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研究成果の概要（和文）： 

ミオシン６は、ミオシンスーパーファミリーの中で唯一アクチンフィラメントのマイナス端に
向かって移動するミオシンで、脚が短いにも関わらず大きな歩幅で運動することが分かってい
る。しかしながら、それらが運動する最中の構造的な情報は一切得られていないため、その運
動メカニズムは未解明であった。そこで、本研究では、高速原子間力顕微鏡を用いて、運動中
のミオシン６の構造形態変化を直接観察した。その結果、その運動メカニズムの解明につなが
る構造的証拠を得ることに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Myosin 6 is the only myosin among myosin superfamily that moves to the minus end of actin 
filament. Interestingly, it is known that myosin 6 walks with larger stride than that 
expected from their foot length. However, their functional mechanism has not been 
elucidated yet, due to the lack of structural evidence. Here, we performed high-speed 
atomic force microscopy to directly observe their structural dynamics of myosin 6 at work. 
Then, the structural evidence was successively obtained for the first time, leading to 
better understanding the functional mechanism of myosin 6. 
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１．研究開始当初の背景 
ミオシン６は、細胞内で小胞輸送や特定の
構造を保持するためのアンカーとして機能
している。ミオシン６は、ミオシンスーパー
ファミリーの中で唯一アクチンフィラメン

トのマイナス端方向に進むミオシンであり、
そのユニークな運動メカニズムを解明する
ために、国内外で活発に研究が行われている
(Spudich & Sivaramakrishnan, Nat Rev Mol 
Cell Biol 11, 128-137 (2010))。その中で
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も驚くことは、ミオシン６が構造的に予想さ
れていたステップサイズ（約 12 nm）よりも
大きなステップサイズ（アクチンフィラメン
トのヘリカルハーフピッチに相当する約 36 
nm）でハンドオーバーハンド運動することで
ある(Rock et al., PNAS 98, 13655-13659 
(2001), Nishikawa et al., BBRC 290, 
311-317 (2002))。このことは、ミオシンの
運動メカニズムを説明するのに広く受け入
れられているレバーアーム説と矛盾するた
め、大きな注目を集めている。近年、レバー
アーム部の後に続くコイルドコイル領域の
一部が運動中に解けることで約 36 nm の歩幅
を確保していることが示唆されている。この
ことは、ミオシン６の運動もレバーアーム説
と矛盾しなくなるため受け入れられやすい
が、その構造形態をとったミオシン６・アク
チン複合体の構造的証拠は提出されていな
い。これまでに唯一得られている電子顕微鏡
写真では、運動中の条件を撮影したにも関わ
らず、２つのモーター部を大きく広げた構造
は全く確認できないのである。そのため、レ
バーアーム説とは違う運動モデルが提唱さ
れている (Nishikawa et al., BBRC 290, 
311-317 (2002))。また最近では、運動中の
ミオシン６を高速・高感度カメラで蛍光顕微
鏡観察すると、大小のステップサイズが見ら
れ、単純なハンドオーバーハンド運動では説
明できない振る舞いも報告されている
(Ikezaki et al., 生物物理 SUPPLEMENT 49, 
S127 (2009))。このように盛んに研究されて
きたが、その運動メカニズムに関する統一見
解は得られていない。より直接的な手法でミ
オシン６の運動を観察することが望まれて
いる。 
 
２．研究の目的 

研究代表者は、溶液中で生体分子をナノメ
ータースケールの解像度で観察できる唯一
の顕微鏡である原子間力顕微鏡（Atomic 
Force Microscope: AFM）の高速化にこれま
で取り組み、ビデオレート程度（20 – 50 
ms/frame）の時間分解能を持った世界最高性
能の高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）を実現
してきた(Ando et al., PNAS 98, 12468-12472 
(2001), Ando et al., Prog. Surf. Sci. 83, 
337-437 (2008))。そこで、本研究課題では、
この高速 AFM を用て、運動中のミオシン６の
構造形態変化を直接観察することで、その動
作メカニズムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
高速 AFM は、研究代表者が自ら開発してき
た、高速走査技術や高速制御技術が搭載され
た最新式のものを用いた。アクトミオシン６
の運動観察が効率よく進められるように、必
要に応じて機械部品や電気回路を開発・改良

を行った。ミオシン６のサンプルは、ミオシ
ン６の運動アッセイに広く用いられている
in vitro でダイマーをとるものを用いた。こ
のサンプルに関する知見はこれまでに蓄積
されており、高速 AFM で得られた結果の妥当
性を評価する上で重要と考えた。また、運動
アッセイの実験系には、生体適合性の脂質二
重膜を用いて、特定の生体分子の活性を保っ
たまま観察基板に固定する手法を用いた（図
１）。図１を詳しく説明する。サンプルステ
ージとして、φ2 mm、高さ 2 mm のガラスス
テージを用いた。その上にφ1 mm、厚さ 0.05 
mm 程度のマイカディスクをエポキシ系接着
剤で固定した。新しく劈開したマイカ表面に、
常温でゲル相にある脂質分子のリポソーム
を展開させることで、脂質二重膜を得た
（Yamamoto et al., Methods in Enzymol. 475, 
541-564 (2010).）。その脂質二重膜の親水基
には、中性電荷を持ったもの（DPPC）を主成
分に、アクチンフィラメントとミオシン５を
緩やかに基板表面に束縛するために正電荷
を持ったもの（DPTAP）と、ビオチン化した
アクチンフィラメントをストレプトアビジ
ンを介して固定化するためにビオチンを持
ったもの（biotin-cap DPPE）を用いた。こ
の系では、アクチンフィラメントが基板表面
にストレプトアビジンを介して選択的に固
定されており、ミオシン６は基板表面からの
非特異的な吸着がないために自由に運動で
きる。この実験系は、同じくミオシンスーパ
ーファミリーに属するミオシン５の運動観
察において有用性が実証されている(Kodera 
et al., Nature 468, 72-76 (2010))。 

（図１: 高速 AFMでミオシン６の運動を観察
するための実験系） 

 
４．研究成果 
上記の運動アッセイの実験系を用いて、ATP
存在下で運動中のミオシン６の構造形態変
化を直接観察したところ、運動中のミオシン
６は大小のステップサイズで前進運動なら
びに稀に後進運動を起こすことが直接観察
された。そのときの運動様は、ハンドオーバ



 

 

ーハンド様とインチワーム様が混在してい
た。この結果は、近年報告された蛍光顕微鏡
法の結果と矛盾しない（Nishikawa et al., 
Cell 142, 879-888 (2010)）。また、①２つ
のモーター部を大きく広げた構造形態をと
ることで大きなステップ運動をすること（図
２a, b）、②２つのモーター部が隣り合うア
クチンのサブユニット上に寄り添うような
形で結合し（図２c）、この構造形態でアクチ
ンフィラメント上に滞在する時間が長いこ
とが直接的に明らかとなった。②の構造形態
は、細胞内の特定の構造を保持するためのア
ンカーとして働くミオシン６の機能を説明
するものであると考える。以上は、運動中の
ミオシン６の構造形態変化を直接捉えた画
期的な成果である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 2: 高速 AFM で観察されたミオシン６の

運動中の代表的な構造形態） 
 

近年、ミオシン６が①の構造形態をとると
きに、ミオシン６の脚のどの部分が広がって
いるのかが世界で論争中である。この課題は、
ミオシン６の運動メカニズムの根本を担う
ため重要度が高い。これまでに、世界では２
つのモデルが提唱されている。１つ目のモデ

ルはコイルドコイル部が裂けるとするモデ
ルで（Spink et al., Nat. Struct Mol. Biol. 
15, 591-597 (2008)）、２つ目のモデルはレ
バーアームの直下が延びるというモデルで
（Mukherjea et al., Mol Cell 35, 305-315 
(2009)）ある。高速 AFM の観察の結果、それ
らが図２a, b のようにどちらも観察された。
つまり、まだ空間分解能が十分ではないが、
高速 AFM による直接観察の結果は、どちらの
モデルも成立していることをサポートして
いる。この結果は、多分子の平均像から結論
を導くという従来の研究手法では、決して導
くことができないものである。よって、１つ
の分子の構造形態を詳細に観察できる高速
AFM ならではの結果であるといえる。ただし、
２つの構造形態がどのような条件下でスイ
ッチされるのかを解明するのは、今後の課題
である。 
また、本研究において、ミオシン６のヌク
レオチド依存的な構造形態やそのダイナミ
クスを観察することも研究課題の一つにあ
げていたが、上記のより重要な課題に集中し
なければならなかったため、研究が進んでい
ない。しかしながら、ATP 存在下で運動中の
モータードメインに注目すると前足のコン
バーター部位の構造がアクチンフィラメン
トの相互作用時間に応じて変化しているこ
とが観察されている。したがって、この課題
の実施した場合に得られる結果を推測する
ことができている。 
今後は、上記のまだ未解明な課題について、
さらに研究を深め、ミオシン６の運動メカニ
ズムを詳細に明らかにしたい。また、近年、
ミオシンスーパーファミリーに属するミオ
シン 10 に関しても、構造的には短い脚しか
持たないにも関わらず、アクチンフィラメン
ト上を大きな歩幅で、アクチンフィラメント
のプラス端に向かってプロセッシブ運動で
きることが報告されている（Sun et al., Nat. 
Struct. Mol. Biol. 17, 485-491 (2010)）。
高速 AFM によって、運動中のミオシン 10 の
構造形態変化を可視化し、その運動メカニズ
ムとミオシン６やミオシン５のものを比較
できれば、ミオシン間の運動の共通点や相違
点を明らかにすることできるだろう。そこか
ら、ミオシン全般の運動機構がより詳細に理
解できると思われる。よって、そのような研
究を展開していきたい。 
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