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ガス雰囲気試料室による生きたミオシンフィラメントにおける
ミオシン頭部のATPに対する運動の電子顕微鏡下の研究
I．実験条件の設定とミオシン頭部の運動の可視化

帝京大学医学部名誉教授 杉 晴夫

要 旨
高倍率の電子顕微鏡下の生きた細菌などの微生

物の観察は医学・生物学者の多年の夢であった．
この目的のため，電顕内の試料室に水蒸気を循環
させて試料を湿った〈生きた〉状態に保つガス雰
囲気試料室が考案され，世界各国で研究が試みら
れた．しかし細胞の機能の電子線による損傷のた
め，生物試料の細胞レベルでの電顕観察は不可能
であることが分かり，これらの研究は不成功に終
わった．筆者は生体を構成する，生きた（水溶液
中でその生理的機能を保持した）生体高分子の機
能研究にはガス雰囲気試料室が使用できると考
え，1980 年代から，我が国で隔膜型ガス雰囲気試
料室を開発した日本大学深見研究室と共に研究を
開始した．研究目標は筆者のライフワークである
筋収縮機構の研究の延長として，生きた骨格筋ミ
オシンフィラメント・クロスブリッジのATP加
水分解にともなう運動の電顕下の記録であった．
筆者らは約 10 年の試行錯誤を経て，まず取り扱い
の容易なミオシン・パラミオシン複合体フィラメ
ント上のクロスブリッジの運動記録に成功し
た［1］．この研究は学内事情により中断したが，
筆者が勤務先定年退職後，日本電子株式会社で研
究を再開し，脊椎動物骨格筋の生きたミオシン
フィラメント・クロスブリッジのATP加水分解
にともなう可逆的な変化の電顕下記録に成功し，
多くの画期的な成果を得ることができ，現在も得
られつつある［2, 3］．これらの成果は世界にさきが
けて，生きた生体高分子の機能を電顕下に研究す
る道を開拓したものである．ここではまずガス雰

囲気試料室について説明し，ついで筆者らの試行
錯誤を含む研究の過程のそれぞれの時点での，筆
者らの研究に対する国内外の反応についても言及
したい．本文が若い研究者の方々に刺激を与える
ことができれば，望外の幸せである．

1．ガス雰囲気試料室（gas environmental cham-
ber）の構造
電子顕微鏡下に生きた微生物を観察する医学・

生物学者の多年の夢の実現のために世界各国で考
案されたのが，ガス雰囲気試料室（gas environ-
mental chamber，略称 EC）あるいは水和試料室
（hydration chamber）である．ここではもっぱら
ECという略称を使用する．生物試料は，電子顕微
鏡中にマウントされたEC中にガス（水蒸気）を循
環させることにより，湿った（生きた）状態に保
たれる．このECの開発に関しては広汎な総説［4］
がある．
ECには二つの型がある．一方は隔膜型（film-

sealed）ECで，electron beamを通過させるEC
の上下の開口部（aperture）に張られた sealing
film により EC内部は電子顕微鏡内部の高真空か
ら絶縁されている（図 1A）．他方は aperture-
limited EC と呼ばれ，EC内部は電顕の高真空と
絶縁されておらず，試料は水蒸気を吹き付けるこ
とにより生きた状態に保たれる（図 1B）．これらの
ECを用いて生きた単細胞生物を電顕下に観察す
る試みが数多く行われたが，細胞の発生，成長，
分化，増殖等の生理機能は電子線照射によって急
速に損傷されることが判明し，このような試みは
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図 1．ECの二つの型

図 2．Hugh Huxley の滑り機構の発見．図の左はミ
オシンフィラメントから突き出たミオシン頭部と
アクチンフィラメント間の非同期的な結合・変形・
解離サイクルの模式図．右は筋肉内のアクチンフィ
ラメントとミオシンフィラメントが形成するフィ
ラメント格子構造を示す電子顕微鏡写真［5，6］．

すべて失敗に終わった．
以後ECは国外では材料科学，環境科学等の分

野の研究者により，種々の無機化学反応のその場
観察（in situ observation）にしばしば使用されて
いるが，ECによる医学・生物学分野の研究は現
在に至るまで国内外で，筆者らの研究を除き全く
行われていない．しかし，生体を構成し重要な生
理機能を担う生体高分子の機能は，生きた細胞の
機能より遥かに電子線に対する抵抗力があり，こ
のような分野の研究にECは威力を発揮すると考
えられる．この期待はわが国で行われた筆者らの
研究により実現された．

2．Hugh Huxley らによる筋フィラメント格子と
筋フィラメント間の滑りの発見
筋収縮の分子レベルの機構に関して偉大なブ

レークスルーを成し遂げたのは，周知のように
Hugh Huxley らによる，2種の筋フィラメント間
の滑り機構の発見であった［5, 6］．Hugh Huxley
は筋肉のアクチンフィラメントとミオシンフィラ
メントの 6角格子構造を電顕により示すと共に
（図 2），更に洞察を飛躍させてミオシンフィラメ
ントから側方に突き出た突起（ミオシン分子の頭
部，ここではクロスブリッジと呼ぶことにする）が

アクチンフィラメントの結合サイトと結合―変
形―解離サイクルを繰り返すことにより筋肉の短
縮あるいは張力発生を行うと考えた（図 2）．Hugh
Huxley が 1978 年に筆者と交わした会話では，彼
がこのサイクル仮説を考えついたのは彼が電顕下
に 2種の筋フィラメントを観察した瞬間だったと
いう．人類の叡智の頂点とも言うべき洞察と言わ
ねばならない．この筋収縮滑り機構の記念碑的発
見からすでに半世紀が過ぎたが，この分野の研究
は未だに図 2左の仮説のレベルから発展を遂げた
とはいいがたい．一般に，ある天才により飛躍的
に開拓された研究分野は，その後飛躍のない状態
の続く normal science の期間に入る傾向がある．
筋収縮の研究分野はまさにこの normal science状
態が続いているのである．
筆者はかねてHugh Huxleyの偉業に感服する

と共に，図 2のクロスブリッジ運動サイクルを電
顕下に可視化したいと思っていた．1978 年に
Hugh Huxleyが筆者の主催する国際シンポジウム
に参加のため来日した際，彼にこの考えを話した
ところ，「そんなことが出来るものか」と一笑に付
されてしまった（図 3）．しかし現在，種々の幸運
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図 3．Hugh Huxley と筆者
図 4．ECに使用する炭素絶縁薄膜

とよい共同研究者に恵まれ筆者の夢は実現し，さ
らに未知の領域に進展しつつある．本稿ではまず
筆者らが使用したECの構造と作動について説明
し，ついで筆者らがこのECを使用して成功した，
電子顕微鏡下のミオシン頭部の運動の可視化に至
る研究の道筋を説明したい．

3．我が国に於ける隔膜型（film-sealed）ECシス
テムの開発
3・1 日本大学深見研究室による炭素隔膜

（carbon sealing film）の開発
ECシステムの最重要部は 1気圧の圧力差に耐

える絶縁隔膜である．筆者らの使用するECの絶
縁薄膜は，日本大学文理学部の深見章教授が開発
された炭素薄膜である．
ECにより記録される試料電顕画像の解像力と

コントラストは，絶縁薄膜の厚さの減少とともに
増大する．深見らの研究によると，電顕画像解像
力 1nmを得るには薄膜の厚さが 15―20nmでな
ければならない．一方薄膜の耐えうる圧力差は，
薄膜表面積の増大と共に急激に減少する．例えば
ECの開口部（直径 50µm）をカバーする薄膜が 1
気圧の圧力差に耐えるには，その厚さが 100µm
以上なければならず，電顕画像の解像力は著しく
低下する．またECの外壁を構成する金属ブロッ
クに 50µm以下の直径の開口部を穿つことは技術
的に困難である．
深見らはこの技術的難問を，高分子有機化合物

（cellulose acetobutylate）から成る微細格子の使
用により解決した［7］．図 4に見られるように，
この微細格子のうち格子中の hole の直径が小さ
すぎるもの（図 4A），hole の直径が不ぞろいなも
の（図 4B）を除外し，hole の直径ほぼ均一（5～
8µm）なもの（図 4C）を使用する．この微小格子
で炭素薄膜（厚さ約 20nm）を保持することによ
り，十分な解像力と耐圧性をもつ絶縁薄膜が得ら
れる［8］．深見らは日本電子株式会社と共同でこ
の炭素絶縁薄膜を使用する隔膜型ECを作製し透
過型電子顕微鏡に装着し，無機化学反応のその場
観察（in situ observation）を行うとともに，医学・
生物学分野の共同研究者を探し求めていた．
丁度その頃，筆者は九州大学での生理学会大会

で，故緒方道彦教授から「杉君そろそろ電顕で実
験をする時代になったのではないかな」と言われ
てはっとし，帰京早々医科歯科大学の故石川春律
教授に電話したところ，「私は今や電顕下での実験
が可能になったと思います．しかし我々解剖学者
にはとても手がでません．杉先生ならきっとお出
来になるでしょう．是非やってください．」とのこ
とである．この石川教授の言葉に勇気づけられて
から間もなく，幸運にも日本大学の深見教授にお
会いする機会を得ることが出来，意気投合して共
同研究をスタートさせた．研究課題は筆者の長年
の夢であった「ミオシンフィラメント上のクロス
ブリッジのATPに対する運動の電顕下での記
録・測定」である．
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図 5．ECの模式図

3・2 生理学実験に適したECシステムの製
作
深見研究室との共同研究は，ECによる骨格筋

筋原線維のATPによる短縮の低倍率での記録に
成功し発表した［9］後，日本電子株式会社伊藤一
夫社長のご好意により筆者の研究室に筆者の設計
したECシステムが設置されたのを機に，それぞ
れ独自に研究を進めることとなった．図 5は筆者
らが現在にいたるまで使用しているECシステム
［1］の模式図である．EC本体は金属ブロックに穿
たれた円筒形（内径 3.5mm，深さ 0.8mm）のコン
パートメントである．EC上下の電子線の通路と
なる開口部は，9個の円形の hole（直径 0.1mm）を
持つ銅板が取り付けられ，この銅板表面が既に説
明した炭素絶縁薄膜（厚さ，15―20nm）で覆われ
ている．
実験試料は下部の薄膜上にマウントされ，薄い

実験液層で覆われる．実験液層の厚さ（0.5µm以
下）は，EC内部に水蒸気（water vapor，温度，
26―28℃）を適当な速度で循環させることにより
一定に保たれる［10］．鮮明な試料像を得るため，
EC内部の気圧は 90torr とした．筆者が設計した
ECでは，試料（ミオシンフィラメントのクロスブ
リッジ）にATPを投与するため，ガラス微小電極
（ATP電極，電極抵抗約 200MΩ）が組み込まれて

いる．この微小電極は 100mMATPで充填され，
電気刺激装置からの電流を流すことにより，負に
帯電したATP ion が電極から放出され，実験液中
を拡散して試料に達する［11］．この方法で電気泳
動的（iontophoretic）に試料に与えられるATP
が試料に到達する時間は，EC中にマウントされ
た筋原線維のATPによる収縮を光学顕微鏡下に
記録することにより，20―30s を要することを確
認した．
図 6は透過型電子顕微鏡に装着するEC sys-

tem全体の写真を，図 7には EC部分を拡大した
写真を示す．

4．実験試料像の観察と記録
4・1 収縮性蛋白質の機能を損傷する臨界的

な電子線照射量の測定
筋肉を構成する収縮性蛋白質（アクチンとミオ

シン）の機能を損なうことなく電顕下に実験を行
うためには，収縮性蛋白質がその機能を保持する
臨界的な電子線照射量を決定する必要がある．こ
の研究は，筆者の研究室から深見研究室に移った
須田らによって行われた［12］．彼らはEC中にマ
ウントした筋原線維のEC中に注入したATP溶
液に対する収縮を低倍率の電顕下（倍率，2,500×）
に観察し，筋原線維を構成するアクチンとミオシ



OPINION● 105

図 6．EC system 全体の写真 .（A）top view.（B）
side view.

図 7．EC部分の拡大写真．（A）EC system先端部．左
端に円形のEC試料室，中央にATP電極装着部
（矢印）が見える．（B）EC試料室（矢印）を拡大
したもの．

ンの収縮機能に及ぼす電子線照射量（ファラデー
カップにより測定）の影響を調べた（図 8）．照射
する電子線総量が 5×10－4C�cm2以下では，電顕視
野中の全ての筋原線維がATPにより収縮した
が，電子線総量がこの臨界的な値を越えると筋原
線維のATPに対する収縮は非可逆的に消失し
た．この時，筋原線維の外観にはなんの変化も認
められなかった．
この臨界的な電子線総量は，後に筆者らのEC

中にマウントしたミオシンフィラメントのクロス
ブリッジのATPによる運動（電顕倍率，10,000×）
についても確認された．またミオシンフィラメン
トのATPase activity も同じ電子線総量を越える
と消失した．これらの結果に基づき，EC中のミオ
シンフィラメント試料の観察及び記録の際の電子
線総量は，ミオシンの生理機能の損傷を避けるた
め 10－4C�cm2以下とした．この電子線量の制限の
ため，電顕蛍光スクリーンに於ける電子線強度は
5×10－13A�cm2以下にする必要があり，極端に暗
い電顕視野でのミオシンフィラメントの観察と焦
点合わせには熟練と忍耐を要する．
4・2 試料像の記録
極端に暗い電顕視野でのミオシンフィラメント

像の記録（倍率 1万倍）は，X線フィルムの 60
倍の感度を持つイメージングプレート（10.2×7.7
cm，以後 IP と略称）により行った．記録時の電子
線強度は 1～2×10－12A�cm2，露出時間は 0.18s で

ある．初期の実験では IPの画素（pixel）数は約 3
百万であったが，現在の IPの画素数は約千 2百万
に増加しており，その結果倍率 1万倍での pixel
size は約 5×5nmから 2.5×2.5nmとなり，空間解
像力が増大している．この IP systemは，筆者らが
ECを使用する直前に富士フィルム株式会社と日
本電子株式会社の共同開発により製品化された．
既に述べた生体高分子試料に損傷を起こす電子線
量の制約により，倍率 1万倍でのミオシンフィラ
メント像の記録は 3～4回が限度である．
4・3 試料へのATPおよび ADPの投与
深見研究室のECでは，試料に投与するATP

は単にATP溶液を EC中に注入することにより
行われた．この方法では溶液注入により試料位置
が変化してしまう．筆者の研究室ではEC中に
100mM ATP又はADPを含む溶液を満たしたガ
ラス毛細管微小電極を装填し，これに current
clamp 回路を介して長方形電流（1s，10nA）を通
流することにより，負に荷電したATP又はADP
イオンを電極から放出させた［11］．このATP
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図 8. （A）ATP投与前の弛緩した筋原線維，（B）ATPにより収縮した筋原線維．
（C）筋原線維の収縮に及ぼす電子線照射量の影響［12］．

の電気泳動的投与（iontophoretic application）法
は，試料の位置を変化させることなく荷電した化
学物質を投与しうる利点がある．電極から放出さ
れるATPが EC中の実験液層を拡散して試料に
達する時間は 30s 程度と計算され，これは実際に
EC中にマウントされた筋原線維のATPによる
短縮を光学顕微鏡下にビデオ記録することにより
確認された．
4・4 個々のクロスブリッジの位置標識
生きた（つまり実験液中でその生理的機能を

保った）ミオシンフィラメント上のクロスブリッ
ジの運動を無染色状態で観察・記録するには，
個々のクロスブリッジを標識する必要がある．筆
者らは金粒子（colloidal gold particle，直径 15 又は
20nm）を抗体を介してクロスブリッジに結合させ
ることにより，個々のクロスブリッジの位置標識
をおこなった．使用した抗体はミオシン分子重鎖
の 50kDa セグメントと 20kDa セグメントを繋ぐ
ペプチド（EEGGGGKKGGKKKGSS）を抗原とす
る抗体（IgG）である［13］．この抗体の結合部位
はクロスブリッジの actin filamentへの結合部位
付近，つまりクロスブリッジの先端部分である．
またこの抗体は，ミオシン分子の 2個のクロスブ
リッジ（ミオシン頭部）のうち 1個のみに結合す
る（Sutoh, Tokunaga and Wakabayashi, 1989）．ク

ロスブリッジの金粒子標識の手順の詳細について
は既に詳細に説明されている［1］ので省略する．
抗体と金粒子により標識されるミオシンフィラメ
ント・クロスブリッジは，全クロスブリッジのご
く一部に止め，これによりミオシンフィラメント
上の金粒子間の間隔が十分に大で，個々の金粒子
（つまりクロスブリッジ）のATPに対する運動が
隣接する他の金粒子の運動と明確に区別できるよ
うにした．
4・5 実験結果の解析
ECによる実験がおこなわれた電顕倍率

10,000×での pixel size は，後で説明する 1997 年
の研究では 5×5nm，2008 年の研究では 2.5×2.5
nmである．ミオシンフィラメント像の記録（露出
時間 1.8s）の際各 pixel に到達する電子数は，1997
年の研究では約 30 個，2008 年の研究では 7―8
個である．各々の IP記録は多数の subframe に分
割し，monitor screeen 上で観察する．この際個々
のクロスブリッジ標識金粒子像は 2値化してその
輪郭を決定した後，その重心位置を computer に
より求めた［1, 2］．金粒子の重心を含む pixel の
縦，横の座標を 10 等分し，pixel 中の金粒子の重心
位置を 2桁の精度で表した．上記の方法により求
めた金粒子の重心位置をクロスブリッジの位置と
みなす．あとで説明するように，ATP非存在下で
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のクロスブリッジの位置は時間と共に殆ど変化し
ない．これは（1）EC中にマウントしたミオシン
フィラメントは炭素薄膜上に固く附着しており，
（2）クロスブリッジの熱運動が安定した平衡位置
を中心に起る［14］ため，個々のクロスブリッジ
の時間平均（露出時間，1.8s）位置が時間と共に変
化しないためと考えられる．この事実は，ATP
投与によるクロスブリッジの運動の測定に大変好
都合である．
ATP投与によるクロスブリッジの運動（位置の

変化）は，ATP投与前およびATP投与後の IP
記録を比較することにより測定される．この際 2
個の IP 記録に共通な座標軸が必要である．これは
IPに記録される炭素薄膜の小孔（小さな輝点）を
利用して得られた．この座標軸上のATP投与前
および投与後の金粒子の重心位置を x1，y1，およ
び x2，y2とすると，金粒子重心位置のATPによ
る移動距離Dは， √（x1－x2）2＋（y1－y2）2となる．

5．ミオシン・パラミオシン複合フィラメントの
実験
5・1 複合フィラメント使用の理由
以上説明したECを使用する実験系が完成した

際，筆者らはまず最も一般的，普遍的な結果が得
られる温血脊椎動物（ウサギ）骨格筋から分離し
た native ミオシンフィラメントを実験試料とし
て用いることを計画したが，以下に述べる理由に
よりこの試料の使用を断念した．（1）Native ミオ
シンフィラメントは湾曲し凝集する強い傾向があ
るため電顕下の観察に不適当である．（2）ミオシ
ンフィラメントは細い（直径 20nm以下）ため，
background から区別しにくい．（3）ミオシンフィ
ラメントが細いため，フィラメントから側方に突
き出たクロスブリッジに抗体を介して結合させた
金粒子が炭素薄膜に接触し結合する可能性があ
る．このためATPによるクロスブリッジの運動
は著しく抑制されると予想される．したがって筆
者らは，骨格筋から分離したミオシン分子を重合
させた太い合成フィラメントの使用を試みたが，
この合成フィラメントは強く凝集する傾向があ
り，この問題の解決には時間がかかると考えられ

た．
筆者らは既にEC systemの構築に数年間を要

しており，早くクロスブリッジのATPに対する
運動の記録を試みたいと焦っていたので，実験に
適した試料として軟体動物の筋肉から抽出した
paramyosin を重合させた，太く長い合成 para-
myosin filament（直径，50―200nm；長さ，10―30
µm）の周囲にウサギ骨格筋のミオシン分子を結合
させた複合フィラメント（myosin-paramyosin
core hybrid filament）を使用することにした．こ
の複合フィラメントの構造は，ムラサキイガイの
前足糸牽引筋（anterior byssus retractor muscle，
略称ABRM）の native thick filament と類似して
いる［15］．ABRMのミオシン分子に対する抗体が
得られないため，筆者らはウサギ骨格筋のミオシ
ン分子を paramyosin filamentの周囲に結合させ
た［1］．
上記の hybrid filamentは実験試料として以下

の利点がある．（1）この filament は湾曲せずほぼ
直線状であり，また凝集する傾向が少ない．（2）直
径が大なため容易にその輪郭を background から
区別しうる．（3）ミオシン分子は太い paramyosin
filament の周囲に平行な列をなして配列するた
め，paramyosin filament 上部に結合したミオシン
分子のクロスブリッジの大部分は炭素薄膜に附着
することなく自由に運動しうる．この複合フィラ
メントのミオシン分子のMg-ATPase 活性は約
0.13s－1（28℃）で，この値は抗体との結合により
変化しない．
5・2 ATP非存在下でのクロスブリッジ位置

の安定性
図 9Aは EC中にマウントされた生きた複合

フィラメントの IP記録である．フィラメント上の
クロスブリッジに結合させた金粒子が明瞭に見ら
れる．図 9Bはフィラメントを固定液で固定した
後，negative staining と rotary shadowing 処理し
た通常の電子顕微鏡像である．フィラメントが実
際に金粒子が付着したクロスブリッジで覆われて
いることがわかる．図 9Cはフィラメントの IP
像を拡大したもので，金粒子像のサイズにばらつ
きのあることが分かる．これは限られた露出時間
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図 9．EC中にマウントされた生きた複合フィラメント（myosin-paramyosin core 
complex filament）の IP 像．（A）クロスブリッジを金粒子で標識した複合フィ
ラメントの IP 像（Bar, 500nm）．（B）Negative staining と rotary shadowing
を行った複合フィラメントの通常電子顕微鏡像（Bar, 100nm）．（C）複合フィラ
メントの拡大 IP 像（Bar, 100nm）［1］．

により，IPの各 pixel に到達する電子数のばらつ
きによるものである．
我々の研究の目的は，ATP投与に対する個々の

クロスブリッジの運動を記録することである．こ
の目的の成否は個々の金粒子，つまりクロスブ
リッジの位置が時間と共にどの程度変化するかに
かかっている．この基本的に重要な点を明らかに
するため，我々はEC中の同一フィラメント像を
ATP非依存下において 3―5分の間隔で 2回記録
し，フィラメント上の個々の金粒子の位置を比較
した．図 10Aは 1番目及び 2番目の IP記録にお
ける個々の金粒子（直径 15nm）の位置を，その重
心位置を中心とする直径 15nmの円〈●及び○〉に
よって重ね合わせて示したものである．図に見ら
れるように，●と○はほぼ完全に重なり合ってお
り，個々の金粒子の位置が時間とともに殆ど変化
しないことを示している．
図 10Bは同一の複合フィラメントの IP記録に

より求めた金粒子（つまりクロスブリッジ）の位
置変化測定値のヒストグラムである．141 例の測

定のうち 87 例は，位置変化の値は 5nm以内，つま
り pixel size，5×5nmからみて有意の変化では
ない．また残りの 54 例の測定のうち 50 例で，位
置変化の値は 5―10nmであった．この結果は，
個々のクロスブリッジのランダムな熱運動は，あ
る安定した平衡位置の周囲に起るため，金粒子像
の記録のためのシャッター露出時間（0.18s）で時
間平均された金粒子位置は時間と共に変化しない
ことを示している．クロスブリッジが安定した平
衡位置の周囲で熱運動を行っていることは，An-
drew Huxley［14］の収縮模型の基本的仮定であ
り，我々の実験結果はこの仮定と矛盾しない．こ
のATP非存在下のクロスブリッジ位置の安定性
は，ATP投与に対するクロスブリッジ運動記録の
成功を保証すると考えられ，我々を大いに勇気づ
けるものであった．
5・3 ATPに対するクロスブリッジの運動記

録の成功
我々は上記のクロスブリッジ位置の安定性（図

10A，B）に励まされて，EC中にマウントされた
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図 10．ATP非存在下でのフィラメント上のクロスブ
リッジ位置の安定性．（A）3―5分の間隔で記録し
た同一のフィラメント上のクロスブリッジの位置
を重ね合わせたもの．●と○はそれぞれ 1番目と
2番目の IP 記録における，クロスブリッジに結合
した金粒子の位置．点線はフィラメントの輪郭を
示す．（B）1番目と 2番目のフィラメント記録間
のクロスブリッジの位置変化のヒストグラム［1］．

フィラメント上の個々のミオシン頭部がATP電
極（図 5）から放出されるATPに反応して示す運
動の電子顕微鏡下の記録を開始した．しかしATP
電極への通流によるクロスブリッジへのATPの
電気泳動投与（iontophoretic application of ATP）
は技術的に多くの困難があった．これらの困難を
要約すると，（1）電子線の水中の散乱によるフィ
ラメント像の劣化を防ぐため，フィラメントをカ
バーする実験液の厚さは 500µm以下に保たねば
ならない．このためECを電顕に取り付ける際の
振動で，電極先端が水溶液から離れ，電極への通
流が不可能となる．（2）EC内部の圧力が大気圧か
ら約 90torr に低下するにつれてATP溶液中に気
泡が発生する．この気泡が電極先端部に詰まると，
やはり電極への通流が不可能となる．

これらのトラブルが生じると，その都度ECを
電顕から分離し，電極を交換しなければならない．
このため現在に至るまで，実験の進捗が著しく阻
害されている．我々はこの問題を解決するため，
Nd YAGレーザー光パルスによる caged ATPの
光分解の利用を考えた．しかしECの炭素薄膜が
レーザー光により容易に破壊されることが分か
り，この試みは失敗した．さらに我々は，レーザー
光により損傷されない SiO膜の使用を試みたが，
この膜は電子線の持続照射により損傷することが
分かった．なお最近，米国で開発され市販されて
いる SiN膜が，レーザー光，電子線の両方によく
耐えることが分かっている．
さて我々は当時，ATP電極への通流に手間取り

何ヶ月か空振りを続けた挙句，ある日EC実験の
担当者，秋元 剛君から，遂にATP電極への通流
に成功したとの報告を受けた．早速フィラメント
像を調べた結果，個々のクロスブリッジの位置が
ATP投与により明瞭に変化することが分かった．
遂に生きたミオシンフィラメントのクロスブリッ
ジのATPに対する運動が電子顕微鏡下に捉えら
れたのである．以後，ATP電極への通流にしばし
ば成功するようになり，データが徐々に蓄積され
た．結果を図 11 に要約する．図 11A，Bの IP 記
録例に見られるように，クロスブリッジの運動は
フィラメント長軸に対しほぼ平行で，常に一方向
にのみ起こる．図 11Cに示すように，クロスブ
リッジ運動の振幅は予想外に大で，平均値は
19.6±0.3nm（mean±SD，n＝512）であった．
この研究で使用した複合フィラメントでは，太

いパラミオシンフィラメントの周囲にミオシン分
子が単分子層をなして結合しており［15］，このと
き個々のミオシン分子の尾部はパラミオシンフィ
ラメント長軸に平行に走っていると考えられる．
つまりこの複合フィラメントに於いては，ミオシ
ン分子はその尾部でパラミオシンフィラメント上
に結合して複合フィラメントを形成しており，脊
椎動物骨格筋のミオシンフィラメントのようにミ
オシン分子がその尾部で互いに結合してフィラメ
ントを形成するのではない．ミオシン分子の頭部
と尾部と結び付けているミオシン分子のサブフラ
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図 11．ATP投与に対する複合フィラメントのミオシ
ン頭部の運動．（A，B）ATP投与前（●）及び投
与後（○）の金粒子の重心位置の変化を示す IP 記
録例．（C）ATPに対するミオシン頭部の運動の振
幅のヒストグラム［1］．

グメント 2部分は，ある条件下では頭部のATP
分解と共役して構造変化（helix to random coil
transition）をおこし著しく短縮する［16］．従って，
ミオシン-パラミオシン複合フィラメントで記録
された，ATPに対するミオシン頭部の運動は，ミ
オシン分子のサブフラグメント 2の短縮によるも
のと考えられる．
複合フィラメント上のミオシン頭部の運動は常

に一方向に向かっておこり，同一のフィラメント
上で運動方向の逆転はみられなかった．フィラメ
ント上のミオシン分子の配列の極性は，フィラメ
ント中央の bare region の両側で逆転するので，
ATPに対するミオシン頭部の運動方向もまた
bare region の両側で逆転することが期待される．
われわれはこのような記録を得るよう努力したが
成功しなかった．この理由は複合フィラメントの
長さが極めて長く（10µm以上），このためミオシ
ン頭部運動記録時の電顕倍率（1万倍）で bare re-
gion が電顕視野に入る可能性が低かったためと
考えられる．
ATPに対するミオシン頭部の運動は，その

ATPase activity を N-ethylmaleimide で消失させ
ると全く見られなくなった．またATPの代わり
にADPを電気泳動的に投与しても，IPの pixel
size（5×5nm）からみて，ミオシン頭部の有意な
運動は起こらなかった（図 12）
5・4 得られた結果の考察
本実験系にはアクチンフィラメントは含まれて

いない．従ってATP電極から放出されたATP
は実験液中を拡散して複合フィラメント上のミオ
シン分子頭部に達しこれと反応する．ミオシン分
子から分離したミオシン頭部（ヘビーメロミオシ
ンHMMまたはミオシンサブフラグメント 1）と
ATPの水溶液中の反応は詳細に調べられており
［17, 18］，ミオシン頭部のATP結合部位をMで
表すと，アクチンフィラメント非存在下では以下
の反応が起こり，ATPは反応中間体M・ADP・
Pi を経由してADPと無機リン酸 Pi に加水分解
される．
M＋ATP→M・ATP （1）
M・ATP→M・ADP・Pi （2）
M・ADP・Pi→M・ADP＋Pi（3）
M・ADP→M＋ADP （4）
反応（2）で生ずる反応中間体の平均 life time

は 10 秒以上であり，このためアクチン非存在下で
のミオシン頭部のATPase activityは 0.1―0.2s－1

のオーダーに過ぎない．従って，本研究で記録さ
れたATP投与に対するミオシン頭部の運動は，
上記の反応（2）に対応すると考えられる．反応中
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図 12．ADP投与に対する複合フィラメント上のミオ
シン頭部の運動の振幅のヒストグラム［1］．

間体M・ADP・Pi の平均 life timeは本実験の IP
への露出時間（0.18s）に比して十分長い（＞10s）
ので，M・ADP・Pi 状態にあるミオシン頭部の位
置は IPに明瞭に記録されると考えられる．
筋肉の収縮を起こすミオシン頭部のATP加水

分解と共役した運動サイクルは，一般に以下のよ
うに考えられている．
（I）ミオシン頭部がM・ADP・Pi の状態でアク
チンフィラメントと結合して，ミオシンフィラメ
ントとアクチンフィラメントを繋ぐクロスブリッ
ジを形成する．
（II）このクロスブリッジがATPの分解産物，
ADPと Pi を放出しつつパワーストロークを行
い，アクチンフィラメントをミオシンフィラメン
トの中央（bare region）に向かって手繰り寄せて
両フィラメント間の滑り（つまり収縮）を起こす．
（III）パワーストロークを完了したミオシン頭
部はアクチンと硬直（rigor）結合を形成した後，
別なATP分子と結合してM・ATP状態となり
アクチンフィラメントから解離する．
（IV）このミオシン頭部はATPを加水分解して
反応中間体M・ADP・Pi 状態となり，再びアク
チンフィラメントに結合しクロスブリッジを形成
する．この（III）の過程で，ミオシン頭部はパワー
ストロークを行う以前の状態にもどる．この（III）
の過程のミオシン頭部の運動の振幅はパワースト
ロークと等しく，方向はパワーストロークと反対
であり，リカバリーストロークと呼ばれる．

以上の考えに従えば，本実験でアクチンフィラ
メント非存在下に記録されたミオシン頭部の運動
は，反応（1）→（3）にともなうミオシン頭部の構
造変化，つまりミオシン頭部のリカバリースト
ロークを記録したものと考えられる．この解釈の
正しさを証明するには，複合フィラメント中央の
bare region でミオシン頭部の運動が bare region
から遠ざかる方向に起こることを示さねばならな
い．しかしすでに述べた理由により，われわれは
この実験には成功せず，この問題の解決には本誌
次号で述べるように約 10 年後に持ち越された．
5・5 筆者らの研究に対する国内外の反応
筆者らが生きた水溶液中で生理機能を保持した

ミオシン頭部のATP加水分解にともなう運動の
記録に成功して間もなく，英国グラスゴーで国際
生理科学連合（International Union of Physiologi-
cal Science）の Congress が開催され，私は丁度同
連合の筋肉分科会委員長に欧米の研究者によって
選出されたのでこれに参加し，Hugh Huxley 氏主
催のシンポジウムでわれわれのECによる実験結
果の口頭発表を行った．彼は筆者の報告に対し
“Congratulations”と祝意を述べ，さらに「将来あ
なたが，アクチンフィラメント存在下にATPに
対するミオシン頭部の運動記録に成功したら，わ
たしはその値をクロスブリッジのパワーストロー
クの振幅であると信ずる」と言ってくれた．
またこれより少し後に，筆者の友人であり，Na-

tional Academy of Science の会員であった筋収縮
研究の大家，William Harringtonhi 氏が急死し，彼
を追悼するシンポジウムが米国バルチモアで開催
され，私は 30 分にわたり詳しくECの研究結果を
説明する機会を得た．この際にも，筋収縮研究の
大家John Gergelyらは，“Beginning of new era！”
と過分な賞賛をしてくれた．会場にいた聴衆にも，
あとで『素晴らしい研究ですね，わたしもこんな
研究ができたら』と話しかけてくる者が何人か
あった．
一方，筆者が国内の学会で同様な発表を度々

行っても，（座長を含む）聴衆はいつも沈黙し，何
の発言もない．筆者は長年の経験から，この沈黙
を予期していたので全く気にしなかったが，この
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図 13．2000 年筆者の自宅にて．中央　Andrew Huxley 夫妻，右端と左端はそれぞ
れ筆者と共同研究者　秋元君．

図 14．箱根で 2002 年に開催された藤原セミナー

聴衆の態度は，我が国で芽生えかけている若い（大
研究室の後ろ盾のない）研究者の独創を圧殺する
だろうと心配している．
英国のAndrew Huxley 氏は周知のように 1963

年神経の活動電位のイオン機構でノーベル生理
学・医学賞を受賞後，筋収縮機構の研究に転じた．
彼は生理学者として，筋の構成要素を分解する生
化学的研究や，構成要素を人工的に再構成する生
物物理学的研究を好まず，筋線維の構造を出来る
限り保持した実験系から得られる結果を最も重視
する立場を貫いている．彼は 1997 年来日の際，筆

者の研究室に 3日間滞在し，われわれが蓄積した
実験データを，それらの解析法を含めて詳細に検
討し，米国科学アカデミー紀要（PNAS）掲載の労
をとられた［1］．
筆者は複合フィラメントの研究はこれで打ち切

り，長年の念願であった脊椎動物（ウサギ）骨格
筋のミオシンフィラメント上のミオシン頭部の
ATPに対する運動の記録，さらにはアクチンフィ
ラメント共存下で筋フィラメント間の滑りを起こ
すクロスブリッジのパワーストロークの記録に進
むことを考え，予備実験を開始した．しかし残念
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なことに，種々の学内事情により，1999 年より突
然筆者のEC実験の継続のための研究者および研
究費用の確保が不可能となり，筆者の定年退職す
る 2004 年までの 5年間は EC実験を中断するこ
とになった．
この間 2000 年の暮れにAndrew Huxley氏が私

の研究室を訪問され，「あなたがECにより筋収縮
の研究を再開し，結果がでるのを心から期待して
いる」と励ましてくださった（図 13）．また，2002
年には藤原科学財団のご好意により，筋収縮機構
に関する国際シンポジウム（藤原セミナー）を我
が国で開催させていただき，Hugh Huxley 氏ら多
数の国外参加者と筋収縮のクロスブリッジ機構に
ついて論議し，記録を出版することができた
（Sugi, H. Ed, Molecular and Cellular Mechanism
of Muscle Contraction, AEMB Vol. 538, Kluwer�
Plenum, New York, 2003）［19］（図 14）．これは当
時逆境にあった筆者を大いに勇気づける出来事で
あった．藤原財団にたいし改めて感謝いたします．
このシンポジウムでもHuxley 氏は筆者らの研究
の発展への期待を表明してくれた．
幸運にも筆者の定年退職直後，これまで筆者ら

のECによる研究に物心両面の援助を惜しまれな
かった日本電子株式会社のご好意により，同社に
研究拠点を移してECによる研究を再開すること
ができた．この研究の成果は非常に実り豊かなも
のであり，また筆者が定職を持たない一介の退職
教授であることを考えると奇跡的ですらある．こ
れらについては，本誌次号に詳しく説明したい．
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