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研究成果の概要（和文）：ミオシンやダイニンの細胞内機能をあきらかにする一環として、ミオ

シン６が相互作用するパートナーをスクリーニングし、その機能を細胞生物学を用いてあきら

かにするとともに、我々が世界に先駆けて確立した細胞質ダイニン・モータードメイン発現系

を駆使して、電子顕微鏡法、ATPase キネティックス、FRET 法などを用いながらダイニンの

構造機構相関を詳細に解析した． 

 

研究成果の概要（英文）：Our major goal of this project is to elucidate structures and 

functions of motor proteins, especially, unconventional myosin 6 and cytoplasmic dynein. 

We carried out the yeast two-hybrid screening of interacting partners of myosin 6. We 

identified several proteins including a membrane-bound tyrosine kinase. We examined in 

vivo functions of the kinase by using various cell- and molecular-biological techniques such 

as RNAi. We also examined structure and function of cytoplasmic dynein, using 

recombinant dynein motor domain. We identified interesting biochemical and structural 

properties of the motor domain by electron microscopy, rapid kinetics and FRET 

(fluorescence resonance energy transfer). The data obtained by these experiments will 

become the basis for understanding cellular functions of motor proteins.  
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1. 研究開始当初の背景 

下等真核生物から哺乳動物にいたるまで、

細胞内ではアクチンフィラメントを足場と

する多彩なミオシンモーターが細胞の移動、

形態形成、貪食、分泌、細胞内物質輸送など

様々な「運動」に関わっている。現在では、

ミオシンファミリーは１８のサブファミリ

ーに分類されている．細胞内では、こうした

ミオシンは、たとえば他のモーター分子や

Cargo 結合タンパク質といった様々なタンパ

ク質と動的な集合体を形成し、高次の機能を

発揮している．一方、微小管を足場とするキ

ネシンとダイニンも細胞内物質輸送や細胞

分裂に関与しており、両者は微小管上で反対

方向に滑り運動する．キネシンについてはそ

の結晶構造も解かれており、1 分子レベルで

の力学的挙動や ATPase キネティックスも詳

細に調べられている．これに対して、ダイニ

ンはその巨大なサイズのため遺伝子組換え

体の作成ができず、キネシンに比べて研究が

大きく遅れていた．こうしたなかで、われわ

れは細胞性粘菌を用いたダイニン発現系作

成に成功し、ダイニンもミオシンあるいはキ

ネシン同様に構造生物学的、生化学的、生物

物理的アプローチで研究することを可能に

した． 

 

２．研究の目的 

ミオシン、キネシン、ダイニンを中心とする

生体分子モーターがどのような分子機構で

作動し、こうしたモータータンパク質がどの

ようなタンパク質ネットワークのなかで機

能するかという問題は、細胞の「動き」を分

子レベルで明らかにするにあたってきわめ

て重要な研究課題である.本研究では、１）ミ

オシンスーパーファミリーに属する多様な

unconventional ミオシンがどのような高次

構造体の一員として細胞内で機能している

かを、このファミリーのなかでももっとも変

わったメンバーであるミオシン６とミオシ

ン１８を中心に明らかにするとともに、２）

細胞質ダイニンの組換え体を用いてダイニ

ン作動の分子機構を明らかにする、という２

つのテーマを進行させる.こうした研究で、生

物分子モーターの作動機構から細胞内ネッ

トワークまで、細胞生物学、生化学、生物物

理学的視点にたって幅広くブレークスルー

を追求する. 

 

３．研究の方法 

ミオシン６やミオシン１８と相互作用する

タンパク質の同定には酵母ツーハイブリッ

ド法を用いた．こうして同定されたタンパク

質の細胞内機能は、免疫蛍光抗体法や RNAi

などの細胞生物学的、遺伝学的方法を駆使し

て検討した．ダイニンモータードメインの構

造解析は、主に電子顕微鏡法を用いた．モー

タードメインの ATPase 依存的構造変化は、

FRET 法により追跡した．またモータードメ

インの ATPase サイクルの詳細は、多数の変

異体を用い、ストップトフロー装置を用いて

解析した．こうした構造生物学的、生化学的

アプローチにより、ダイニンモータードメイ

ンの構造機能相関があきらかとなった． 

 
４．研究成果 

(1)ミオシン６あるいはミオシン１８と細胞

内で相互作用するタンパク質遺伝子群を酵母

ツーハイブリッド法でクローニングした.こ

れら遺伝子産物のいくつかのものについて、



細胞内での機能、局在、ミオシンファミリー

との相互作用の生理的意義について、免疫沈

降、免疫蛍光顕微鏡法、RNAiなどを駆使して

明らかにした．特に、ミオシン６と相互作用

する膜結合型チロシンキナーゼ、ミオシン１

８Bと相互作用するプロテアソームサブユニ

ットについて、深く掘り下げた研究をおこっ

た．その結果、ミオシン１８ｂというアクチ

ンフィラメントを足場とするタンパク質とプ

ロテアソームというタンパク質分解系との共

役の一端があきらかとなった（Inoue et al., 

BBRC, 2006）．また、RNAiや蛍光抗体法を

用いた細胞生物学的研究から、ミオシン６と

相互作用している膜チロシンキナーゼが

endocytosis、特にlate endosome形成に大き

な役割を果たしていることがわかり、ミオシ

ン６とendocytosisの関わりがあきらかとな

った（Inoue  et al., Genes to Cells, 2008）.  

(2) リンカー末端にGFP を融合し，AAA リン

グにBFP を融合したダイニンモータード 

メインを用い，ATP 加水分解サイクルにとも

なうリンカーの動きをFRET シグナルの変 

化として追った．この結果，ATP 加水分解に

ともないリンカーが２つの位置の間を行き 

来することがわかった．ダイニンモータード

メインのAAA1, AAA3,AAA4 モジュール3 箇 

所のATP 加水分解部位のうち、AAA1 モジュー

ルにある部位がこのリンカーの動きを支 

配していることがあきらかとなった（Kon et 

al., Nature Structural& Molecular 

Biology, 2005）． 

(3)クライオ電子顕微鏡像3 次元再構成によ

りダイニンモータードメイン-微小管複合体

の3 次元クライオ電子顕微鏡像を得ることに

成功した．微小管に結合したダイニンのはじ

めての3 次元像である（Mizuno et al., PNAS 

2007）． 

(4)リンカーの動きがパワーストロークとな

ってダイニンの動きを駆動するというモデル

の当否を確かめるため．ダイニンモータード

メインのさまざまな位置にビオチンタグを挿

入し，これをストレプトアビジンでガラス基

板上に固定した．リンカー末端近くで固定さ

れたダイニンモータードメインは速い微小管

滑りを駆動したが，リンカー末端から離れる

と，しだに滑り速度は低下し，最後には数十

分の一にまでなった．このことは，リンカー

末端がレバーアームのように動いているとい

うモデルを支持する．一方，リングを固定し

てもゆっくりした微小管滑り運動は停止しな

かった．この滑り運動は速い滑り運動と同じ

方向性をもっていた．このことは，ダイニン

モータードメインによる微小管滑り運動には，

パワーストローク機構によるものと，それと

はまったく異なる機構によるものがあること

を示している（Shima et al., PNAS 2006）． 

(5)ダイニンモータードメインと微小管はATP 

加水分解にともない解離会合を繰り返してい

る．これとパワーストロークの位相があうこ

とが微小管滑り運動には必須である．そこで

ダイニンモータードメインと微小管の相 

互作用を定量的に測定し，これがATP 加水分

解サイクルでどのように調節されているか 

を検討した．その結果，パワーストローク前

には微小管に弱く結合していたダイニンモ 

ータードメインがパワーストローク後には強

く結合することが分かった．またこの結合 

の強さの変化はリンカーの動きと同様にAAA1 

モジュールのATP 加水分解と共役してい 

ることがあきらかとなった（Imamula et al., 

PNAS 2007）． 

(6)ダイニンモータードメイン上の微小管結

合部位はAAA リング構造と12nm にもなるコ

イルドコイルで隔てられているが，両者の緊

密なコミュニケーションなしにはダイニンは

微小管滑り運動を駆動できない．コイルドコ



イルを構成する2 本のαらせんにCys 残基を

導入し，ジスルフィド結合で2 本のらせんを

固定するという実験をおこなった．この結果，

2 本のらせんは1 ヘプタドリピート分（7 残

基）揺らいでおり，この揺らぎがATP 加水分

解部位と微小管結合部位のコミュニケーショ

ンを支配していることがあきらかとなった 

(Kon etal., Nature Structural and 

Molecular Biology 2009)． 
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