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研究成果の概要： 
ダイニン・微小管複合体の電子顕微鏡構造研究を行い、従来のモデルに反して、力発生の前後
に対応する状態でストークの角度が変化しないことを示し、新たなモデルを提唱した。キネシ
ンファミリー分子 Kar3と微小管の複合体の立体構造を約 12Åの分解能で解き、ヌクレオチド
状態に依存した構造変化を明らかにした。骨格筋ミオシンとアクチンの硬直複合体構造を１nm
を超える分解能で得た。また、高速ミオシンのアクチン結合での構造変化を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 キネシン・微小管、ダイニン・微小管、ミ
オシン・アクチンに代表される分子モータ
ー・レール系は、数々の分子が複雑な制御の
もとに状況に応じた運動機能を司る、きわめ
て精巧なシステムである。このようなナノシ
ステムの複雑な機構を理解するためには、こ
れを構成する個々の分子の性質を調べるだ
けでなく、システムそのものを単位とした研
究の観点が必要になる。 
 構造研究に関して言えば、キネシンおよび

ミオシンファミリーに属する様々な分子モ
ーターのモータードメイン、微小管を構成す
るチューブリンなど個々の分子の原子構造
が X線や電子線結晶構造解析によって発表さ
れているが、分子同士がどのように相互作用
し、構造を変化させ、互いの働きを制御して
いるかについての情報はごく限られたもの
でしかなかった。 
 さらに、巨大で複雑な分子構造をもつダイ
ニンについては、現在までに結晶構造も知ら
れておらず、構造研究が著しく遅れている分
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野である。単離したダイニン分子のストーク
と尾部のなす角度がヌクレオチドに依存し
て変化することが報告されたが（Burgess et 
al., 2003）、微小管と結合したときの構造や
その変化についてはほとんどわかっていな
かった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ナノシステムである分子モータ
ー・レール系の複合体としての構造とその変
化を高分解能で捉えることにより、その力発
生と制御の機構を理解することを目的とす
る。具体的には、下記の(1)-(3)を目的とし
た。 
 
(1) キネシン・微小管系については、複合体
の立体構造を ATP 加水分解中の異なるステッ
プに対応すると思われる幾つかの状態で、サ
ブナノメータに迫る分解能で解いて比較す
ることにより、微小管への結合および ATP 加
水分解に伴う構造変化を明らかにする。 
 
(2) アクチン・ミオシン系では，ミオシン II，
VI，IX などの異なる種のミオシンを用い，そ
の双頭，単頭の性質を決定し、単粒子解析法
を適用して，細胞内での機能発現のメカニズ
ムを三次構造の観点から明らかにする。 
 
(3)ダイニン・微小管系では、微小管に結合
した状態でのダイニンの構造変化を調べる
とともに、電子分光クライオ電子顕微鏡法を
用いて単体としてのダイニン分子の高分解
能構造解析をおこなう。 
 
 これらを併せることにより、ナノシステム
である分子モーター・レール系が、どのよう
に運動機能を発現しているかを、高分解能の
構造を通して捉えることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) キネシン・微小管複合体の立体構造研究 
 キネシンとしては、主に、Kar3 と呼ばれ
るキネシンファミリーモーターの頭部（モー
タードメイン）をもちいた。微小管に Kar3
を過剰に加えて、微小管を構成するチューブ
リンダイマーとほぼ１対１に結合させ、低温
電子顕微鏡法によって画像を撮影した。得ら
れた画像の中から、15本のプロトフィラメン
トから成り、らせん対称性をもつ微小管の画
像を選択し、らせん再構成法によって立体構
造を得た。ここに、これまでに報告されてい
る Kar3 およびチューブリンの結晶構造をフ
ィッティングすることにより、構造変化を高
分解能で調べた。 
 
(2) ミオシン・アクチン系の構造研究 
 アクチン・ミオシン硬直複合体に関しては、

らせん対称性を用いた三次元再構成を行っ
た後、らせん構造を考慮した単粒子解析を行
うシステムを構築した。ミオシン単独の構造
に関しては、画像分類後、参照画像を使って
投影方向を決定し、三次元再構成を行った。
ミオシンとしては、骨格筋由来のミオシン II，
ミオシン VI、ミオシン IX、及び、車軸藻か
らの高速ミオシンについて解析を行った。 
 
(3) ダイニン分子の高分解能構造解析 
 細胞性粘菌で発現したダイニン頭部及び、
クラミドモナス鞭毛から抽出したダイニン
分子を精製して、電子分光クライオ電子顕微
鏡法で観察を行った。また、微小管との相互
作用様式を、電子線トモグラフィー法により
観察した。 
 三次元再構成法も、従来の重み付き逆投影
法から、ＳＩＲＴ法による再構成を可能にし
た。投影角の決定方法についても、特徴量を
用いた三次元再構成法を新たに考案して、検
討を行った。 
 
(4) ダイニン・微小管複合体の構造研究 
 ウニの精子軸糸から外腕ダイニンを抽出
し、これを微小管に結合させた。「パワース
トローク」の前後に対応すると思われる２状
態（ADP•Pi状態およびヌクレオチド非存在
下）で複合体を急速凍結固定し、我々の開発
した「クライオポジティブ染色電子顕微鏡
法」で観察した。 
 得られた画像は、安永らが開発した画像解
析システム Eosをもちいて分類し、各クラス
の平均像を計算した。これを、２つのヌクレ
オチド状態で比較した。 
 
４．研究成果 
(1) キネシンファミリーモーターKar3 と微
小管の複合体の立体構造解析 
 ADP存在下、AMPPNP存在下、ヌクレオ
チド非存在下の３状態での Kar3・微小管複
合体の立体構造を、らせん対称性をもちいた
三次元再構成法により、約 12Åの分解能で解



 

 

くことに成功した（図１）。得られた立体構
造に Kar3およびチューブリンの結晶構造を
フィッティングすることにより、ヌクレオチ
ドに依存した構造変化の部位を調べた。これ
により、ヌクレオチド非存在下における
Kar3のモータードメインが、スイッチ領域
や中央ベータシートにこれまで観察されな
かったような大きな構造変化を起こすこと
を明らかにした。中央ベータシートに観察さ
れた構造変化はヌクレオチド非存在下にお
けるミオシンの結晶構造でも報告されてお
り、キネシンとミオシンの力発生の分子メカ
ニズムの類似性を示唆した。この研究結果を
もとに、キネシンモーターの運動機構につい
て新たなモデルを提唱した。 
 
 (2) 単粒子解析法の新規アルゴリズムの開
発 
 単粒子解析法を用いた画像処理法につい
ては、まだ困難が多いため、本研究では新規
のアルゴリズム開発を進めた。分類法に関し
ては、従来のクラスター解析法を精密化する
ことで、像分類の精度をあげた。この手法を
用いて、八木らと鞭毛軸糸ダイニンの２連微
小管上での配置について新しいモデルを提
案した。また、筋肉の細いフィラメントの構
造解析に適用し、筋肉弛緩のメカニズムを提
唱した。また、単粒子解析における粒子のピ
ッキングを簡易にするために、SVM, 
Adaboost法を用いた新規アルゴリズムを開
発した。また、三次元再構成した画像の解釈
のために原子モデルこうちくのためにＳＲ
ＭＤ(Spatial-restricted Molecular 
Dynamics)法を開発し、その有効性を検討し
た。さらに、三次元再構成アルゴリズムとし
て、特徴量コモンライン探索法を開発し、そ
の有効性を示した。 
 
(3) ミオシン・アクチン系の立体構造解析 
 ミオシン VIの三次元構造を ATPの有り無
しの二状態で解き、レバーアームの動きが存
在することを示した（図２）。橙色がアポ状

態、緑がＡＴＰ存在下の構造である。 
 アクチン・ミオシン硬直複合体に関しては、
らせん対称性による構造解析に単粒子解析
を加えたシステムを構築して構造解析を行
った。ミオシン IIでは、ＰＰＤＭにより修飾
をうけたミオシンが新奇の構造をとること
を見出した。アクチン結合タンパク質トロポ
ミオシンの結晶構造解析と電子顕微鏡によ
るモデリングに成功した。ミオシンとの複合
体に関しては、１ナノメータを超える分解能
の３次元像を得た。 
 
(4) ダイニン分子の構造解析 
 ＡＴＰ存在下でのダイニン分子の構造を
明らかした。ＡＴＰ活性部位とは反対側に、
特徴的なクレフトを持つことが見出された。
また、八木、神谷らと共同研究により、電子
顕微鏡法と画像処理法により、鞭毛・外腕ダ
イニンγ鎖の位置を同定した。図３の等高線
に示されるように、根本の部分の密度がγ鎖
の欠損によって減少した。それに伴い、他の
二つの鎖の配置も大きく変化することがわ
かった。 

 また、単離精製した外腕ダイニンのクライ
オ・電子顕微鏡画像の撮影、ストークの可視
化に成功した。 
 さらに、電子線トモグラフィー技術を使っ
て、微小管と相互作用している状態での構造
を負染色ではあるが、三次元で再構成するこ
とに成功した。 
 
(6) 微小管に結合したダイニン分子の構造変
化の研究 
ダイニン分子は、頭部、ストーク、尾部と呼
ばれる３つの部分をもち、ストークの先端に
ある微小管結合部位で微小管と相互作用す
る。これまでダイニンは、ストークをオール
のように回転させて微小管を動かすという
運動モデルが広く信じられていた。しかし、
ストークは太さ約 2nmの微細な構造である
ため、実際に観察して確かめるのは困難だっ



 

 

た。我々は、ウニ精子から精製した外腕ダイ
ニン分子を用いて、二本の微小管の間にダイ
ニンが規則的に一列に結合した複合体を作
成し、これを低温電子顕微鏡法で観察した。
従来の低温電子顕微鏡法では画像のコント
ラストが低く、ストーク構造の観察が困難だ
ったが、「クライオポジティブ染色電子顕微
鏡法」と呼ぶ新たな方法を開発し、これをも
ちいることにより、複合体の構造を、ストー
クを含めて高コントラストで観察すること
に成功した（図４）。 

 「パワーストローク」の前後に対応すると
思われる２状態（ADP•Pi状態およびヌクレ
オチド非存在下）で複合体の構造を観察し、
得られた画像を解析した結果、広く信じられ
てきたモデルとは異なり、これらの２つの状
態間でストークの角度は変わらないことが
わかった。一方、頭部とストークの位置が尾
部に対して変化することがわかった。これら
の結果から、ダイニンが頭部とストークを前
方に移動させて微小管に結合し、微小管を引
っ張るようにして動くという新たなモデル
を提唱した（図 5）。 
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