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研究成果の概要（和文）：細胞質ダイニンは、ATPのエネルギーを利用して微小管上を運動するモータータンパ
ク質である。この運動は、細胞分裂・細胞内小器官の位置決定・ウィルスから核に至る種々の小胞の細胞内輸送
といった多様な生命現象に深く関与している。ダイニンは1つの重鎖の中に、4箇所のATP結合部位を持つユニー
クな構造を取っており、これら4箇所でのATP結合がいかにダイニンの運動を制御しているのか、という問題は未
だ不明な点が多い。
本研究において、我々はダイニン1分子に対するATP分子の結合・解離の様子を可視化することに、世界に先駆け
て成功した。

研究成果の概要（英文）：Cytoplasmic dynein moves along microtubule using energy of ATP. This 
movement enrolls in a wide variety of cellular processes including mitosis, organelle positioning, 
and intra-cellular trafficking. One of the unique features of dynein is that the dynein motor domain
 contains four ATP binding sites. Although regulation between these four ATP binding sites seems to 
be critical for the dynein motility, it remains unanswered how dynein uses these four ATP binding 
sites. Here, we tried and succeeded in visualizing the binding and release of ATP molecules on 
single moledcules of dynein.
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１．研究開始当初の背景 
細胞質ダイニンは逆行性細胞内輸送を担い、
多岐にわたる生命機能に深く関わるモータ
ータンパク質である。申請者らは、総分子量
が 1MDa を超える巨大さ故に分子機構研究
が立ち遅れていた細胞質ダイニンについて、
世界に先駆けて組換えタンパクの発現・精製
系を確立し、分子機構研究をリードしており、
ついにダイニンモータードメインの結晶構
造を解明するに至った。 
しかし、１モータードメイン中に４つ存在す
る ATP 結合部位がいかにダイニンの運動を
制御するのかというダイニン動作機構の根
幹をなす問題は未解決であった。我々は一連
の先行研究にて、1 番目の ATP 結合部位
(AAA1)のヌクレオチド状態がダイニンの運
動と連動し、他の 3つの部位の状態が AAA1
の活性に強く影響することを示したが、その
詳細は明らかでなかった。また、ダイニンの
ATP加水分解速度は、微小管結合時に２０倍
以上上昇することが知られているが、この活
性化が各 ATP 結合部位に及ぼす影響も明ら
かでなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞質ダイニンの 4 つの ATP
結合部位のどこに、そしていつ ATP 結合・
解離するのかを明らかにすることを目的と
した。そして、ダイニンの運動ステップの進
行と ATPの結合・解離を対応付けることで、
ダイニンの運動を駆動する上での各 ATP 結
合部位の役割を解明したいと考えた。 
 
３．研究の方法 
これまで、研究の進展してこなかった大きな
要因として、運動中にダイニンと結合してい
るATPの数や結合のタイミングを実測できて
いなかったことが挙げられる。他のモーター
タンパク質では蛍光ATPを用いた実測が報告
されているが、従来の手法では ATP の有無は
判別できるものの結合ATPの数を決定するだ
けの精度は得られていない。また我々の先行
研究から、ダイニンの ATP に対する解離定数
は 10-6 M のオーダーであることが分かってい
る。しかし、全反射蛍光顕微鏡など従来の一
分子計測法では、蛍光分子を 10-9 M 領域以下
の低濃度に抑えねば各輝点を弁別できない
ため、測定は非常に困難であった。 
我々はこの問題点を、次世代シーケンサーに
採用されている 1 分子イメージング法の
Zero-mode waveguide 法(ZMW 法)を用いて解
決できた。ZMW 法は直径 100 nm ほどの微小
穴に局所励起光を照射するため、10-6 M オー
ダーの蛍光分子が存在しても背景光が劇的
に低減した状態で分子の結合・解離を精度よ
く、しかもミリ秒以下の時間分解能で実測で
きるものである（下図参照）。ZMW 法による
ATP 結合のタイミング・結合 ATP の分子数の
実測と、私がすでに有している分子内蛍光共
鳴エネルギー移動(FRET)によるダイニン運

動ステップ検出などの計測を組み合わせる
ことで、それぞれの ATP 結合部位への ATP 結
合・解離がいかにダイニンの運動を駆動して
いるか解明することを試みた。 

図.（上）ZMW 法による蛍光 ATP の結合・解離
測定の模式図。ZMW 法では、底面から 10–20 nm
の微小な領域に存在する蛍光分子のみが励
起される。そのため、従来の蛍光イメージン
グ法では1分子を識別できない高濃度蛍光分
子存在下でも、ZMW 法では 1 分子を検出でき
る（下）。 
 
 
４．研究成果 
まず平成２７年度の成果として、ZMW 基盤に
固定したダイニン１分子への ATP の結合・解
離の可視化に成功した。蛍光強度などの各種
データから、結合している ATP 分子数も
real-time に測定できるシステムが構築でき
た。水中でのダイニンへの ATP 結合・解離の
可視化はこれまでに報告されていない成果
である。 
このシステムを用いて計測したところ、１
分子のダイニンに複数のATP分子がほぼ同時
に結合及び解離する現象が観察され、ATP 結
合部位の間で協同性があることが示唆され
た。そこで平成２８年度には、この ATP 結合
部位間での協同性についてさらに計測を進
めた。すると、高濃度 ATP 条件下だけでなく
非常に低濃度の ATP 条件下においても、協同
的な ATP 結合が見られ、ダイニンの ATP 結合
部位間では緊密な ATP 結合・加水分解サイク
ルの調整が行われていることを支持する結
果を得た。 
今後はさらに解析を進め、各 ATP 結合部位
の役割を解明し、雑誌論文等で発表したいと
考えている。 
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