


ファージの尾部 ,タ バコモザイクウイルス,ヘモン

アニン,筋肉の細いフィラメント,ク ロマトイド体 ,

種々の球状ウィルスなどがあり,細菌の紫膜を構成

するパクテリオロドプシンについてはグルコース包

埋法を用いて 7Åの分解能が得られている。

これらの例はすべて何 らかの対称性をもち正三角

二十面体対称性 (icosadeltahedral symme―

try)を もつ球状ウィルス,二次元結晶格子対称性
をもつ紫膜の他はすべてラセン対称性をもつ。ラセ

ン対称性をもつたものが成功例に多いのは,試料を
一方向から見た電顕像が三次元情報を十分含んでい

る場合が多いからであり,正三角二十面体対称性の

場合は二つの独立な方向からの電顕像が要 り,二次

元結晶格子の場合は試料を種々の角度に傾斜させて

得た電顕像の画像情報を集積してはじめて三次元情

報が揃うので, より困難な仕事となる。

私達が研究している筋肉の細いフィラメントはCa

イオンによる筋収縮制御の場であり,ア クチン (分

子量 42万 ), トロポミォシン (分子量 70万 ),
トロポニン(分子量 80万 )が 7モル :1モ ル :1

モルの割合で集合 した (細胞内では細いフィラメン

ト1本は46個の トロポニン分子を含む )ラ セン対称

性をもつた分子集合体であり,電顕像から15Åの分

解能で二次元像を再構成できる。私達は筋収縮制御

の際に細いフィラメン トに生じている三次元的構造

変化を探る目的で細いフィラメントの収縮可能な状

態 (活性状態 )を代表するアクチンートロポミオン

ン複合体 (図 1(a))と 収縮できない状態 (阻害状態 )

を代表するアクチンー トロポミォツンートロポニン

T― トロポニン I複合体 (図 1(b))の二次元像を再

構成 した。

球状に囲んだ領域はアタチン分子,組状に囲んだ

部分は トロポミオンン分子の一部である。活性状態

ではアクチンとトロポミオシンの結合がゆるいが ,

阻害状態では著明に緊密となつている。

図 2は アクチンとトロポミォシン (白丸は活性状

態,黒丸は阻害状態,大きい丸は平均フーリエ法に

より求めた夫々の状態の位置 )の相対的位置をフィ

ラメントの上方から
`鳥
敗したもので阻害状態では ト

ロポミオンンは約10Aだけアクチン分子の方ヘシフ

トしていることを示す。
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図 1 筋肉の細いフィラメン
阻害状態(b)の二次元像

右のスケールは50■ )
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図 2 筋肉の細いフィラメントにおけるア
クチンとトロポミォシン(白丸は活性

状態,黒丸は阻害状態 )の鳥敵図

―
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こうして収縮阻害が生ずる際トロポミオシン分子  に組み込まれると二つの異なる形をとることが直接
の位置とコンホメーションが変化していることが確  的に証明され,分子間には極めて著明な相互作用が
認されたが,15Å分解能ではアクチン分子のコンホ  あることも示された。現在は12Å分解能のフーリエ
メーション変化は識別できず,現在10Åの分解能を  合成の作業が進行している。
得るべく努力している。 これ以上電顕写真の分解能を高めることは市販の

これらの知見と筋肉のX線回折像の知見から, 卜  電子顕微鏡をそのまま用いるのでは難しいので大学
ロポミオシンがアクチンと緊密に結合する結果とし  院生の窪田道典君と私は二次元電子増倍板 (micr∝
て太いフィラメントと細いフィラメントの安定な結  channel plate)を 電子顕微鏡の鏡筒中で用いて

合が立体障害的に邪魔されるために収縮阻害がもた  試料への電子照射量つ最少化する研究を進めており,
らされるとする「ステリック。プロック仮説」が筋  これを用いて筋肉の細いフィラメントや細菌性鞭毛
収縮制御の分子レベルの機序の作業仮説として提唱 の構造を10Å より良い分解能で明らかにすることを
され検討されている。 (cfo Nature(1975)V01。   目指している。
256,543-544) 三次元再構成法は電子顕微鏡写真をその出発点と

二次元像再構成のためには電顕写真の画像情報を  しており,そ こに生ずる可能性のあるアーテファク

ディジタル化し大型計算機で二次元フーリエ変換,   卜について慎重に考慮すべきで,電顕写真のフーリ
フーリエ・ベッセル合成などを行う。計算機 1/Cよ る  工変換とX線回折像との類似性に着目し,同一試料
フーリエ変換の前に,光回折計を用いてアナログ的  について電顕観察とX線回折法とを並行して行うこ
にフーリエ変換し,画像の持っている最高空間周波  とが重要であり,こ れまでも筋肉の細いフィラメン

数を確かめたり,良いフーリエ変換を与える電顕写  卜,タ バコモザイクウィルス,紫膜などでは両方法

真を迅速に選択する。 のデータを比較しつつ研究がなされ,得られた二次

画像のディジタル化1/Cは 自動二次元 ミクロデンシ  元像の解釈をより容易で安全なものにしてきている。
トメーターを用い,数万～数十万点での光学密度を  X線 回折像は試料のフーリエ変換の強度を与えるが

測 り,デ ィジタル化された画像情報を一旦磁気テー  位相角は与えない。一方電顕写真のフー リエ変換は
プlrC貯え,大型計算機に入力する。このようなデン  その両方を与えるので,フ ーリエ解析を基軸とした
ントメーターは約五千万円で市販されているが,私  二次元像再構成法とX線回折法を組み合わせること

達はこれを科研費一般研究lB)特定研究の援助を受  は魅力があり,特にシンクロトロン放射 (SOR;

け,物理教室の回路室 。金工室の協力の下に約 2年  Synchrotron orbital radiation)に よるX

がかりで製作 した。計算のための プ ログ ラ ムは  線は平行性の よい強力なX線源であり,収縮しつつ

FORT WN語 で約四千行であり,計算の中間結果  ある筋肉の筋フィラメン トの小角への 回折 像を10

の保存のために6メ ガパイトのファイル領域を利用  msecの 時間分解能で記録でき,時間分解能のほと

し,計算は多くのステップでの中間結果をチェック  んどない電子顕微鏡法の弱点を補うことができる。

しながら進めるので,電話回線を用いた公衆網 TS  現在 ドイツ。シンクロトロン (DESY)を用いた研

Sの利用により研究室と大型計算機センターを結び  究が欧州分子生物研究所 (EMBL)で始められてい

つけて育し率を上げている。 るが, 一 日も早い日本のフォトン・フアクトリー計

こうして作 り上げたささやかな画像解析システム  画の実現を私達は待つている。

(図 3)を用いて,大学院生の自木原康雄君と私は   先に電子顕微鏡法における試料への電子照射量最

細菌が遊走するのに使っている鞭毛の構造解析を飯  少化1/Cついてふれたが,それは生物試料が電子照射
野教授 (植物 )が分離された直線型鞭毛について行  により傷害を受けるためである。電子で物を見よう
い,20Åの分解能で二次元像を再構成するのに成功  とする場合,試料が電子によつて傷害を受けるのな
した(図 4)。 得られた二次元像は期待以上のもの  らば,一旦試料に当てた電子からは最大限の情報を
で,鞭毛を構成する蛋白フラジェリンは分子集合体  絞り取るべきであり,こ のような目的に適つた電子
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図 3 画像解析 シス テム全景(a)と デンツ トメーターの プロック図 (b)
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図 4 サルモネラ菌 (Sαιποπ ι゙ια
`γ
ρんじππγ

`%π
)の鞭毛の二次元像 (分解

能20Å ,右のスケールは50Å )の鳥隊図。点線でフラジェリン分子を囲んで
ある。 A,B2つ のコンフォメーションがある。

顕微鏡 として透過型走査電子顕微鏡 (STEM iscan_

ning transmission electron microscope)

がある。

STEMは Crewe(ッ カゴ大 )ら によって開発さ

れた電子顕微鏡で冷電界放射電子銃 を用い,電子 ビ

ームを 3Å以下に絞つて試料に当て,弾性散乱と非

弾性散舌Lを 散乱角の差によつて分別し,非弾性散乱

した際のエネルギー損失を演1定することにより散乱

を起させた原子の核種を区別できる。これらの特色

は生物試料の低いコントラストを向上させる上にも

有用である上,画像情報を写真フィルムを媒介とせ

ず直接に得ることができる点でも二次元像再構成法

にマッチした型の電子顕微鏡 と云える。一億円近く

するとはいえ, 日本の大学では一台も稼動していな

いのは残念なことであり,様々な可能性を秘めたこ

の電子顕微鏡と二次元像再構成法の結合による新た

な飛躍を期したい。

医学部から数年前に物理教室へ移つて来た時,私

達はい くつかの期待を持つていたが,特に物理の方
々の発想法 ,研究方法や実験技術を「門前の小僧…

…」式に習うこともその一つであった。

実際,私達が自動 ミクロデンツトメーターを自ら

組み立てる際にミニコンピューターによるオンライ

ン制御の手法を学ぶことにより,比較的容易に高性

能で信頼性のある装置を極めて安価に作ることが出

来たのは,物理教室という環境のお蔭にはかならな
い。私達はこれからも生体における運動の分子ンペ

ルでの機序をとことんまで理解することを目指して

研究する中で,ある場合は電子シンクロトロンのか

世話になり,電子と生物試料との相互作用を考えた

り,分子遺伝学の力を借りたりする必要に迫られる

ことになると存じますが, どうぞこれからも宜 しく

お願い致します。

(1977.13)
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