(べん毛繊維を構
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生物分子モーターのステップ計測と運動解析

成するタンパク質の一部を欠損させ疎水性を高めたもの)にビーズを付着させ、その重心位置

の動きを2つの異なる手法で、検出した(図2・3)。

1) Back focal plane interferometry (BFP)o BFP計測では、対物レンズに平行に

入射した 1064nmのレーザーが作る集光点(光ピンセットと同じ光学系だがビーズに力が加わ

らない強度で用いる)に検出したいビーズを配置する。直径 500nmの比較的大きなビーズを用

いることで、 ビーズによって前方散乱される光強度を十分に大きくすることができ、

⑭ 
ハロゲンランプ

蛍光計測

tもマ
激怒蛍光 CCDカメラ

図2-3.計測系模式図

a 120 

100 
N 
工

悩
矧
lJi1 
回

BFP実験

5mM 
Na 

命;'1

50 100 

時間 (5)

b 60 

主40ト・
制|
姻 l

E20| 

OL 
O 

図2-4.低速回転条件の設定
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a. BFP実験の溶液交換時の速度変化。黒矢印間での Na濃度は O.lmMである。 b.蛍光実験時の光ダメ

ージによる回転速度変化。 BFP実験、蛍光実験ともに白矢印で見られる速度の2倍変化は固定子の数が

lから 2への変化であると解釈される。
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サレンズの後焦点面では参照光とビーズによる散乱光との間で明瞭な干渉模様を形成すること

ができる。この像を4分割フォトダイオードに結像させることによってビーズの重心位置をナ

ノメートルの精度で、検出で、きるようになる。 BFP計測では、低い Na+濃度に溶液交換すること

で、ナトリウム駆動力を下げて低速回転を作り出した。図 2-4aは、溶液交換したときの典型

的な速度変化を示しており、低濃度(O.1mM)条件下で、は約 1Hzの回転速度で、あった。

2)蛍光ビーズ法。水銀ランプを光源として、蛍光ビーズの落射蛍光像を高速度カ

メラで観測する。バクテリア本体から発せられる蛍光はほとんど無いので、直径 200nmの小

さなビーズを用いて線形性の良いデータを得ることができる。CCDカメラで撮影した 16x16ピ

クセルの画像を 2.4kHzもの高速度で読み出し、 1枚の画像ごとに蛍光像の強度分布に対して

2次元ガウシアンでフィッティングを行い、ビーズの重心位置を 5nmの精度で決定すること

が出来た。蛍光ビーズ計測では光による積算的なダメージによってナトリウム駆動力を下げて

低速回転を作り出した。図 2-4bは蛍光実験での 200nmビーズの典型的な速度変化を示してい

る。滑らかな速度の減少は光ダメージが誘導する膜電位の減少のせいであると考えられ、離散

的な速度の変化(泊set)は可逆的な固定子ユニットの不活性化の結果であると考えられる。

2.2.4ステップ回転の解析

BFPおよび蛍光ビーズの計測方法ともに、ビーズの重心位置を示す XYシグナルを

プロットすると、低速度領域ではどの角度も平均的に滞在しているわけではなく、長く滞在し

ている角度が見られた(図 2・5a，inset)。そこで、 XYプロットを回転楕円軌道とモデル化して重

心位置の角度の時間変化を計算した。図 2・5aは 500nmビーズと 200nm蛍光ビーズの低速度回

転時の角度と時間のグラフを示しており 図 2・5b.cは図 2・5aのトレースの一部を拡大して示

している。これらのトレースを見ると、明らかに滑らかに回転しているわけではなく、約 14
0

のステップ状の回転が見て取れる。ビーズの回転半径は約 100nmであるので、我々の検出装

置による角度分解能は、位置分解能が 5nmである蛍光ビーズ法でも少なくとも 30はあり、優

位な角度変化と考えられる。また、時折逆方向へのステップ(グラフでは、マイナス方向への

ステップ)が見られ、その出現頻度は回転速度に依存し、低速度ほど高いようで、あった。これ

らのステップの大きさに、規則性があるかを確認するために、ステップ状の変位が確認された

全ての変位トレースから、ステップの大きさを求めた。図 2・5dは、ステップの大きさのヒス

トグラムであり、 13.7。の基本単位があることが確認された。つまり、べん毛モーターは、平

均 26回ステップすることで 1回転することになる。ここでは示していないが、ステップの大

きさに回転速度による差異は認められなかった。
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図 2-5.低速回転時のステップ回転 a・C.低速回転時の角度.時間のトレース、灰色は BFP実験、黒色は

蛍光実験のデータを示している。 d.ステップサイズのヒスグラムとガウシアンの重ね合わせによるフイ

ッティング。ピークの値はl3.7。で、あった。

2.2.5ステップ回転に対する考察

モーターの回転が、連続的なステップ状の回転によるものか、それとも本質的に滑

らかなのかという聞いは、回転メカニズムに大きく関係する。我々のキメラモーターを用いた

回転計測によると、 l回転当たり平均 26ステップを連続的に行うことで回転していることが

明らかとなった。この値は、回転子のトルク発生に最も重要なタンパク質と考えられているFliG

が作るリングの対称性と一致した(図 2・1参照)0ATP駆動型分子モーターと同様に、モーター

が沿って動くトラックの周期性の離散的な特性を反映していると考えられる。

これまでべん毛モーターのエネルギー入出力関係は、イオン 1個の流入により発生

する回転角度をもとにして議論されてきた。従来までの研究により、イオン駆動力が 6kBT/ion

ci巧作150mV)の条件下では固定子1ユニットあたり平均約 70kBT /radのトルクを発生させて

いることが明らかにされている。よって単一イオンが引き起こすステップの最大角度は、エネ

ルギー保存則より、

ステップ角度(rad)= (単一イオンが持つ自由エネルギー)/(発生トルク)

ロ O.0857rad

であるから、約 50 と見積もられる。それに対して、筆者らが回転運動から実測した素過程は

13.7。であったので、少なくとも単一イオンの流入が、 1ステップの角度変化を引き起こすよ
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うな入出力応答ではなさそうである。

自然界に存在するバクテリアの場合は、周囲の状況に応じてべん毛の回転方向を変

化させている。この回転方向を切り替える制御タンパク質が CheYである。今回、我々が用い

たバクテリアは CheYをコードする遺伝子を欠損させているので、通常の条件では決して逆方

向に回転することはなく、今回の条件でも回転方向の切り替えは起こっていないと考えられる。

それにもかかわらず、しばしば逆方向へのステップが観察されたことは注目に値する。これは、

回転運動を作り出すポテンシャルエネルギーは順方向のステップを生むだけでなく、逆方向の

ステップを生み出す性質をもつことを示すものである。今回、回転運動から素過程を検出する

べくモーターを低速度で、回転させる条件で、実験を行ったため、回転運動を発生させるエネルギ

ーポテンシャル差が小さいこと予想される。そのため、逆ステップの出現確率が上昇し、明瞭

に捉えられたのであろう。このように、ステップが生み出される方向には本質的に確率性が関

与している可能性が高く、運動を平均化しない素過程を観察することで初めて明らかになった

事実である。

最後に、逆方向のステップの頻度から見積もられる回転運動に必要な自由エネルギ

ーを考察する。ステップを駆動する自由エネルギー.1Gは、両方向性のステップを生み出すプ

ロセスとは関係なく、

逆方向の出現確率/順方向の出現確率=exp(-.1 G/kBη 

として与えられる。我々の実験条件では、 .1Gは回転速度に依存して、 0-3kBTで、あった。この

値と回転計測している細胞のナトリウム駆動力を比較すれば、ステップに関与するイオンの数

を見積もることは可能である。イオン駆動力を決定する膜電位と細胞内部のイオン濃度は、蛍

光試薬を用いての計測が実現可能であろう。また、生体膜上にあるイオンチャネルの研究で、用

いられるパッチクランプなどを応用して、直接的にイオン流を検出する技術の開発ができれば、

よりダイレクトに入力を計測できる。本研究で、素過程の出力の検出が可能であることは明ら

かになったので、今後は実際に回転計測しているモーターに対する入力を検出する技術を開発

し、入出力応答を決定することが重要である。

2.3まとめ

今回検出した回転ステップ運動は、イオンの流れによって駆動する分子モーターに

おいて構造と機能の相関を示した初めてのデータであることを強調したい。イオン駆動型モー

ターにおいても ATP駆動型分子モーターと同様に 1分子レベルで、の素過程を議論出来る段階

になったと言えよう。バクテリアベん毛モーターは ATP駆動型モーターのように顕微鏡下で

再構成できておらず、回転運動の計測に際しては、条件の設定など難しい点は多い。しかしな

がら、イオン濃度を変えることで、入力エネルギーを広範囲にわたって任意に設定できることか

ら、エネルギー変換に関わる多くの情報を我々に与えてくれるに違いない。
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3.キネシンモーターのステップ計測と運動解析

前章で紹介したべん毛モーターとは異なり、キネシンはタンパク質フィラメントで

ある微小管に沿って運動するリニア型の分子モーターである。キネシンのステップ状変位が検

出されたのは、今から 10年以上前のことになるのだが、従来の装置の分解能ではステップ検

出を行える実験条件に制限があり、これまでステップ状変位をもとにした運動解析はほとんど

行われてこなかった。筆者らは、暗視野照明型のナノメートル計測装置を開発することで、キ

ネシンのステップ状変位を広範な条件下で検出することを可能にした。第3章では、ステップ

状変位をもとにした運動解析から明らかになった、キネシンの運動特性について紹介したい。

3. 1リニア・モーター型分子機械:キネシン

3. 1. 1細胞内物質輸送とキネシンの発見

神経細胞は、核のある細胞体と、そこから伸びた多数の樹状突起と、 1本の軸索か

ら構成されている (Fig.3.1)。細胞体の大きさが数十マイクロメートル程度で、あるのに対して、

軸索は長いもので、 10cmから 1mにも達することがあり、細胞の形状は極めて特徴的なもの

となっている。神経細胞の主な役割は、外部からの情報を樹状突起で受け取り、細胞体で統合

し、軸索を介して標的細胞へと伝達することにある。情報の出力に際して、長い軸索内を電気

的インパルスが伝搬し、その末端に到着するとシナプスから神経伝達物質が放出され隣の細胞

へと情報を伝える。このような活動がすみやか

に完遂されるためには、あらかじめ、必要とな

る物質が軸索の先端部分にまで供給されておか

ねばならない。ところが、蛋白質をはじめとす

る多くの重要な分子は、軸索内ではなく、遠く

離れた細胞体で合成されているのである。細胞

体から軸索末端へと膜小器官を 1m輸送するの

に、単なる拡散運動だけでは8年かかるとする

試算もあり、軸索内には能動的に物質を輸送す

る仕掛けがあると昔から考えられてきた。

実際に、軸索内の物質輸送を光学顕

微鏡下で観測できるようになったのは 1980年

代のことである。米国の Allenらは、ビデオカ

メラで捉えた微分干渉顕微像に対して、コント

ラストを増強する手法を開発し、軸索中で小胞

が滑走する様子を観測することに成功した
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[1]。ちょうどその頃、軸索内にはタンパク質フィラメントである微小管 (microtubule)が多量

に含まれていることが明らかになってきたので、微小管と相互作用するタンパク質が軸索内の

輸送現象の担い手になっているのではなし、かと考えられるようになった。 1985年、米国のVale

らは、微小管のプラス端方向に滑り運動を発生する ATP駆動型分子モーターの同定に初めて

成功し、ギリシヤ語の kinein(=動く)にちなんで、キネシン (kinesin)と名付けた[16，17]。

微小管のプラス端は、軸索の末端方向に向けて並んでいるので、タンパク質などが詰め込まれ

た小胞をキネシンがせおいこめば、細胞体から軸索の末端に向けて輸送できることになる(図

3.1)。例えるならば、微小管を都市と都市を結ぶ高速道路とすると、キネシン分子は運送トラ

ックということになる。今日では、ゲノム解析により、 45種類ものキネシン型タンパク質が

ヒトの遺伝子にコードされていることが判明しているが、本稿では、一番初めに同定された従

来型のキネシン (kinesin・1)の運動計測と動作メカニズムに関して解説していくことにする。

3.1.2キネシンと 1分子計測

キネシンは全体として双頭構造をとるヘテロダイマーであり、分子量約 11万5千

の重鎖と 6万5千の軽鎖2個ずっから構成されている[18]。各重鎖の N 末端には約 340のアミ

ノ酸からなる球状部位があり、「モータードメインJと呼ばれている。モータードメインには、

ATPの加水分解反応を触媒する酵素活性と微小管への結合能があるため、運動を発生する中

枢部分といってよい。ヒトが二本の足を交互に動かしながら歩行するように、これら 2つのモ

ータードメインを交互に微小管と結合・解離させることで、キネシンは微小管に沿って滑り運

動を発生させていると考えられている (hand-over-handモデ、ノレ)[19]0 

キネシンは、 1分子でも微小管から解離することなく、連続して ATPの加水分解反

応を行うことで、長距離 (-1μm)にわたって滑り運動を持続させるという特徴があり、プロ

セッシブ性(逐次前進性)と呼ばれている。 1990年、米国の Blockらは、このプロセッシブ

性を活かした 1分子計測の実験系を構築する。あらかじめ、キネシンに動きの目印となるビー

ズを取り付けておき、キネシンが、ガラス表面に吸着している微小管に結合し、滑り運動を発

生する様子を観測することに成功した[20]0その3年後、 Block研の Svobodaらは、光ピンセ

ット (Box3.1)で捕捉されたビーズの干渉像をナノメートルの精度で計測で、きる装置を開発

し、キネシンが 8nmを単位とするステップ状の変位を繰り返しながら微小管を移動する様子

を捉えることに成功した[21]。このステップサイズは、レールとなる微小管の構成単位である

チューブリンダイマーの長さと一致したので、キネシンの運動単位は、微小管の構造によって

決められていることが明らかになった。

しかしながら、これまで検出されてきたキネシンのステップ状変位は、キネシンの

歩みが遅くなるような条件下で検出されたものばかりである。従来の装置の分解能が不十分な

こともあり、キネシンが最高速度で滑り運動を行えるような生理的条件に近い環境では、ステ
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ップ状の変位は観測されていなし、[21，22]。それゆえ、これまで行われてきたキネシンの運動解

析では、ステップ状の変位が検出されていない変位トレースから滑り速度をもとめ、その変化

を調べる研究が主流となっていた。それに対して、筆者らは、ステップ状変位をもとにしたキ

ネシンの運動解析を行うことにした。キネシンの運動特性を詳細に調べるためには、運動の素

過程をもとにした解析がより正確であると考えられたからである。まずはじめに筆者らは、キ

ネシンが最高速度で滑り運動をおこなえるような生理的条件下でも、ステップ状変位を検出で

きるように、ナノメートル計測装置の分解能を向上させることから着手した。

3.2キネシン 1分子の高時間分解能ナノメートル計測

3.2.1暗視野照明型ナノメートル計測法の開発

従来までのナノメートル計測では、 10nm程度の大きさしかないモータードメインに

対して極めて大きなビーズ(直径 1μm程度のポリスチレン球)を目印として用いることが多

かった(本文のフォントの大きさが 10nm とすると、冊子の縦方向の長さが l~m 程度となる)。

大きなビーズを用いると、光学顕微鏡下で、その像をはっきりと観察できるし、光ダイオード上

に投影すれば、光信号としても弱くはない。しかしながら、大きなビーズは可視化が容易な反

面、水溶液中の粘性抵抗が大きく、時間応答能の制約を受けるという問題点があった。そこで、

筆者らは、ナノメートル計測の時間分解能を向上させるため、小さなビーズ(直径 200nm)

を用いた新しい装置の開発に取り組んだ。開発当初、明視野型や微分干渉型などの結像系を試

みたものの、小さなビーズから鮮明な像を得ることはできなかった。そこで、バクテリアのべ

ん毛モーターの高速回転運動の検出に利用されていた斜光暗視野照明法を導入したところ[10]、

小さなビーズから明瞭で十分な光強度をもっ暗視野像をとりだす事に成功した。

Box 3.1光ピンセット

光ピンセットとは、レンズで光を回折限界にまで集光させることで、光の放射圧

を利用して溶液中の微粒子などを捕捉する光技術である[23，24]。この光学系を顕微鏡に導入

することで、研究対象となる微小物体を顕微鏡で観察しながら、非接触・非侵襲で捕捉し、

三次元的に自由に動かすことができるようになる。また、光を遮断するだけで、任意の場所

で捕捉物を手放すことができる。この「光の手Jは、マイクロメートルスケールの物体の物

性評価や細胞の顕微操作などにも利用される便利なツールである[24，25]。光ピンセットで捕

捉されたビーズは、(その変位量が一定範囲内であれば)捕捉中心からの距離に比例した復

元力をうけることになる(フックの法則)。この超高感度の「パネばかりJを利用すれば、

ビーズにかかる力をサプ、ピコニュートンの分解能で測定できるようになる。
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図3.2aに、暗視野照明型ナノメートル計測装置を用いたキネシン1分子の力学計測

の模式図を示す[26，27]。あらかじめ、キネシンと直径 200runの蛍光ビーズ(ポリスチレン製

ラテックス球)を 1 1程度のモル比で、混合し キネシン1分子をビーズ表面に非特異的に吸

着させておく。 2枚のカバーガラスを組み合わせた「チャンパーj内で、このキネシンービー

ズ溶液や、蛍光修飾した微小管、 ATPなどを含むサンプル溶液の調整を行い、顕微鏡に取り

a 

b 

ビーズの暗視野像

四分割光ダイオード

石英プリズムω り().............. 町

4 て才 綾眼以

凹レンズ 凸レンズミラメ一明Qー・寸一-u
光学フィルター 高感度カメラ

図 3.2暗視野照明型ナノメートル計測装置.aキネシンの 1分子ナノメートノレ計測の概略図。 b顕微鏡

の概略図。近赤外レーザー光は光ピンセット、赤レーザーは斜光暗視野照明、緑レーザーはビーズと微

小管にラベルされている蛍光色素の励起に用いる。
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付ける。溶液中にあるキネシンービーズを落射蛍光像を頼りに探し、光ピンセットで捕捉し、

カバーガラス上にしっかりと吸着している微小管まで移動させる。ビーズ表面にあるキネシン

が微小管に結合レ滑り運動をはじめれば、顕微鏡下で滑り運動系を再構成できたことになる(図

3.1と比較されたし)。ビーズを集光したレーザー光で斜めから照明し、その散乱光を開口数の

小さな対物レンズを用いて集め、 1000倍に拡大し、暗視野像として四分割光ダイオードの中

心に投影する(図 3.2b)。つまり、ビーズの暗視野像の動きを、各ダイオードに入射する光強

度の変化として測定するのである。

光学顕微鏡の分解能は、 0.61νN.A.(λ:光の波長、 N.A.:対物レンズの開口数)で

あり、おおよそ数百ナノメートル程度となる。しかしながら、このアッベの壁と呼ばれる理論

的な制限は、隣接する 2つの像を分離して検出する際の定義であり、 1つの像の重心位置を計

測する場合はこの制約はうけなくなる。本研究のように、分割型の光ダイオードを用いた測定

系では、分解能を決める要素は、 1)光ダイオードに入射する光強度の大きさと、 2)ビーズ

の像のコントラストである。従来から用いられてきた干渉型や明視野型の照明系を用いると、

ビーズによる回折光と直接光 (0次の回折光)が光ダイオード上で結像することになる。この

ような光学系では、光ダイオードには大きな強度を持つ光信号が入射するものの、実はそのほ

どんどは、直接光に由来する光成分となってしまう。つまり、ビーズ'の位置を測定するにあた

り、光信号のS/Nが低くなる検出系といえよう。それに対して、本研究の場合は、ビーズの

散乱光は肉眼で観察できるほど強度が高く、かつ、直接光を排除して、ビーズの暗視野像のみ

を光ダイオード上に結像させているので、極めて検出感度の高い測定系となっている。

3.2.2キネシンのステップ状変位の検出

筆者らが開発した暗視野照明型のナノメートル計測装置を用いて、キネシン 1分子

の運動計測を行った。図 3.3aに、 lmMATP存在下で検出されたキネシンの変位トレースを示

す。キネシンが 8nmステップを繰り返しながら(図中の矢印)、運動してし、く様子がはっきり

とみてとれる。キネシンのステップ状変位を生理条件に近い状況(高濃度の ATP存在下で、

かっ、ほぼ無負荷の力領域)から検出できたのは、これが初めてである[27，28]。先でもふれた

が、これまで検出されてきたキネシンのステップ状変位は、キネシンの歩みが遅くなるような

条件下で検出されたものばかりで、あった[20]0また、 8nmステップ聞の変位トレース (100阻 z

のサンプリングレイトで記録された生波形)において、ビーズの熱揺らぎをスベクトル解析し

たところ、最高で 15~s の時間応答能があることが確認できた。これは、分子モーターの変位

計測としては、世界最高の時間分解能である。

キネシンの変位トレースを構成するステップの大多数は、前方方向(微小管の+端

方向)に発生していた。ところが、図 3.3bに示すように、力の大きな領域 (>5pN)に限定す

れば、前方方向とは逆向きにステップ (Backstep)したり、キネシンが微小管から解離する(ビ
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C，キネシンのステッで記録した変位トレースを 500Hzのローパスフィルターを通して表示しである。

ステップの前後の位置の差からステップサイズを直接求めた。
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ーズは光ピンセットの捕捉中心に戻る)現象 (Detachment)が頻繁に生じているのである。前

方方向へのステップと同様に Backstepの大きさもほぼ 8nmであり、微小管の構造を反映した

値を示していた(図 3.3)。しかしながら、従来までの研究では、 Backstepは出現頻度の少な

い“誤作動"として扱われることが多く、詳細な運動解析は行われてこなかった。その結果、

「キネシンは ATPを加水分解した後、必ず前にステップするJという運動モデ、ルが提案され

るに至っている。筆者らは、これまで見過ごされれきた後ろ方向へのステップに着目し、ステ

ップの方向性を考慮した運動解析を行うことにした。キネシンが後ろ向きに生み出すステップ

は本当に誤作動なのであろうか?次節で、検証を行っていく。

3.3キネシンの運動解析と確率的な

ステップ生成メカニズム

3.3.1キネシンの前進運動と後退運動

キネシンの変位トレースは、

1) (前進方向への)8nmステップ、 2)

後退方向へのステップ (backstep)、3)

微小管からの解離 (detac加lent)の3種

類の変位様式から構成されていた。そこ

で、変位トレース全般にわたって、これ

らのステップ状変位が明瞭に検出されて

いるデータのみを選び出し、ステップの

種類、力の大きさ(負荷)、ステップか

ら次のステップまで、の時間間隔について

調べた。 [28・30]

図 3.4aは、 lmMATP条件下

で計測した変位トレースから 3種類のス

テップ状変位の出現頻度を lpN毎に数

えて、それぞれの割合をプロットしたも

のである。前方方向への 8nmステップ

の出現確率は、 4pN以下の力領域ではほ

ぼ 100%近いのに対して、それ以上の力

領域では、力の増加と共に減少すること

が明らかになった。それに対して、 back

stepとdetachmentは、力の増加と共に出

現確率が増加した。両者の負荷依存性に
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a-b. 8 nmステップ (0，・)、 backstep (マ，
T)、detachment(口，・)の出現確率。
C.前進運動と後退運動の比 lmM(0) and 
10μM(・)ATP. 
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は類似性が見られたので、後退運動として足しあわせプロット(点線)したところ、前進運動

(8nmステップ)と後退運動の出現確率は 7"-'8pNの負荷領域で一致した。これは、キネシ

ン1分子が発生できる最大力となる力領域である。低い ATP濃度 (10μM)の変位トレースか

らも同様の結果が得られたので(図 3.4b)、ATPの結合反応と運動の方向性の決定とは異なる

プロセスで行われていると考えられる。運動の方向性を決めるプロセスを調べるため、前進運

動と後退運動の出現確率の比を計算したところ、その値は負荷の増加共に指数関数的に減少す

ることが明らかになった(図3.4c)。この運動方向の負荷依存性については、次節で紹介する。

キネシンの変位トレースをもとにして、ステップから次のステップまでの時間間隔

(Dwell time)を計測し、あと側のステップの種類により 3つに分類した。例えば、図 3.3bに

おいて、(1)の Dwelltimeは 8nmステップが生じるまでの時間間隔、 (2)は backstepまでの時

間間隔である。図 3.5aは、キネシンが前にステップするまで、の時間間隔について、力の領域

毎に平均値を求めプロットしたものである。大きな力の領域や(高負荷)、 ATP濃度が低い場

合に、ステップまでの時間が長くなることが見てとれる。前者は、キネシンがうしろに引っ張

られることで前に進みにくくなることを意味し、後者は、 ATP分子が結合するまでの時間が

長くなることに起因すると解釈できる。同

様にして、 backstepまでの時間間隔と

detachmentまでの時間間隔を解析したとこ

西山雅祥、曽和義幸、石島秋彦
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ろ、前進運動の場合と同じような負荷依存

性、 ATP濃度依存性をもつことが明らか

になった(図 3.5b)。実は、この興味深い

結果は、キネシンは後ろに戻る時も、前に

進む時と同様の化学反応過程をたどること

を意味している。言い換えると、「キネシ

ンは ATPの加水分解反応を行っても、必

ずしも前に進むわけではない(後ろに戻っ

ても良い)J ということになる。

3.3.2キネシンの両方向性運動の解析

筆者らは、両方向性の運動に関

する一連の実験結果を説明するために、

「キネシンは ATPを加水分解した後に、

前か後のどちらかに運動するJという確率

的な要素を含む運動モデルを考案した(図

3.6a) [28，29]0このモテ、ルの最大の特徴は、
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キネシンの前進運動と後退運動は、同一状態から競合的に発生するため、化学反応経路は途中

で分岐する点にある。これは、キネシンは毎回同じ方向に運動できるように、あらかじめ決め

られているのではなく、確率的に決定されることを意味している。なお、 backstepとdetachment

の負荷特性は似ていたので(図 3.4ab、図 3.5b)、後退運動としてひとつにまとめである。また、

3状態モデ、ルを用いているのは、 lmMATP条件下の dwelltimeの負荷依存性から、負荷に依

存して長くなる成分と依存しない成分の 2成分が存在しており、 ATP濃度を減らすと ATPが

結合するまでの時間が3成分目として新たに加わるからである。この3つの状態数は、キネシ

ンのモータードメインに結合しているヌクレオチドの結合状態(ヌクレオチドなし、 ATP結

合状態、 ADP結合状態)の数とも一致するものである。また、 ADP結合状態を分岐点にした

のは、キネシンのモータードメインと微小管との結合力が弱くなるので、運動を生み出す際に

重要な働きをしていると考えられるからである。

はじめに、このキネシンの運動モデルにおいて、最も重要となる分岐点でのキネテ

イクスを考える。 [K.D]状態にあるキネシンが前に進むまでの反応速度を k3f、後ろに戻るまで

の反応速度を仰とおく。これら2つの反応速度のもつ意味をはっきりさせるためには、

，、 b
kH =(kH +k-u.)x~ムー (3.1 ) 
JJ ¥ JJ  JV  I k3f + k3b 

1，_ . 1_ ¥.. k k7.J.. = (kH + k-u. ) x一一」ー (3.2)
¥ JJ  JV  I k3f + k3b 

と書くと良い。右辺の第一項は、[K.D]状態の消滅速度であり、運動の方向に依存せず同じ値

をとる。それに対して、第二項は、前進運動(後退運動)が生成する確率を示す。力が大きく

なると、 Dwelltimeは長くなり、前進運動と後退運動の出現比率は変化するのだから、 k3fとk3b

は力の大きさに依存する反応速度と考えられる。

ここで、ArrheniuslEyringのキネティクスを用いて、 k3fとk3bの負荷依存性について、

障壁のあるポテンシャルの活性化エネルギーに関連づけて考えることにする(図 3.6b)。横軸

を微小管に沿った方向の反応座標、縦軸に前進運動と後退運動の活性化エネルギーとすると、

キネシンの両方向性運動を非対称な自由エネルギー曲面に束縛された粒子の運動として考える

ことができる。 ATPの加水分解反応が伴わなければ、キネシンは滑り運動を発生できないの

で、この自由エネルギー曲面は、 ATPの化学エネルギーにより形成されたと考えてよさそう

である。このポテンシャル内に束縛された粒子は熱揺らぎによりランダムに駆動するのだが、

障壁の高さには差があるので、低いほうに運動しやすくなる。これらの障壁の高さを今+-Fdf、

Eb+Fdbとする。但し、 tむと Ebは無負荷で、の活性化エネルギーで、あり、 dfとのは負荷の感受性

を表すパラメーターであり、距離の次元を持つ。ポテンシャル面上で、の粒子の運動に関して、

ボ、ルツマン分布を仮定すると、障壁を越える反応速度は、
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(3.3) 

(3.4) 

後、前か後ろのどちらかに一つ進む。

k3fベーめ;yl
k3b oc ex十 Eb;Fd~l

ここで、 bはボルツマン定数、 Tは実験時の温度 (298K) 

分岐点での反応速度 k3fとk3bとその負荷依存性を表す号と Eb、dfとdbに加えて、実験結果(図

3.4c、図 3.5a)に対するデータフィットから求めた (Box3.2)。図 3.5aの実験結果には、反応

である。以上のような、となる。

この解析から求まるが、両方向性運動とし1う観点からは速度 kJとんも反映されているので、

重要性が低いので、本稿では特に議論しない。

図 3.7は、反応速度 k3fと k3bの負荷に対してプロットしたグラフである。まず幅広

い負荷領域にわたって、 k3fは k3bよりも大きな値をとることで、キネシンの一方向性の運動が

説明される。直感的に考えるならば、キネシンを後ろに引く力が強くなると、前に進みにくく

(k3fは減少)、後ろに戻りやすくなる (k3bは増加)と予想される。得られた結果では、 k3f

は負荷の増加に従って指数関数的な減少を示したのに対して、 k3bは負荷に対する依存性がみ

なり

られなかった。

この k3fとk3bに見られる負荷依存性について、非対称ポテンシャル(図 3.6b)を用

つ山
1
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図 3.7前進運動と後退運動の反応速度.前進運動の反応速度が負荷の増加とともに指数関数的に減少す

るのに対して、後退運動の反応速度には負荷依存性がない。ファインマンの熱ラチェットモデ、ルと現象

論的には同じである。

いて、キネシンの運動特性との対応について説明する。負荷がゼロの時は、前方の障壁が後方

に対して 5.4kBT低いので(図 3.6bの灰色の曲線)、粒子は、ほぼ 100%に近い確率で前に運動

することになる(後ろに戻る確率は~0.5%) 。これは無負荷でキネシンが実質的に前向きにし

かステップしないことに対応する。次に、負荷が加わった場合を考えると、前方の障壁のみが

高くなり(斗戸3.0nm， db=O.1 nm)。前後の障壁のエネルギー差は縮まることになる(図 3.6bの

黒色の曲線)。すると粒子はポテンシャル内に束縛される時聞が長くなるだけでなく、後ろの

障壁を越える確率も大きくなる。これは、高負荷時において、キネシンの Dwelltimeが長くな

り、 backstepや detachmentの頻度が高くなることに対応する。やがて、負荷が 7.4pNに達す

ると、前方の障壁が後方の障壁の高さに一致するので、どちらの障壁を越える頻度も等しくな

り、粒子の運動から方向性は消えてしまう。言い換えると、運動の方向性がなくなる力を、キ

ネシン1分子が発生できる最大力として定義できることになる。

以上の考察から、キネシンの運動特性は、非対称ポテンシャルの前方の障壁を高く

するだけで説明されることが示された。しかしながら、このモデルには、負荷をかけても、後

ろの障壁の高さが変化しないという必然性はどこにもない。それならば、非対称ポテンシャル

に障壁の高さが負荷に依存しないような仕掛けを組み込んではどうだろうか?これまでは、ポ

テンシヤルに束縛されている粒子が障壁を越える速度をその高さで議論してきただけである。

それに対して、キネシンや微小管はタンパク質であり、そのかたちには異方性があるので、粒

子やポテンシャルの形状に異方性をもうけてもよさそうである。次節では、大沢らが筋収縮の

力学特性を説明する際に用いたファインマンの熱ラチェットを用いて、運動解析を行ってし、く。
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Box 3.2データ解析の方法[28，30]

キネシンの前進運動と後退運動の比は、分岐点における反応速度 k3fと k3bの比

に等しいので、

た=いP(一号)

い~￥)

(3.5) 

(3.6) 

と記述できる。ここで、 dはφのである。図 3.4cのプロットに対して、数式(3.5)

をフィットしたところ、 Ro=221、d=2.9nmという結果が得られた。

ATP濃度が十分に高く、キネシンにATPが結合する速度が十分に大きい場合は、

観測されるステップ聞の時間間隔τは、 ATPが結合してからキネシンがステップす

るまでの時間τωに等しいと考えられる。 lmMATPのステップの時間間隔(図 3.5a)

に対して、次式をフィッ卜すればよい。一+τ3.{(合)川T+(中}-FI似 )Ik.Tr (3.7) 
で与えられる。ここで、 τ2は 1/k2、巧は無負荷時の 1/(k3r-k3b)~こ等しい。それに対し

て、 ATP濃度が低く、 ATPの結合反応が律速となる場合はC10flMATP)、τ>τωと

なるので、次式を併用して補正する必要がある。

τ= '"C
Mf  
.11+三ι (3.8)

山'~ [ATP]) 

但し、 Kmは Michaelis定数 (=27μ，M)である。図 3.5aのプロットにフィッ卜すれば

よい。その結果、 τ2=7.0ms、巧=1.3ms、dr3.Onm、db=O.1nmが求まった。数式(3.6)

より、無負荷時における前後の障壁のエネルギー差は、 Eb・Ef=5.4kBTとなる。

3.3.3ファインマンの熱ラチエツトを用いた運動解析

ファインマンは、 1963年の講義で熱力学の第二法則を説明するために思考実験をお

こなった[31]。その際に考案したのが熱ラチェット模型である。この模型を用いると、非対称

な形をした爪と歯止めに「温度差Jをもうけることで、方向性のない乱雑な熱運動から仕事を

とりだすことができる。近年では非対称ポテンシャルなどを用いて 熱揺らぎから一方向性の

運動を生み出す仕掛けが提案されているが[32]、ファインマンの熱ラチェットはその先駆けと

なった模型である。 1990年、大沢らは、このファインマン型の模型を用いて、筋肉の収縮過

程における力学特性の説明を試みている[33，34]。詳細はさておき、分子モーターの研究から

みて、ファインマン型の熱ラチェットの一番の特徴は、マクロにみると一方向性の滑り運動が
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発生していても、その素過程では、前に行ったり、後ろに戻ったりしており、運動方向が定ま

っていない点にある。つまり、運動の素過程を生み出す反応プロセスには、本質的に確率性が

含まれている。この点は、キネシンの滑り運動において、ステップの方向が確率的に決められ

ているという結果と同じである。ここでは、ファインマン型の熱ラチェットモデルを用いて、

キネシンが前に動く反応速度 (k3j)と後ろに戻る反応速度 (k3b)の解析を行っていく。

図 3.6cにファインマン型の熱ラチェットの模式図を示す。ラチェットはキネシン、

歯止めの列は微小管に対応しており、ラチェットの 1コマあたりの変位量が、キネシンのステ

ップサイズ(微小管の周期構造)に相当すると考えている。ラチェットは水平方向、歯止めは

垂直方向にのみ揺らぐことが可能で、ラチェットの円形斜面が歯止めの斜面に面している。ま

た、ラチェットの温度をみ歯止めの温度を実験時の温度 T(=298K) とする。ラチェットが

前方向に 1コマ進むためには、その円形斜面で歯止めを押し下げる仕事 E と、負荷 Fに抗し

て距離 L進むための住事を行う必要がある。そのために必要なエネルギーは、温度 1jの熱浴

から借りなければならない。それに対して、後ろ方向に進むためには、構造上の制約によりラ

チェットは歯止めを押し下げることができないので、温度 Tの熱浴からエネルギーを借りて

歯止めを引っ込める必要がある。従って、ラチェットが前向き、または、後ろ向きに動く確率

(反応速度)はボルツマン分布にしたがい、それぞれ
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(3.9) 

(3.10) 

に比例する。キネシンの運動解析から得られた k3jとk3bは、ファインマンの熱ラチェットと同

様の負荷依存性を示しているので(図 3.7)、数式 (3.9) と(3.10)のカーブフィットを行い、

号と Eを求めることができる。その結果、爪の温度は Tr2.8T(-830K)で、障壁の高さはE=8.4kBT

に対応することが明らかになった[28-30]0 これは、ファインマンの熱ラチェットに対応する現

象が、生体分子のダイナミクスから実験的に見いだされた世界で初めての事例であると恩われ

る。

ここでは、キネシンの運動特性とファインマンの熱ラチェットの関係について議論

してみたい。数式 (3.9)(3.10)を一次元非対称ポテンシャル(図 3.6b)から得られた数式 (3.3)

(3.4)と比較してみる。第一に、負荷が反応速度に与える影響を考えてみる。非対称ポテン

シャルでは、負荷に対する感受性を示すパラメーターを用いたが、 dr=3.0nmとdb=O.lnmとな
る必然性は不明で、あった。それに対して、ファインマンの熱ラチェットでは、負荷の影響が明

瞭に示されている。ラチェットが前に動く反応速度には、負荷 Fに対する感受性パラメータ

ーとして距離 Lを用いることで、ラチェットが力に対して行う仕事が FLとして明瞭に組み込

まれている。また、ラチェットが後ろに動く反応速度には、ラチェットと歯止めの形状を利用
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して力の影響をのぞいている。注目すべきは、ラチェットが前に動く場合と後ろに動く場合を、

それぞれ、ラチェットの熱揺らぎと、歯止めの揺らぎに分離している点である。キネシンには

モータードメインが2つあることを思い起こすと、 2つのモータードメインがそれぞれ微小管

と相互作用することで、ラチェットと歯止めの役割を果たしている可能性も考えられる。

第二に、反応速度に違いを生み出す要因を考えたい。非対称ポテンシャルの場合で、

は、Arrhenius/Eyring型の反応速度論に基づき、分母の温度は実験時の温度で固定しておき、

障壁の高さで反応速度(確率)の大小関係を議論することになる。それに対して、ファインマ

ン型の熱ラチェットでは、分母の「温度jの違いで、反応速度の大小関係を議論することになる。

ところが、ラチェットと歯止めにち;=2.8Tに相当する「温度差」をどのようにして保持させる

かが問題となる。溶液中にある溶質分子は通常、ヒ。コ秒の時間領域で、振動エネルギーを散逸さ

せてしまうため、タンパク質がミリ秒~秒のオーダーにわたり、振動エネルギーの形で「高温

状態Jを保持するのは困難であると考えられる。したがって、ファインマンの熱ラチェットに

おける「温度Jは、通常の意味で用いるマクロなエネルギーとしてではなく、別の形で捉え直

す必要がある。その「温度差Jの解釈として、「構造揺らぎの非対称性jを提案してみたい。

キネシンや微小管は複雑な立体構造を持つタンパク質であり、 ATPの加水分解反応により結

合様式を変化させていることは知られている。構造に異方性があるうえで、相互作用様式に異

方性をもうければ、構造揺らぎに異方性が生じても不思議はないだろう。最近、筆者らは、 k3f

と k3bの温度依存性を解析することで、反応速度の違いが活性化エントロビーの差から生じて

いることを明らかにしている[35]。この活性化エントロビーの違いには、キネシンのモーター

ドメインの構造揺らぎの違いが反映されていると解釈することもできる。キネシンは、どのよ

うなメカニズムで、ファインマン型の熱ラチェットを達成しているのか、また、その物理的な意

味はどこにあるのか、これらは実験家のみならず、理論家にとっても今後の大きな課題である。

3.4キネシン 1分子の力学特性

筆者らの取り組みにより、キネシンは ATPを加水分解したあと必ずしも前にステッ

プするわけでなく、後ろに戻りうることが明らかになった。つまり、キネシンのステップ生成

過程は、確率的なステップ生成機構であることを意味する。化学一力学エネルギー変換過程に

おいて確率性が介在すると、その力学特性はどのようなものとなるのか、考察していきたい。

キネシンの力学特性を考えるうえで、まず重要になるのは、エネルギー入力と出力

である。前者は、 ATPを加水分解して得られる自由エネルギーであり、 -20kBTであると考え

られている(これは、アクトミオシン系の実測値から類推された値である)。後者に関しては、

キネシンは前方向だけでなく、後ろ方向にもステップするので、 2種類の出力を考慮する必要

がある。なお、微小管から解離する現象 (detachment)では、その変位量を定義できないため、

厳密にはエネルギーの出力値の議論はできない。しかしながら、 3.3.1節を見てもらえれば分
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ここで(図 3.4ab、図 3.5b)、detachmentの負荷特性は似ているのでかるように、 backstepと

(つまり、変位量は・8nm)、議論を進める。

ステップの方向性を表すパラメーターε仰を

は両者を後ろ向きへの 8nmステップと考えて

力と速度の関係。まず、1 ) 

(3.11 ) 
f 、 k包 r-k'll.. 
εI F I = P r -PL = -.-:::ムーと
¥ I k3f +k3b 

と定義する。但し、めと Pbは前にステップする確率と後ろにステップする確率であり、 k3fと
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図3.8キネシン1分子の力学特性 a，力一速度関係b力一エネルギー効率関係 C，力一仕事率関係
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k3bを用いて書き換えることもできる。キネシンのステップは前方向と後ろ方向に生じるが、

ある力領域における平均変位量は、 ε仰を用いると次式で定義できる。

L.ε(F) (3.12) 

但し、 Lはキネシンのステップサイズ (=8nm)である。従って、キネシンの滑り速度は、ス

テップ聞の時間間隔τを用いると、

V(F) =守 (3.13) 

となる。図 3.8aは、 ATP濃度 lmMと 10μMの実験結果をもとにして、(3.13)式より得られ

たキネシンの力一速度関係である。キネシンの滑り速度は、 ATP濃度が低い条件や力が大き

な領域では低下することが見て取れる。後者に関しては、力が増加すると、ステップ効率ε(F)

が小さくなることと、ステップ間の時間間隔τが大きくなることの2つの要因がある。

2)力とエネルギー効率の関係。キネシンがステップ状変位を発生させる際に行う仕事は、カ

とキネシンの平均変位量との積で与えられる。この仕事を行うにあたり、キネシンは ATPを1

つ加水分解しているので、そのエネルギー効率は、

E(F)EFi;LF) (3.14) 

で与えられる。図 3.8bに lmMATPの実験結果から得られた力一エネルギー効率関係を示す。

キネシンのエネルギー効率は、中程度の力領域で最大となり、 35%となる(筋肉の場合で、はエ

ネルギー効率の最大値は 50%前後となる)。なお、通常、 ATPを加水分解して得られる自由エ

ネルギー値は、ヌクレオチド濃度に依存して変化することになる。しかしながら、生理的条件

下では、 ATPは ADPや Piに対して過剰に存在しており、また、今回の実験でも溶液中のキネシ

ンの濃度はおおよそ 2pMなので、 ATPの加水分解反応に伴うヌクレオチドの濃度変化は無視

してもよい。

3)力と仕事率の関係。キネシンの仕事率 Pは、単位時間あたりにキネシンが行う仕事量か

ら与えられるので、

p=F.L・ε(F)
= 
τ(F) 

(3.15) 

となる。図 3.8cは lmMATPの実験結果から得られた力一仕事率関係である。図 3.8bに示し

たエネルギー効率よりも小さな力領域で最大値をとる。同様の実験結果は筋肉の仕事率からも

得られている。

以上の議論は、筆者らが、キネシンの確率的なステップ生成機構をもとにして考案

したものである。生物分子モーターの中にはステップ状変位の検出に成功していながらも、ほ

とんどの場合、ステップの方向性を考慮した運動解析は行われていないのが実情である。本稿

で示した解析方法を用いることで、生物分子モーターの運動特性が詳細に明らかにされると期
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待される。

3.5まとめ

これまでは、キネシンは ATPを加水分解したあと必ず前に進むことになる、決定論

的なステップ生成機構が支持されてきた。しかしながら、筆者らが、キネシンのステップ状変

位をもとにした運動解析を行ったところ、キネシンは ATPを加水分解したあと、必ずしも前

に進むわけでなく、後ろにも戻りうることが明らかになった。これは、キネシンのステップ生

成機構が確率的なものであることを意味しており、その要因として、熱揺らぎの影響が考えら

れる。キネシンは激しい熱揺らぎにさらされながらもどのようにして化学-力学エネルギー

変換を行い、マクロに見て一方向性の運動を生み出しているのだろうか?その詳細なメカニズ

ムは未だ謎のままである。今後の研究の流れとして、キネシンには2つのモータードメインが

あることから、滑り運動発生時における各モータードメインの役割を調べることが重要になる

と考えられる。キネシンの 1分子力学計測から、分子内部の力学計測へ、より一層、分子メカ

ニズムに迫るような研究が期待される。

4.むすび

本稿では、 2つの異なる生物分子モーターについて行われたステップ検出と運動解

析について紹介してきた。べん毛モーターとキネシンでは、エネルギー入力や運動の様式など

異なる点は多いものの、ステップ状変位の検出を通じて大きな2つの共通性が見られた。まず

第一に、ステップの大きさはタンパク質の構造が反映されたものであり、決定論的な性質を帯

びていた。第二に、ステップの方向は必ずしも一方向に決められておらず、ステップの生成機

構には確率性が反映されていた。タンパク質の構造を反映したステップの大きさや、逆向きの

ステップが存在することは、筋収縮を担うアクトミオシン系やATP合成酵素の Flモーター

のステップ計測からも明らかにされているので[2，5]、今後他の分子モーターからも同様の性質

が見つけだされると期待される。

今日では、タンパク質の立体構造が原子座標の精度で次々と明らかにされてきてい

る。その精微な構造をもとにすると、人工の機械のように 100%確実に動作するイメージを抱

いてしまう。それに対して、筆者らの取り組みからは、生物分子モーターの化学一力学エネル

ギ一変換過程には確率的な過程が大きく関与していることが示唆された。もし、分子モーター

が第 3章で議論したファインマンのラチェットのような仕掛けを備えているならば、方向性の

ない熱揺らぎから、仕事や一方向性の運動を生み出すことも可能であろう。この場合、生物分

子モーターは熱揺らぎを直接的な駆動力として運動をうみだすことになり、その運動メカニズ

ムも動的でダイナミックなイメージとなる。生物分子モーターはナノスケールの分子機械で、あ
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り、我々が住んでいる世界とは全く違う、熱揺らぎが大きな影響を及ぼす世界で駆動している。

筆者らの研究から示唆された動的でダイナミックなメカニズムは、分子レベルでの生物らしさ

のあらわれであろうか、それとも、ナノスケールの物理法則につながる知見であろうか。今後

の研究の発展に期待したい。

~~，辞
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