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研究成果の概要（和文）：真核生物の細胞内で細胞周辺部から細胞中心方向への細胞骨格である微小管に沿った
 細胞内物質の輸送は、主に細胞質ダイニンというタンパク質が担っている。この細胞質ダイニンは、微小管に
沿ってあたかもヒトが二足歩行をするかのように、２量体として歩行運動を行い、その尾部に細胞内物質を結合
して輸送を行うと考えられている。しかし、この歩行運動中の細胞質ダイニンの構造はよくわかっていない。 
そこで、細胞質ダイニンの構造と機能を理解する目的で、クライオ電子顕微鏡を用いて、微小管上で細胞質ダイ
ニンが歩行するときの構造を撮影し、新しい知見を得た。また、微小管から解離した細胞質ダイニンの構造も解
析し、新規の構造を得た。

研究成果の概要（英文）：The goal of this project is to understand structure and function of 
cytoplasmic dynein, which steps along microtubules. In eukaryotic cells, cytoplasmic dynein 
transports varieties of intracellular cargoes such as mitochondria, mRNA, growth factors from cell 
periphery to cell center. We obtained new cryo-EM images of cytoplasmic dynein stepping along 
microtubules in the presence of ATP. In addition, we obtained new structure of cytoplasmic dynein, 
which detached from microtubules in the presence of ATP. These results would provide the structural 
basis of understanding of function of cytoplasmic dynein in the eukaryotic cells.

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに報告されている多くの先行研究では、ヌクレオチドを、例えばADPなど1つに固定して、構造解析をし
ていた。本研究では、生理学的に最も意義のあるATPの加水分解サイクルが回っている状態で、微小管上を歩行
している細胞質ダイニンの構造を、クライオ電子顕微鏡を用いて調べた点で、生理学的に重要な研究である。ま
た、微小管から解離した細胞質ダイニンの構造も解析し、新たな知見を得た。細胞質ダイニンの機能にわずかに
でも障害が生じると、神経変性疾患や脳の発達障害などの疾病が生じることが示唆されている。そのため、本研
究で得られた知見は、これらの疾病の発症の分子メカニズムを理解する上で役立つと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

生物は、真核生物、真正細菌、古細菌に分類される。このうち、真核生物の細胞内には、繊維状
の細胞骨格があり、その上をモータータンパク質と呼ばれるタンパク質が細胞内物質の輸送を
駆動している。細胞質ダイニンは、真核生物の細胞の細胞周辺部から細胞中心方向への輸送を行
う最も主要なモータータンパク質である。細胞質ダイニンは、2 量体として、細胞骨格の微小管
の上を、あたかもヒトの 2 足歩行のように歩行していると想像されているが、その構造は明ら
かになっていない。細胞質ダイニンが微小管上を歩行するときに、積荷である細胞内物質を結合
させて、輸送するが、その細胞内物質の例には、ミトコンドリアなどの細胞小器官や成長因子、
mRNA やウイルスなどがある。この細胞質ダイニンが駆動する輸送システムに障害が生じると、
神経変性疾患や細胞死、また、ガン化と強く関連することが報告されている。従って、細胞質ダ
イニンの運動の分子メカニズムを明らかにすることは、これらの疾病の発症の分子メカニズム
を解明することに貢献できると考えられる。 

 細胞質ダイニンの 2 つのモータードメインの両方が、歩行中に、微小管から離れてしまうと、
重力により微小管に再結合せずに、溶液中を漂ってしまう。これは、ナノメートルスケールのタ
ンパク質では、水分子の振動の熱揺らぎの影響を大きく受けてしまうためである。1 量体のダイ
ニンは、ATP を与えると、すぐに微小管から解離してしまうことが報告されている。これを単
に２つつないだだけでは、連続的な歩行運動を行うことができない。そのため、細胞質ダイニン
が微小管上で歩行運動を行うためには、２つのモータードメインの両方のモータードメインが
同時には離れないような相互作用の仕組みがあると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、微小管上を歩行する細胞質ダイニンがどのような仕組みで歩行運動をしてい
るのかを理解するために、歩行中における細胞質ダイニンの２つのモータードメインの相互作
用を明らかにすることである。２つのモータードメインを使って歩行するときに、片方のモータ
ードメインが必ず微小管と結合していなくてはならないが、それをどのようにして、細胞質ダイ
ニンが達成しているのかを解明したい。 

 

３．研究の方法 

 
私たちは、細胞質ダイニンを、細胞内の化学エネルギーである ATP（アデノシン三リン酸)存在
下で、微小管の上を、歩行運動させて、瞬間凍結し、その構造をクライオ電子顕微鏡で観察した。
そして、２つのモータードメインにどのような相互作用があるのかを明らかにしたいと考えた。 

 そのための実験系をなるべく単純化するために、天然の細胞質ダイニンの尾部を、GST（グル
タチオン S トランスフェラーゼ）で置き換えた人工 2 量体の細胞質ダイニンを用いた。このダ
イニンは、天然の細胞質ダイニンと同様に、微小管上を歩行運動できることが報告されている。
この細胞質ダイニンを、細胞性粘菌 （学名 Dictyostelium discoideum）で発現し、そのタンパ
ク質を精製した。また、微小管は、in vitro で重合した微小管を用いた。ATP が存在する条件下
で、微小管に沿って、細胞質ダイニンが歩行運動を行なっているときに、その溶液を瞬間凍結し
た。この試料をクライオ電子顕微鏡で観察した。 

 
４．研究成果 
 
微小管上を歩行する細胞質ダイニンのクライオ電子顕微鏡像を多数撮影し、単粒子解析法によ
り、3次元再構成を行なった。微小管は、チューブリンダイマーが重合した長い繊維構造をして
いるが、その繊維構造には極性がある。チューブリンダイマーは、アルファーとベーターの２つ
のサブユニットから構成されている。そのαβが 1 組となり、αβαβαβと連なっているの
で、繊維の片方の端は、アルファーサブユニットがあり、もう一方の端にはベーターサブユニッ
トがある。この繊維の端がアルファーサブユニットである方をマイナス端、そして、その逆に、
ベーターサブユニットが端にある方をプラス端と呼ぶ。細胞質ダイニンは、プラス端側からマイ
ナス端に向けて、歩行を行うことが知られている。そこで、細胞質ダイニンの構造を調べる前に、
細胞質ダイニンが結合した微小管の極性を決定する必要がある。私たちの先行研究では、クライ
オ電子顕微鏡で撮影した千本の微小管の極性を 1本 1本決定するのに、1年間を要した。この画
像処理を自動化するプログラムを作成し、千本の微小管の極性を 1 週間で決定できるという約
50 倍の高速化に成功した。これにより、画像処理できる細胞質ダイニンの粒子数を飛躍的に増
やすことができるようになった。そして、本研究において、溶液を凍結するまでのヌクレオチド
の条件を先行研究よりも生理学的な条件に変更した。私たちの先行研究では、微小管に細胞質ダ
イニンを ATP が存在しない条件下で、結合させて、その後、ATP を与えて、細胞質ダイニンを
微小管に沿って歩行運動させた後に凍結した。その条件よりも、微小管に ATP を与えて、また、
細胞質ダイニンにも ATP を与えてから、両者を混合して、ATP 存在下で微小管上の歩行運動を
行わせた方が、ヌクレオチドなしの条件を経ないため、先行研究より生理学的な条件と考えられ
る。そこで、この新しい溶液条件で、クライオ電子顕微鏡のグリッドを凍結して、撮影を行なっ
た。先行研究では、CCD (charge-coupled device)を使って、クライオ電子顕微鏡像の撮影を行



なったが、本研究では、電子直接検出器(Falcon II)を使って、クライオ電子顕微鏡像の撮影を行
なった。その結果、２つのモータードメインが微小管に結合したまま、歩行運動を行なっている
クライオ電子顕微鏡写真を得ることができた。これらを用いて、3 次元再構成を行なった結果、
微小管に結合して、ATP 存在下で歩行運動している細胞質ダイニンの 3 次元構造を得ることに
成功した。これにより、歩行運動中の２つのモータードメインの相互作用を考える上で重要なパ
ラメーターである２つのモータードメインの 3 次元的な位置関係が明らかとなった。 

 また、バックアップテーマとして、微小管から離れた細胞質ダイニンの構造をネガティブ染色
電子顕微鏡法とクライオ電子顕微鏡により撮影し、その画像を解析した。実験材料には、細胞性
粘菌で発現・精製した細胞質ダイニンを用い、ATP存在下で観察した。これまでに、この条件で
は、細胞質ダイニンは休止状態の構造を取ることが知られていたが、その休止状態の構造の構造
多型を調べたところ、新規の構造を発見した。この構造を詳細に検討した結果、休止構造と微小
管上を歩く構造の中間的な構造であることが示唆された。この考察をもとに、細胞質ダイニンが
休止状態からどのようにして歩行を開始するかを説明する新しい仮説を提唱した。 
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