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は し が き

総て の生物が生 きて ゆ くた めに不 可欠な、力 を必要 とす る細胞 内の動 きには、

さまざまな生物分子モー ターが関与 してい る。筋肉の収縮運動 を担 うミオ シンは

モータータ ンパ ク質の代表格で あ りX線 による結晶構造解析が1993年 に発表 さ

れてか らは、急速 に研究 が進展 して いる。本研 究では、ミオ シン頭部 がモーター

機能 を発現す る時に レバーアーム と して作用す る部位 に存在す る、反応性 の高 い

Cys残 基(SH1)付 近の疎 水領域 の役割 につ いて検 討 した。
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研 究 成 果

1研 究 目 的1

ミオ シン分子の頭部(s-1)は 、Arpを 加水分解 して得た化学エネルギー を使 っ

て アクチ ンフィラメン ト上 を動 くので 「モー ター タ ンパ ク質」と言われている。

S-1を 他 のモーター タ ンパ ク質 のダイ ニ ンや キネ シン と比べてみて も、分子全

体 の構造 はそれ ほ ど似て いな い。しか し最近明 らか にされたX線 結 晶解析 による

立体構造 を見 る と、それぞ れのモー ター機能 に関与 している ドメイ ンの構造は互

いに非常 によ く似て いる。 この ことは、"ミ オ シ ン、ダイニ ン、キネ シンのモー

ター駆動 の機構 は本 質的な共通性が ある らしい"と い う期待 を抱かせる。そ うだ

とす ると、ミオ シンのモー ター駆 動の機構 の解明 はモー ター タンパ ク質全体 の統

一的な説明 をも可能 にす る。しか しなが ら、ミオ シンが分子モー ター として働 く

機構 につ いて は、現 在で も不 明な ことが多 い。 この理 由の大半は、S-1内 部 の

構造変化 に関す るデー タが不足 して いるため に、アクチ ンの結合やArpの 結合 ・

加 水分解 に伴 う立体構造 変化 が どのよ うに伝 播 され るのかを具体的 にイ メー ジ

で きな い ことによ る。

S-1の 立体構造 を見 る と、Arpが 結合 し

て加水分解 され るヌ ク レオチ ド結合部位 は

ア クチ ン結 合部位 の反対側 のク レフ ト内 に

あ り、大 きなポ ケ ッ トを形成 して いる(図1)。

両 部位 は互 い に離れ てい るに もか かわ らず 、

Arpと アクチ ンの結 合はそれぞれ互 いに影

響 を与え合 う。 これ は、Arpや アクチ ンが

結合す るとポ リペ プチ ド鎖 に立体構造 変化

が誘起 され、 この"信 号"が 他 の結合 部位

にも伝わ るため と考 え られ て いる。 これ ら

の部位か ら出 され る信号が行 き来す る経 路

とその通信機 構が明 らか にな る とミオ シン

のモー ター駆 動の機構 も非常 に理解 し易 く

な るが、 この機 構 について はあま りよ くわ

か って いない。

Act

図1.S-1の 構 造

① ② はそれ ぞれCys707(SH1)と

Cys697(SH2)を 表す

s-1の 重 鎖 に は8個 のcys残 基 が存 在 す る。cys-707(sH1)は さ ま ざ ま な化 学



試薬 に対 して最 も高 い反応性 を示す が、Arpの 結合 ・加水分解や ア クチ ンの結合

には直接関与 して いない。S-1を グラス に見立 て これ を手で もった とす ると、

アクチ ン結合部位 とArp結 合部位 の位置関係 はそ れぞれ親指 と薬指 の位 置 に、

SH1は グ ラス の底部 に相 当す る。 一方SH1か ら9残 基離れた ところ に別 のCys

残基(Cys697,SH2)が 存在 し、 この周辺 にはTrp、Tyr、Gly、Pheな どの残基 が配

置 され独特 の疎水領域 を形 成 して いる。sH1とsH2はGly699で 隔て られて いる

2つ のα一ヘ リックス にそれぞれ含 まれ ている。

現在 ミオ シンの化学 一力学 エネルギー変換 の分子機構 を説明す る上で、 「レバ

ーアーム仮 説」が広 く支持 されて いる。 この仮 説では、S-1の 尾部 が レバー の

アーム として働 き、Arp加 水分解反応 に伴 って尻 尾 を振 るよ うな動 き をす る。そ

の結果 、ミオ シンはア クチ ン上 を滑 り運動す る と説明 され る。レバー アーム の支

点 はSH1とSH2を つな ぐ領域 にあ ると考 え られて いる。 しか しなが ら、Arpが

加水分解 され る と、SH1-SH2領 域 にどのよ うな構造変化 が誘起 され るのか 、と

りわ けSH2を 取 り囲む疎水領域 の構造変化 については ほとん どわかって いな い。

本研究 の 目的 は、SH1近 傍 の疎水領域 に含 まれ るSH2に 構造変化 に鋭敏 に感

応す る蛍光 団 を標識 し、 これか ら発信 され る蛍光 シ グナル変化 を解析 してSH2

を取 り囲む疎水領域のモー ター機構へ の関わ りを解 明す る ことである。

唾 究 方 法i

(1)ウ サギ骨格 筋よ り常法 に従 い、 ミオシ ンを調製 し、 さ らにキモ トリプシン消

化 によ り、 ミオシ ン頭部(S-1)を 単離 して これ を実験 に使 った。

(2)SH1に 近い疎水領域 の構 造変 化 を検 出す るために、 この領域 に含 まれ るSH2

を蛍光標識す る ことを試 みた。 この 目的 のた めに、環 境変化 に鋭敏 に感 応 し

て蛍光特性 を変 えるよ うな蛍光 団を もつCys反 応性蛍光試薬 を十数種類候 補

として選び、さ らに この中か らSH2の み を特 異的 に標識す る試薬 と標識 条件

につ いてス ク リーニ ングを行 った。

(3)SH2を 標識するの に最適な試薬が決 まった後 、 これ と同 じ蛍光 団を もつCys

反応性 試薬の中か ら今度はSH1を 蛍光標識で きる もの とそ の標識条件 をス ク

リーニ ングした。

(4)SH2が 蛍光標識 され たS-1を 用 い、Arp加 水 分解 反応 に伴 って起 きる蛍光

スペ ク トル変化 を測定 した。次 にSH1が 蛍光標識 されたS-1に つ いて も同

様の測定 を行 った。



(5)(4)の 結果か ら、SH2を 含む疎水領域 の構 造変化 を解析 し、SH1周 辺 の構造変

化 との違 いな どについて考 察 した。

1研 究 結 果1

まず 、反応基 として ビニルスルホ ン、アク リロイル、アジ リジン、エポキ シ ド、

プ ロモ メチル基 をもつ十数種類 の蛍光 試薬 を候補 として選択 した。これ らの標識

条件 として、温度 、pH、S-1に 対す る試薬 のモル比な どにつ いて検 討 した結果、

6-acryloyl-2-dimethylaminonaphthalene(AD)を 使 う とSH2を 特異的 に蛍光標識 で

きる こと、6-bromoacetyl-2-dimethylaminonaphthalene(BD)を 使 うとSH2と 全 く同

じ蛍光 団をSH1に 標識 できる ことがわか った。

得 られ たAD-S-1とBD-S-1を 使 うと、SH2とSH1に 標識 され ている蛍

光団 は全 く同 じなので、蛍光 団の物性や分子サイ ズの違 いを考慮せず に両残基周

辺で起 きる構造変化 を直接比較す る ことがで きた。蛍光 スペ ク トル の強度や半値

幅の測定、KIに よる蛍光 消光 実験か ら、Arp加 水分解 中のSH2周 辺の構造変化

の方 向性 はSH1周 辺 の変化 に比べ てほ とん ど正反対で あった。SH1を 含 むヘ リ

ックスは安 定な構造か ら不安定 な構 造へ と変化す るのに対 し、SH1に 近 い疎水 領

域 に含 まれ るSH2は タ ンパ ク質内部 に埋 め られ る ことが示唆 された。

以 上の結果 をまとめ る と、 ミオシ ン頭部 のSH1に 近い疎水領域 は、ミオ シン

が モーター機 能 を発現す る時 にはよ り強 固にな り、レバーアームの支点 を保持す

るた めの重要 な役割 を担 う ことが示唆 され た。

1残 された問 題 点1

本研 究の終 了とほ とん ど同時に、ア メ リカ の研究者 グルー プがX線 結晶解析 に

よるSH1とSH2を 含 むそれぞ れのα一ヘ リックスの構 造変化 に関す る論文 を発表

した。彼 らは、①SH2を 含 むヘ リックス はArp加 水 分解 の どのステ ップで も安

定な構造 を保 ち続 ける、② 一方SH1を 含むヘ リックスはArp加 水分解 終了時 に

はむ しろほ どけて しまう、と結論 して いる。本研究 の結果 と比べ ると、① につい

て はほとん ど一致 して いる。しか し② に関 して は、本研究 で使 われた蛍光 標識法

だ けか らで はX線 結 晶解析 のよ うな詳細な情報 は得 られ ない。今後 、蛍光標識法

の弱点 をカバーす るよ うな手 法(例 え ばフー リエ変 換赤外 分光法)な どを相 補的

に使 った新 たな研 究が望 まれ る。
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