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研究成果の概要（和文）：細胞内で物質輸送を駆動したり細胞分裂時の染色体分離を担ったりす

る細胞質ダイニンがどのようにして ATP の加水分解エネルギーを力学的仕事に変換するか、そ

の分子機構をあきらかにすることが本研究の目的である．本研究の成果としてはつぎのことが

あげられる．（１）遺伝子操作を駆使してダイニンの最小モータードメインを同定し、電子顕微

鏡法でその構造をあきらかにした．（２）ATP 加水分解キネティックスをもとに、1 個のダイ

ニンモータードメインは 3 か所の ATP 加水分解部位と 1 か所の ADP 結合部位をもつことをあ

きらかにした．そして、このうち 1 個の主要な ATP 加水分解部位がダイニンのモーター機能

を駆動しており、残りの ATP 加水分解部位は、この主要部位を制御する部位であることもあき

らかにした．（３）主要 ATP 加水分解部位での反応ステップをストップトフロー法で詳細に解

析した．（４）主要 ATP 加水分解部位の反応ステップに呼応して、モータードメインから突き

出ているリンカーが大きくスイングし、レバーアームとして機能することを FRET 法や電子顕

微鏡法であきらかにした（５）主要 ATP 加水分解部位の加水分解ステップに呼応して、ダイニ

ン上の微小管結合部位に構造変化がおこり、微小管とダイニンが会合と解離を繰り返すことを

あきらかにした．このような成果に基づいて、ダイニンの作動機構のモデルを作り上げた．  

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

mechanism of energy transduction of cytoplasmic dynein by genetic engineering, structural 

studies and ATPase kinetics analyses. Our major results are: (1) we have identified the 

minimal motor domain of cytoplasmic dynein and examined its structure by electron 

microscopy. (2) Based on ATPase kinetics, we have identified three ATPase sites and one 

ADP-binding site in the minimal motor domain (380kDa), among which one is the primary 

ATPase site and the others are regulatory sites. (3) We have identified intermediate steps 

of the ATPase cycle by means of stopped-flow kinetics. (4) We have discovered that the 

linker protruding from the core ring swings as a lever-arm at specific steps of the ATPase 

cycle of the primary ATPase site. (5) We have shown that structural changes of the 

microtubule-binding domain of dynein are induced at specific ATPase steps of the primary 

ATPase site. Based on these findings, we have proposed a molecular model of energy 

transduction of cytoplasmic dynein. 
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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、

微小管を足場とするキネシンと細胞質ダイ

ニンは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、細胞質ダイニンはそ

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 

細胞質ダイニンが微小管上で力を出す機構

を分子レベルで明らかにすることが、本研究

の目的である．そのため、（１）細胞質ダイ

ニンの組換え体を駆使して、ダイニンの構造

をあきらかにするとともに、ATP 加水分解に

ともなう構造変化の詳細を解析する．（２）

ATP 加水分解反応の反応ステップの詳細を、

ATP 加水分解キネティックス解析であきら

かにする．（３）こうした ATP 加水分解反応

ステップとダイニンの構造変化の共役を分

子レベルであきらかにすることで、ダイニン

の力発生過程の分子機構に迫る． 

 

３．研究の方法 

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

造機能相関をあきらかにした． 

 
４．研究成果 

(1)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& MolecularBiology, 2005）． 

 (2)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）．また、遊離のモータードメインの3

次元クライオ像を２４Å分解能で得ることに

成功した（Anthony et al., 論文準備中）．

ATP加水分解ステップのふたつの状態（パワー

ストローク前後）でのクライオEM像は（３）

に述べる負染色像とよい一致を示し、リンカ

ーがATP加水分解に伴い、大きくスイングする

ことをあきらかにした． 

（３）ダイニンモータードメインの電子顕微

鏡負染色像の解析から、ダイニンコアリング

が、いままで考えられていた７員環ではなく、

他のAAA+ファミリータンパク質同様に6個の

AAAモジュールからなる６員環であることが

わかった．また、電子顕微鏡プローブを駆使

して、コアリング中のAAAモジュールの並び方

も決定した．さらに、ATP加水分解にともなう

リンカードメインの大きなスイングも見出し

た（Roberts et al., Cell 2009）．このスイ

ングの状態は、FRET法で見出したリンカーの

動きと一致し、両者の結果から、ATP加水分解

が実際におこっている溶液中で、パワースト

ロークがどのような機構で引き起こされるか、

その詳細があきらかとなった． 

(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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