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１．研究実施の概要 
「一方向性反応のプログラミング基盤」という研究課題名は、「生命活動のプログラム」

という領域に応募するために苦し紛れに付けたものである。応募時の説明（「構想」）は以

下のようなものであった。 

生命活動は、一方で精緻なプログラミング、他方「気まぐれ」、の２つの要素が相俟って

織りなすのだとすると、その根元は分子レベルにまで遡ることができそうである。転写、

蛋白合成をはじめポンプ、モーター作用など、「一方向に進む分子反応」がプログラムの最

小ユニットで、そのオン・オフが上位プログラムを構成する。多くの場合エネルギー的に

不利な反応を、一方向に進ませてくれる分子メカニズムこそが、プログラミング基盤とい

ってよかろう。分子レベルでの気まぐれは熱運動・熱揺らぎであり、一方向性反応はこの

揺らぎに抗して、というより揺らぎをうまく利用して、正しく進行する。この仕掛けを、

蛋白質分子の構造とその変化に基づいて、解明したい。 

こう書いておきながら、正直な所、５年間で、蛋白質分子が反応を一方向に進める仕掛

け（駆動源となるもう一つの反応との共役の仕掛け）が「分かった」と言えるようになる

とは、全く思っていなかった。しかし今、研究代表者の頭の中では、もしかしたら分かり

かけてきたのかもしれない、という期待が育ち始めている。少なくとも、５年前の自分と

比べて格段に理解が深まった。蛋白質分子１個の働きを光学顕微鏡の下で観察する「一分

子生理学」のおかげである。もちろん、研究代表者の独りよがりを成果というわけにはい

かない。この報告書では、得られた実験事実とその直接的解釈に重点を置く。研究は今も

続いており、研究代表者は「わくわく」していることを付け加える。 

我々のチームはこれまで蛋白質分子の立体構造解析を直接手がけてこなかったので、蛋

白質分子機械の仕掛けを考察するための基礎となる構造情報は、文献に頼っている。本チ

ームの大きな特徴の一つは、構造を眺めただけではまず分かりそうもない、力（蛋白質分

子機械の出す力、蛋白質に働く力）やタイミング（いつ、何がきっかけで力を出すか、構

造変化するか）などの情報を得てきたことにある。分子機械は、上述のように熱揺らぎの

おかげで気まぐれに働くので、複数の分子機械を同期させることが原理的にできない。複

数の分子機械の出す力は足し算にならないし、働くタイミングもバラバラである。どうし

ても、１個１個を直接測定する必要がある。このために、目的の分子に大・中・あるいは

小さな目印を結合させ、光学顕微鏡の下で個々の分子機械の振る舞いを観察する手法を開

発してきた。大きな目印は、光ピンセットや磁気ピンセットにより操ることもでき、それ

に対する分子機械の応答を測ることもできる。手法および結果の両面で、分子１個に摂動

を加えてその応答を観察する、「一分子生理学」の発展に寄与できたと思う。 

具体的な成果の筆頭にあげるべきは、回転分子モーターである F1-ATPase の一方向への

回転（駆動源は ATP の加水分解により得られるエネルギー）を詳細に解析したことである。

このモーターは 90 度と 30 度のステップを交互に繰り返しながら回ることがわかり、しか

も、90 度ステップは ATP の結合により、30 度ステップは分解産物の解離により駆動され
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ることが分かった。蛋白質上での ATP の分解反応そのものは、ほとんど仕事（エネルギー

の放出）にかかわらない。ATP 分解の役目の第一は、分子機械を初期状態にリセットして

反応を繰り返させることにある。大部分の仕事は ATP の結合に伴って行われる、というこ

の結果は、他の蛋白質分子機械の仕掛けを考える上でも重要であろう。F1 の場合、さらに、

結合したヌクレオチドの状態に応じて、どのような回転ポテンシャル（回転力の基となる

ポテンシャルエネルギー）が F1 内に誘起されるかを推定することもできた。分子機械の化

学状態と力（構造変化の駆動力）の対応がついたのは初めてであろう。これにより、F1 を

逆回しにすれば ATP が合成されることを説明することもできた。ATP の加水分解を利用し

て一方向に回る仕組み、外力による逆回転を利用して反応を合成方向に進める仕組み、の

両方につき、重要な知見が得られたことになる。これらを説明できる F1 モデルを作ること

もできた。リニアーモーターであるキネシンに関しても、化学状態と力の関係が分かりつ

つある。 

 

(1) 計測センターグループ 

一分子観察のための手法開発を行った。蛋白質分子よりはるかに大きな棒やビーズを結

合させると、１個の分子機械に起きる構造変化を詳細に観察できる。小さな蛍光色素分子

１個を任意の場所に結合させると、その特定部分の構造変化（向きの変化）を観察できる。

色素を２個付けるとその間の距離とその変化を測れる。また、蛋白質分子の数倍程度の大

きさの目印を使うと、超高速イメージングが可能となる。ビーズを結合させた分子機械は、

光ピンセットにより位置を制御でき、また力を加えられる。磁気ピンセットを使うと、多

くの分子機械を一斉に引っ張ったり回転させたりできる。 

以上を用いて、回転分子モーターF1-ATPase の回転特性の詳細を明らかにした。エネル

ギー変換効率が 100％近くに達し得ること（熱揺らぎをうまく利用）、回転角によらず一定

のトルクを出すこと、などを見いだすとともに、上述のように回転機構に迫ることができ

た。RNA 合成酵素およびミオシンがともに螺旋モーターであることを示し、とくに RNA

合成酵素は DNA の右巻きらせんに忠実に沿って進むことを明らかにした。光ピンセット

を用いて DNA および蛋白質分子の紐を結ぶことができた。曲率を制御する手段として、

またミクロの手術糸として、利用可能である。巨大リポソームの作成法を開発し、内部に

閉じこめたアクチンの重合により突起を形成させた。細胞変形のモデルとなる。 

 

(2) 分子モーターグループ 

本グループは、１分子系から分子集合体を経て筋線維に至るまで、「生体分子モーターシ

ステム」の全ての階層を研究し、しかも、蛋白質のもつ自己集合能や生理機能を利用して

「A 帯滑り運動系」など独自の生体分子モーター運動系を構築、そして温度パルス顕微鏡

法や単一筋原線維操作・解析法などの新手法を開発・応用して独自の視点で分子モーター

システムの研究を行ってきた。 
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主な研究成果として、１）光ピンセットによりアクチン・ミオシン分子モーターの硬直

結合の破断力分布を１分子顕微計測し、単頭・双頭結合それぞれの結合寿命と負荷の関係

を明らかにした。２）微小管・キネシン分子モーターの結合破断力測定から、各ヌクレオ

チド状態が単頭結合か双頭結合かを決定し、キネシンの歩行メカニズムについて新しい証

拠を提出した。３）温度パルス顕微鏡法を開発し、ミオシン、キネシン分子モーターの運

動速度が 50℃（変性温度以上）に至るまで同じ活性化エネルギーで上昇することや、発生

力は温度に依存しないことを見出した。４）開発した「細いフィラメント再構築筋収縮系」

を用いて、筋収縮系が示す「自発的振動収縮（SPOC）現象」の発現に制御蛋白質系は必要

ないこと、収縮力の pH 依存性はトロポミオシンによることなどを見出した。５）各種動

物の心筋の SPOC 振動周期が心拍周期と相関することを発見し、心拍機能に SPOC 特性が

重要な役割を演じているという新説を提出した。６）温度パルス顕微鏡法の原理を応用し

て DNA チップの開発を行った。 

 

(3) ATP 合成酵素グループ 

F1-ATPase が回転分子モーターであることを、好熱菌のα3β3γの系で一分子観察により

実証したのに引き続き、葉緑体由来および大腸菌由来の F1-ATPase でも回転を示し、一般

性を確立した。固定子および回転子サブユニットの同定のため、εサブユニットの回転も

観察した。以上より、α33εよりなる F1-ATPase は、α33に対してγεが回転する

ことが分かった。 

Fo部分の回転に関しては、界面活性剤存在下での一分子観察の問題を指摘するとともに、

架橋反応を利用して Fo の c サブユニットからなるリングが回転することを実証した。そし

て FoF1-ATP 合成酵素の発現系作成に成功し、b サブユニットが、Fo と F1 を結合する second 

stalk として機能することを明らかにした。 

の回転はβの構造変化に駆動されると考えられるので、クロスリンク形成や変異導入

などによりβの構造変化を調べた。そして、本酵素に特徴的な ADPMg による特異的阻害

と、非触媒ヌクレオチド結合部位との関係を、ATP の加水分解・合成の両面から追求し、

一分子観察によってこの特異的阻害の実体を明らかにし、さらにこの阻害をきわめて受け

にくい変異体の作成に成功した。 

一方、εが大きな構造変化をして本酵素の ATPase 活性を調節することが分かった。ATP

合成条件では働かないラチェット的な調節である。また、葉緑体由来のγと好熱菌由来の

α・βを組合わせて、葉緑体 F1-ATPase に特徴的な酸化還元による調節を、一分子レベル

で再現することに成功した。 
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２．研究構想 
以下に、研究開始時の構想を再掲する。 

生命活動は、一方で精緻なプログラミング、他方「気まぐれ」、の２つの要素が相俟って

織りなすのだとすると、その根元は分子レベルにまで遡ることができそうである。転写、

蛋白合成をはじめポンプ、モーター作用など、「一方向に進む分子反応」がプログラムの最

小ユニットで、そのオン・オフが上位プログラムを構成する。多くの場合エネルギー的に

不利な反応を、一方向に進ませてくれる分子メカニズムこそが、プログラミング基盤とい

ってよかろう。分子レベルでの気まぐれは熱運動・熱揺らぎであり、一方向性反応はこの

揺らぎに抗して、というより揺らぎをうまく利して、正しく進行する。この仕掛けを、蛋

白質分子の構造とその変化に基づいて、解明したい。 

後述するように、いま、蛋白質分子１個の構造変化を、その分子がまさに働いている現

場で、リアルタイムで捉えることが可能になりつつある。一方向にではあるが本質的に気

まぐれに働く、したがって互いに同期させられない、蛋白質分子機械のメカニズムは、一

分子観察により初めて解明される。X 線結晶構造解析で静的構造の分かった蛋白質を対象

に、いつどのような構造変化が起きて反応を進めるのかを明らかにする。 

蛋白質分子機械に内蔵された一方向性反応のプログラムが具体的に解明された例はまだ

ない。本研究により、手法も含めて、新しく一分子生理学・一分子工学が切り開かれるも

のと期待する。 

具体的目標の第１として、メカニズムを推定する基礎となる原子構造が解かれており、

なおかつ典型的な方向性反応（１方向への移動）を示す系として、ミオシンおよびキネシ

ン分子モーターの動作機構の解明を目指す。近年の研究の進展により、機構解明まであと

１歩の所まで来ている系である。第２に、プロトン ATPase による ATP 合成反応機構の解

明を目指す。こちらも原子構造が解かれており、現時点ではまだ確証がないが分子内回転

が重要な役割を果たすと予想されているので、分子間の直線的移動が仕事であるモーター

との対比を念頭に置く。 

 

以上を実現するため、慶應義塾大学木下研究室を中心とした計測センターグループ（浜

松ホトニクス㈱の協力も得て光学顕微鏡の新技術を開発するとともに、分子モーターと

ATP 合成酵素のメカニズム研究への応用を担当；研究開始当初は ATP 合成酵素が分子モー

ターの仲間入りするという明確な意識がなかった）、早稲田大学石渡研究室を中心とした分

子モーターグループ（リニアー分子モーターの精製・再構成・メカニズム解析を担当）、東

京工業大学吉田研究室を中心とした ATP 合成酵素グループ（同酵素の再構成とメカニズム

解析を担当）の３グループからなる組織を立ち上げた。 

といっても、明確な分担意識があったわけではない。また、５年間分のはっきりした研

究計画があったわけでもない。とにかく、若い人たちに存分に研究に打ち込む場を提供し

たいというのが、根本であった。自由にのびのびとやってもらったつもりであるが、実際
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にそうであったかどうかは、参加した研究者の本音を聞いてみないと分からない。始める

前からある程度分かっていたことではあるが、一分子相手の仕事は、努力だけでは不十分

で運命の神様に好かれないと結果がでない。うまくいかなければ論文の書きようがないと

いう、若い人には過酷な分野である（年寄りには手の出しようもない）。５年間で、このこ

とはさらに思い知らされた。失敗する自由まで押しつけられてしまいながら努力を重ねて

くれた仲間に感謝したい。 

すでに述べたように、研究代表者は、当初の予想をはるかに超える成果が得られたと考

えている。実質３年半で研究チームが解散せざるを得ないのは残念であるが、今後も共同

研究を続けて、分子機械の働く仕組みは分かってしまったぞ、と言ってみたいものである。 
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３．研究実施体制 
 

 

 

 

帝京大学 

浜松ホトニクス（株）

研究代表者 

  木下一彦 

計測センターグループ（帝京

大学生物工学研究所内）及び

岡崎国立共同研究機構・統合

バイオサイセンスセンター 

研究者の派遣 

ＡＴＰ合成酵素および核酸モー

ター、ミオシンモーターなど１

分子計測、および、１分子観測

用光学顕微鏡の概念設計を担当

分子モーターグループ 

早稲田大学・理工学部 
物理学科・石渡研究室 

ミオシン・キネシンなどモー

タータンパク質の精製・再構

成を担当 

ＡＴＰ合成酵素グループ 
東京工業大学・資源化学研究所

ＡＴＰ合成酵素の 
発現・再構成を担当 
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４．ワークショップ・シンポジウム等 
年月日 名称 場所 参加人数 概要 

平成９年 

３月15日 
第１回 SKY セミナー 慶應義塾大学矢上キャンパス 38 名 研究発表及び討論会 

平成９年 

７月26日 
第２回 SKY セミナー 東京工業大学資源化学研究所 43 名 研究発表及び討論会 

平成９年 

10月25日 
第３回 SKY セミナー 早稲田大学大久保キャンパス 37 名 研究発表及び討論会 

平成10年 

１月10日 
第４回 SKY セミナー 帝京大学生物工学研究センター 35 名 研究発表及び討論会 

平成10年 

７月17日 
第５回 SKY セミナー 東京工業大学長津田キャンパス 45 名 研究発表及び討論会 

平成10年 

11 月７日 
第６回 SKY セミナー 早稲田大学大久保キャンパス 40 名 研究発表及び討論会 

平成11年 

１月11日 
第７回 SKY セミナー 慶應義塾大学矢上キャンパス 43 名 研究発表及び討論会 

平成11年 

７月23日 
第８回 SKY セミナー 東京工業大学長津田キャンパス 41 名 研究発表及び討論会 

平成11年 

12月11日 
第９回 SKY セミナー 早稲田大学大久保キャンパス 38 名 研究発表及び討論会 

平成12年 

１月15日 
第10回 SKY セミナー 慶應義塾大学矢上キャンパス 40 名 研究発表及び討論会 

平成12年 

10 月６日 
第11回 SKY セミナー 東京工業大学長津田キャンパス 45 名 研究発表及び討論会 

平成13年 

１月13日 
第12回 SKY セミナー 早稲田大学大久保キャンパス 39 名 研究発表及び討論会 

平成13年 

10月13日 
第13回 SKY セミナー 慶應義塾大学矢上キャンパス 42 名 研究発表及び討論会 
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５．主な研究成果 
(1) 論文発表（国内 11 件、海外 66 件） 

1. Suzuki, Y., Ohkura, R., Sugiura, S., Yasuda, R., Kinosita, K., Jr., Tanokura, M., and Sutoh, K.  
Modulation of actin filament sliding by mutations of the SH2 cysteine in dictyostelium myosin 
II. Biochem. Biophys. Res. Commun. 234: 701-706 (1997). 

2. Sase, I., Miyata, H., Ishiwata, S., and Kinosita, K., Jr.  Axial rotation of sliding actin 
filaments revealed by single-fluorophore imaging. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 94: 5646-5650 
(1997). 

3. Yasuda, R., Noji, H., Kinosita, K., Jr., Motojima, F., and Yoshida, M.  Rotation of the 
gamma-subunit in F1-ATPase-Evidence that ATP synthase is a rotary motor enzyme. J. 
Bioenerg. Biomemb. 29: 207-209 (1997). 

4. Noji, H., Yasuda, R., Yoshida, M., and Kinosita, K., Jr.  Direct observation of the rotation of 
F1-ATPase. Nature 386: 299-302 (1997). 

5. Miyata, H., Kinosita, K., Jr., and Marriott, G. Cooperative association of actin protomers and 
crosslinked actin oligomers in filaments at low ionic strength. J. Biochem. 121: 527-533 
(1997). 

6. Sasaki, Y.C., Yasuda, K., Suzuki, Y., Ishibashi, T., Satoh, I., Fujiki, Y. and Ishiwata, S.  
Two-dimensional arrangement of a functional protein by cysteine-gold substrate interaction: 
Enzyme activity and characterization of a protein monolayer on a gold substrate. Biophys. J. 72: 
1842-1848 (1997). 

7. Ishiwata, S., Miki, M., Shin, I., Funatsu, T., Yasuda, K. and dos Remedios, C.G. Inter-head 
distances in myosin attached to F-actin estimated by fluorescence energy transfer spectroscopy.  
Biophys. J. 73: 895-904 (1997). 

8. Kato, Y., Matsui, T., Tanaka, N., Muneyuki, E., Hisabori, T., and Yoshida, M. Thermophilic 
F1-ATPase is activated without dissociation of an endogenous inhibitor, εsubunit. J. Biol. 
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