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1．はじめに
シンクロトロン放射光によるX線回折･散乱法の

生物試料への応用といえば、だれでも蛋白の結晶構

造解析を連想するであろう。確かにSPring-8の利用

研究課題数を見ても蛋白の結晶構造解析が大きな割

合を占めているし、またポストゲノムプロジェクト

の元でこの分野のさらなる発展が期待されているの

は周知のとおりである。しかしX線回折･散乱法の

応用にはその他に小角散乱･繊維回折という大きな

分野がある。今回とくに繊維回折について解説する

が、この手法の特長は何であろうか。

結晶構造解析の特長は、文字どおり極めて規則的

に配列した蛋白分子の集合体（通常は単一の分子種

か、少数の分子種の複合体）を対象とすることで、

原子レベルの空間分解能が得られる。一方で蛋白分

子が結晶内で置かれている環境は、通常生理的条件

とは大きく異なっている。それに対して繊維回折の

場合は、空間分解能はナノメートル以下で、原子レ

ベルの解像力を得るのは難しい。また繊維状の集合

体を形成する蛋白に対象が限定されるのも欠点であ

る。しかし最大の特長は生理的条件下で機能する蛋

白の構造を調べることができる点で、生きている組

織や細胞から直接回折像を記録することも可能であ

る。多種の分子の集合体が解析の対象にされること

も多い。分子配列の乱れ（disorder）は一般的には

構造解析上の障害とみなされるが、生体内の蛋白分

子集合体の場合にはそれが機能上重要な意味を持つ

ことがあり、その評価が繊維回折では1つのポイン

トとなる。

現在までに用いられた繊維回折実験の対象には、

古典的な例であるDNA、筋肉、コラゲン、原核生

物の鞭毛、変わったところではクモの糸などがある。

ここでは筋肉を用いた実験の例として、我々の最近

の研究成果［1］を紹介する。

2．筋肉の収縮機構
脊椎動物の骨格筋は直径50～100マイクロメート

ル程度の筋細胞が多数集まってできている。個々の

筋細胞には収縮装置と呼ばれる収縮蛋白の集合体が

ぎっしり詰まっていると考えてよい。この収縮装置

の機能上の最小単位はサルコメア（Fig. 1a）と呼ば

れる構造で、収縮装置はこれが多数直列につながっ

て構成されている。サルコメアの中で最も重要な構

造はアクチン、ミオシンという収縮蛋白が重合して

できた2種類のフィラメントで、筋収縮はこの2種の

フィラメントが互いに滑り合うことで生じる（Fig.

1b）。アクチンは分子量約4万の球状蛋白である。

ミオシンは6個のサブユニットからなる分子量約40

万の蛋白であるが、全体としては2個のやや球状の

頭部と、α-ヘリックスのコイルドコイル構造を持
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つ尾部に分けることができる（Fig. 1c）。ミオシン

頭部にはアクチン結合部位とATP結合部位がある。

一方尾部はフィラメントの形成に関与する。ミオシ

ン頭部はアクチンに結合し、ATP加水分解時に放

出される化学エネルギーを利用した首振り運動を行

うことで収縮力を発生するといわれてきた（首振り

説［2］）。最近ミオシン頭部の結晶構造が解かれ［3］、

その結果ミオシン頭部はさらにアクチン、ATPの

結合部位を持つモータードメインと、1本のα-ヘリ

ックスの周りに2本の軽鎖（サブユニット）をつけ

たレバーアームからなることが示された（Fig. 1d）。

そしてミオシン頭部全体ではなくて、アクチンに立

体特異的に固定されたモータードメインに対してレ

バーアームのみが首を振ることで収縮張力が発生す

ると考えられるようになった（Fig. 1e）。

3．筋肉のX線回折
筋肉を構成する2種の収縮蛋白はそれぞれがフィ

ラメントを形成し、その中で個々の蛋白分子はらせ

ん状に配列している。このらせんの周期はアクチン

とミオシンで異なるので、X線回折像には2種のら

せん周期に由来する反射が現れる。またフィラメン

トはサルコメアの断面中で六角格子状に配列してい

るので、この配列に由来する反射も出現する。ここ

で取り上げるのはアクチンのらせんに由来する反射

である。

連続らせんのX線回折像（フーリエ変換像）は、

らせんの軸に沿って原点から遠ざかるにつれて次数

の上がる一連の整数次のベッセル関数となり、各次

のベッセル関数はらせんの軸に直角な層線反射とし

て現れる。らせん状に並んだ分子（不連続らせん）

のX線回折像は、この一連のベッセル関数と分子

（モノマー）間隔の逆数を周期とする周期関数のた

たみ込みになる。アクチンのらせんは、らせんの周

期 が モ ノ マ ー の 間 隔 の 整 数 倍 に な ら な い

nonintegral helixで、モノマーの間隔が約2.7ナノメ

ートル、13/6らせん（6らせん周期中に13モノマー）

あるいは28/13らせんとして表現される。結果とし

て得られる回折像はFig. 2の様であり、5.9と5.1ナ

ノメートルの周期に相当する層線反射の強度は特

に高い。

4．実験方法と結果
X線回折の試料として、十分な信号を得るため従

来は筋肉をまるごと（全筋）用いていた。SPring-8
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Fig. 1 Structure of the contractile machinery of muscle. (a), structure
of a sarcomere consisting of two sets of filaments (myosin and
actin). (b), mechanism of contraction, which is caused by the
sliding of the filaments relative to each other. (c), structure of a
single myosin molecule. (d), structure of a myosin head,
consisting of motor and lever arm domains. (e), conventional
explanation of the mechanism of contractile force production,
caused by the swing of the lever arm domain on the motor
domain bound to an actin filament in a stereospecific manner.

Fig. 2  Schematic diagram of the diffraction pattern obtained from
actin filaments. The pattern consists of a series of layer line
reflections, of which the ones indexed to the periods of 1/5.9
nm-1 and 1/5.1 nm-1 (arrows) are the strongest.
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のアンジュレータ光を用いれば単離した直径50マイ

クロメートル程度の筋細胞30本程度を用いて、わず

か1秒の露光で全筋からのものに匹敵する画質の回

折像を記録することができる。実験はBL45XU小角

散乱ステーション［4］で行い、用いた検出器はイメ

ージインテンシファイヤと冷却CCDカメラ（1000×

1018画素）の組み合わせである。

Fig. 3aは、ウサギの骨格筋細胞をFig. 1bとは逆

方向に引き伸ばし、ミオシンとアクチンのフィラメ

ントの重なり合いを殆どなくしたもののX線回折像

である。この状態ではアクチンフィラメントのまわ

りにミオシン頭部がないので、裸のアクチンフィラ

メントのX線回折像が記録できる（Fig. 2に相当）。

Fig. 3aではその他、ミオシンフィラメントのらせん

に由来する反射も弱く現れている。用いた筋細胞は、

予め界面活性剤で細胞膜を取り除いてある。こうす

ることで収縮蛋白の溶液環境を自由にコントロール

できるほか、拡散によって外来の蛋白などを細胞内

に導入することもできる。

Fig. 3bは、上の筋細胞に尾部から酵素処理によ

って切り離したミオシン頭部を、ATP非存在下で

細胞内に導入したもののX線回折像である。ATPが

存在しないと、ミオシン頭部はアクチンに立体特異

的に強く結合する(死後硬直の状態)。このとき、ミ

オシン頭部はモータードメインからレバーアームの

先端に至るまで厳密にアクチンのらせん周期に従っ

て配列するので、アクチンの周期に由来する反射は

いずれも著しく増強される。

それでは、硬直状態ではなくて収縮時(ATP存在

下)には、ミオシン頭部はどのような状態でアクチ

ンと相互作用しているのであろうか？困ったこと

に、ATPにはミオシンの反応基質として働くほか

にミオシン頭部をアクチンから解離させる作用もあ

る。従ってFig. 3bの筋細胞にATPを加えればミオ

シン頭部はアクチンから外れ、拡散により失われて

しまう。そこで、EDCと呼ばれる架橋試薬を用い

てミオシン頭部がアクチンから解離しないようにし

ておく。こうすることで収縮時に相当するX線回折

像を記録できるばかりでなく、アクチンに結合した

ミオシン頭部の数を常に一定にできる利点もある。

これはX線回折像を解釈する上で極めて重要であ

る。実はEDCで架橋したとき、ミオシン頭部の

ATP分解活性は生筋の収縮時よりもはるかに高い。

これはミオシン頭部がアクチンから解離しないの

で、反応論的にはミオシン頭部に対するアクチン濃

度を無限大に外挿したATP分解速度（Vmax）が得

られるためと解釈されている［5］。

このようにしてミオシン頭部が最大限に活性化さ

れたときのX線回折像がFig. 3cである。従来の説明

に従えば、このときレバーアームは首振り運動をし

ているとはいえ、バルキーなモータードメインは依

然アクチンに立体特異的に結合している。従って硬

直状態（Fig. 3b）でみられたアクチン層線反射の著

しい増強は、かなりの割合で残ると予想される。し

かし実際に観察された回折像（Fig. 3c）は裸のアクチ

ンのもの（Fig. 3a）によく似ており、特に5.9ナノメ

ートルの層線反射の強度分布は全く区別がつかなか

った。立体特異的結合の生じている形跡は殆どない。

Fig. 3 Diffraction patterns recorded from an array of overstretched single rabbit skeletal muscle fibers. (a), pattern recorded in the absence of
exogenously introduced myosin head. Layer lines typical of bare actin filaments are observed. (b), pattern recorded after myosin heads
had been exogenously introduced in the absence of ATP. The actin-based layer lines are strongly enhanced because of the
stereospecific labeling of the actin filaments by the myosin heads. (c), pattern recorded in the presence of ATP after exogenously
introduced myosin heads had been cross-linked. The actin-based layer lines are as weak as those of bare actin filaments and there is
little sign of stereospecific binding.
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以上の結果は、最大限に活性化されたときにレバ

ーアームだけでなく、ミオシン頭部全体がアクチン

上で大きく揺動していることを示している。モデル

計算によると、ミオシン頭部はアクチンの周期に従

う部分が殆どなくなるくらい激しく揺動している必

要がある。実験結果はレバーアームの首振り運動の

存在を否定するものではないが、収縮力発生機構は

それだけで説明できるほど単純ではないことを示し

ている。立体特異的結合はエネルギー的に安定な状

態で、それに近づこうとする傾向が収縮力発生の重

要な要素であっても不思議ではない。それにもかか

わらず立体特異的結合がみられないのは、立体特異

的結合が形成される前にATP分解反応が先に進ん

でしまうためと想像される。このようにミオシン頭

部を常にエネルギー的に不安定な状態に置くことが

効率的な収縮力発生を保証する仕組みなのかもしれ

ない。

5．意義
以上のように、繊維回折法によって機能している

生体分子集合体の構造解析が可能である。この中に

は生体分子の立体構造そのものの決定の他に、分子

配列の乱れ（disorder）から生体分子の動態を知る

ことも含まれる。本研究ではその「乱れ」がまさに

1つのキーワードになっていて、その解析から筋収

縮機構の本質にかかわる情報が得られている。生き

た試料からそのまま繊維回折像を得るのも1つの研

究法であるが、本研究ではそれ以上に種々の操作を

試料に加えている。例えば外来のミオシン頭部を細

胞内に拡散させ、さらにそれをアクチンに化学架橋

している。このとき筋細胞内のアクチンは、外来の

ミオシン頭部を規則的に配列させるための定規とし

て使われていると言えなくもない。従って拡散させ

るミオシン頭部は起源の異なるものでも構わない。

例えば家族性拡張心筋症の原因となる心筋の変異ミ

オシンはもちろん、致死性となるような重度の変異

を持ったミオシンでもインビトロで発現･精製がで

きれば同様に骨格筋細胞中に拡散させ、化学架橋し

てその挙動を繊維回折法により解析することができ

るであろう。さらに各種の細胞に分布するが、機能

が十分には解明されていない各種の非筋ミオシンの

構造･機能解析にも本手法は応用できるであろう。

このように本研究で用いられた手法は基礎研究のみ

ならず心筋症の発症機構の研究など、臨床的応用研

究にも役立つことが期待される。
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