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筋 肉 は生 物 の もつ化 学 一力 学 エ ネル ギ ー変 換 器 で 一 種 の生 物 エ ン ジ ン

と言 って も良 いC,ミ オ シ ンは筋 肉運 動 の原 動 力 を担 う タ ンパ ク質 で あ る

が 、 そ の頭 部 に は ア デ ノシ ンー5'一 三 一 リン酸(ATP)を 結 合 して 分 解 す

る酵 素 作 用 が あ り、 この作 用 で得 られ る化 学 エ ネ ル ギ ー を直 接 力 学 エ ネ

ル ギ ー に変 換 して筋 肉 を収 縮 させ る。 しか しな が ら この エ ネ ル ギ ー変 換

の分 子 機 構 につ い て は不 明 な こ とが 多 い 。 本 研 究 で は 、 ミオ シ ン頭 部 内

で ア ク チ ンやATPが 結 合 す る と構造 変 化 が 誘 起 され る フ レキ シ ブ ル領 域

の数 と これ らの 位 置 関係 を知 り、 ミオ シ ンで誘 起 され る構 造 変 化 が タ ン

パ ク質 骨 格 の"柔 らか さ"の 変 化 に関与 して い る か否 か につ い て検 討 す る。

これ らの結 果 か ら、 ミオ シ ン分 子 が い か に して タ ンパ ク質 分 子 モ ー タ ー

と して働 くの か を解 明 す る端 緒 を得 た い 。
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研 究 成 果

【 研 究 目 的 】

筋 肉 は生 物 に備 わ って い る化 学 一力 学 エ ネ ル ギ ー変 換 器 で一 種 の

生 物 エ ン ジ ン と言 って も良 い 。 この エ ン ジ ンは化 学 エ ネ ル ギ ー か ら

直 接 力 学 エ ネ ル ギ ーを産 生 して い るの で 、 エ ネ ル ギ ー変 換 効 率 が非

常 に 高 い 上 に均 一 温 度 で も働 き 、 自在 に そ の 効 率 を変 調 で き る し、

ス イ ッチ のON-OFFも0.1秒 以 内 と非 常 に 速 い 。他 方 人 工 エ ン ジ ン

は 、化 学 エ ネ ル ギ ー を熱 ま た は 電 気 に変 換 した後 で これ を力 学 エ ネ

ル ギ ー に変 換 す るの で筋 肉 よ り もは るか に効 率 が 悪 く、 そ の エ ネ ル

ギ ーの 大 半 は使 わ れ な い ま ま に失 わ れ て しま う。 も し も筋 肉 の よ う

に エ ネ ル ギ ー の直 接 変 換 で働 くエ ン ジ ンが 開 発 さ れ る と、 燃 料 の 消

費 や廃 棄 物 も減 少 す るの で、 産 業 の発 展 の み な らず地 球 環 境 保 護 に

も貢 献 す る。 しか しこれ を実 現 す る た め に は 、筋 収 縮 エ ネ ル ギ ー変

換 機 構 に つ い て解 決 しな け れ ば な らな い 問題 が 山 積 して い る。

筋 収 縮 の原 動 力 を担 うタ ンパ ク質 で あ る ミオ シ ン分 子 の頭 部(S-1)

は 、 ア デ ノシ ンー5一 三 一 リ ン酸(ATP)を 水 解 す る酵 素 作 用(ATPase)

で得 られ る化 学 エ ネ ル ギ ー を直 接 力 学 エ ネ ル ギ ー に変 換 し、 別 の筋

肉 タ ンパ ク質 で あ る ア ク チ ン と相 互 作 用 しつ つ 筋 肉 を 収 縮 させ る。

ミオ シ ン が タ ンパ ク質 分 子 モ ー タ ー と言 わ れ る理 由 は こ こに あ る。

例 え て 言 うな らば 、 ミオ シ ン分 子 はATPと い う燃 料 を燃 や しな が ら

ア ク チ ン フ ィラ メ ン トで 作 られ て い る レー ル の上 を走 る機 関 車 で あ

る。現 在 の と ころ 、 ミオ シ ン と い う機 関 車 が どの よ う な メ カニ ズ ム

で走 る の か につ い て は余 り良 くわ か って い な い 。

筋 収 縮 の分 子 機 構 を考 え る上 で 、 ア ク チ ンやATPが 結 合 した 時 に

ミオ シ ン頭 部 内 で起 き る タ ンパ ク質 の立 体 構 造 変 化 は重 要 な意 味 を

もつ 。 ミオ シ ンに結 合 して い る ア ク チ ンはATPが 結 合 す る と解 離 し、

また逆 に ア ク チ ンが結 合 して い る と ミオ シ ンのATPに 対 す る親 和 性

は著 し く低 い。 ア クチ ン とATPの 結 合 部 位 はS-1上 の異 な った離 れ

た場 所 に局 在 す る こ とが わ か って い る。 従 っ て 、 ア クチ ン とATPの

結 合 部 位 は各 々 一 方 で起 きた構 造 変 化 を 他 方 へ伝 播 させ る こ とに よ

って互 い に"通 信"し 合 って い る と考 え な け れ ば な らな い。 しか しな

が ら この考 え方 が必 ず し も正 しいか ど うか は現 在 の と こ ろ不 明 で あ

る。 そ れ は 、 タ ンパ ク質 の 構 造 変 化 が"通 信"の 手 段 に な る と した ら、

そ れ は か な り大 規 模 な構 造 変 化 で な け れ ば な らな い の に、 ミオ シ ン

【

一



一

に ア ク チ ンやATPが 結 合 して もそ ん な に大 きな構 造 変 化 が検 出 され

て い な いか らで あ る。

従 来 の考 え方 で は 、 タ ンパ ク質 を ど ち らか と い う と剛 体 の よ う に

仮 定 し、 そ の立 体 構 造 変 化 を検 出 す る場 合 は 、 タ ンパ ク質 の 第 二 構

造 で あ る α一 ヘ リ ックス の 構 造 変 化 の み を 問 題 とす る こ とが ほ とん

ど で あ った,,と ころが最 近 、 タ ンパ ク質 は も っ と フ レキ シ ブ ル な性

質 を もつ の み な らず 、 さ ま ざ ま な モ ー ドの"揺 ら ぎ"を 示 す こ とが 多

くの 酵素 な どで 明 らか に な って きた 。 ミオ シ ン頭 部 に つ いて 考 え て

み る と、 これ が筋 肉 タ ンパ ク質 の 中 で も際 立 っ て"柔 らか い"こ とが

知 られ て い る。 この事 実 を重 視 す る と、 ミオ シ ン頭 部 に ア ク チ ンや

ATPが 結 合 して誘 起 され る構 造 変 化 の本 質 は 、 ミオ シ ン頭 部 内 の複

数 の フ レキ シ ブル 領 域 で起 き る"柔 らか さ"の 変 化 が もた ら した"揺

ら ぎ"の モ ー ドの変 化 で あ る こ と も考 え られ る 。

本 研 究 で は この点 を重 視 して 、 ミオ シ ン頭 部 内 で ア クチ ンやATP

が結 合 す る と構 造 変 化 が誘 起 され る フ レキ シ ブ ル領 域 の分 布 を探 り、

これ らの 領 域 に誘 起 され る構 造 変 化 が ど の よ う な タ イ プ の もの か 、

ま た そ れ が ミオ シ ンの モ ー タ ー タ ンパ ク質 と して の 機 能 に どの よ う

に 関 わ って い るの か検 討 したC)

【研 究 方 法 】

(1)ウ サ ギ 骨 格 筋 よ り常 法 に 従 い 、 ミオ シ ン と ア ク チ ン を 調 製 し た 。

ミオ シ ン に は さ ら に キ モ ト リ プ シ ン を 作 用 さ せ て 、 ミオ シ ン頭 部

(5-Dを 単 離 して これ を 実 験 に 使 っ た 。

(2)5-1の20K部 分 に あ る反 応 性 の 高 いCys-707(SHDを 、 螢 光 性 試 薬

で あ る4一 フ ル オ ロ ー7一 ス ル フ ァ モ イ ル ベ ン ゾ フ ラ ザ ン(ABDF)で 標

識 し、ABD-5-1を 得 た 。

(3)5-1のATP結 合 ポ ケ ッ トに 選 択 的 に 結 合 す る 螢 光 色 素 を 探 す た め

に 、60種 以 上 も の 色 素 に つ い て 試 して み た 。 そ の 結 果 、3-[4-(3

一 フ ェニ ル ー2一 ピ ラ ゾ リ ン ー1一 イ ル)ベ ン ゼ ン ー1一 ス ル ポ ニ ル ア

ミ ド]フ ェニ ル ホ ウ酸(PPBA)が こ の 目 的 に 最 適 な こ と が わ か っ た 。

(4)SH1に 標 識 さ れ て い るABD基 やATP結 合 ポ ケ ッ トに 結 合 し て い

るPPBAの 螢 光 特 性 が 、ATPや ア ク チ ンの 結 合 に よ っ て 変 化 す る 様 子

を 解 析 した 。

(5)ま た こ の 時 、 こ れ ら螢 光 団 の 周 囲 の ポ リペ プ チ ド鎖 の 柔 らか さ が

変 化 した か 否 か も 、 ア ク リル ア ミ ドに よ る 螢 光 の 消 光 実 験 で 調 べ た 。



【研 究 結 果 と今 後 の 展 望 】

SH1を 特 異 的 に標 識 す る螢 光 試 薬 と して は ノV-(ヨ ー ドア セ チル)

一 ノV'一(5一 ス ル ホ ー1一 ナ フ チ ル)エ チ レ ン ジ ア ミン(IAEDANS)の

み が知 られ 、 現 在 まで に これ を利 用 した研 究 が 多数 報 告 され て い る。

本 研 究 で は 、ABDFも5H1を 特 異 的 に標 識 す る螢 光 試 薬 で あ る こ と

が 明 らか に な った 。

IAEDANSと は異 な り、ABDFを 使 う と螢 光 団 で あ るABD基 をSH1

のS原 子 の す ぐ隣 に標 識 す る こ とが で き る 。 そ の た めATPや ア ク チ

ンな どの 結 合 に よ る5H1近 傍 の構 造 変 化 を感 度 よ く捉 え 、 これ を 螢

光 ス ペ ク トル変 化 と して検 出 す る こ とが で きた 。 これ らの変 化 を詳

細 に解 析 した結 果 、s-1にATPが 結 合 す る と5H1は タ ンパ ク質 内 部

に埋 もれ る よ うな構 造 変 化 を起 こ し、 この 変 化 の程 度 はATPの 加 水

分 解 の 各 ス テ ップ に対 応 して い る こ と が 明 らか に な った。 本 研 究 で

得 られ た 結 果 か ら、SH1周 辺 も フ レキ シ ブ ル領 域 の一 つ で あ り、 ミ

オ シ ンが モ ー タ ー タ ンパ ク質 と して機 能 す るの に重 要 に 関 わ って い

る こ とが 示 唆 され た。

一 方PPBAを 使 った実 験 か らは 、 ミオ シ ンのATP結 合 ポ ケ ッ ト自

身 も非 常 に フ レキ シ ブル で あ る こ とが 明 らか に な った 。 疎 水 性 の 高

いPPBAはS-1のATP結 合 ポ ケ ッ トに1モ ル が特 異 的 に結 合 し、 こ

の 時 螢 光 強 度 の増 大 が観 察 され た 。

S-1とPPBAの 二 元 複 合 体 にATPな ど の ヌ ク レオ チ ドを加 え る と、

PPBAは 置 換 され て しま うがATP結 合 ポ ケ ッ トか らは追 い 出 され ず

に、 新 しい結 合 部 位 に結 合 した ま まATP結 合 ポ ケ ッ ト内部 に トラ ッ

プ され て しま うこ とが わ か った 。PPBAとS-1の 複 合 体 につ い て ア

ク リル ア ミ ドに よ る消 光 実 験 で 調 べ た と こ ろ、 本 来 揺 ら ぎの大 き な

構 造 を と って い るATP結 合 ポ ケ ッ トは 、ATPの 加 水 分 解 中だ け揺 ら

ぎの 小 さ な硬 い構 造 を と る こ とが示 唆 さ れ た 。

本 研 究 で は 、 ミオ シ ン頭 部 のSH1周 辺 とATP結 合 ポ ケ ッ ト自身 が

フ レキ シ ブル な性 質 を もっ こ とが 明 らか に な った 。 しか し これ らの

結 果 だ け か ら、S-1の フ レキ シ ブル領 域 で 起 き る構 造 変 化 が筋 収 縮

運 動 へ とつ な が って ゆ く様 子 を ス ム ー ズ に イ メ ー ジ す るの は難 しい。

今 後 の 課 題 は 、 こ の よ うな フ レキ シ ブル 領 域 で 起 き る構 造 変 化 が 、

どの よ うに して よ り次元 の高 い筋 肉 の滑 り力 発 生 の た め の動 き に連

動 して ゆ くか を別 の方 法 を使 って解 明 す る こ と で あ る。
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