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研究成果の概要： 
 本研究では、鞭毛運動におけるモーター蛋白質ダイニンの機能を理解するために、新に開発

した鞭毛蛋白質の特異的標識法を利用して、ダイニン１分子の運動の様子と力発生過程を調べ

た。その結果、鞭毛ダイニンの効率的な力発生と運動には多分子が必要であることが示唆され

た。また、精製した鞭毛ダイニンのモーター活性を生体内に近い条件で調べる方法も新たに開

発した。その方法により、３種類のモーター蛋白質が分子内に共存するタイプの鞭毛ダイニン

では、それぞれが互いに制御しあい協調して機能していることを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 

鞭毛・繊毛運動の基礎は、周辺微小管上

のダイニン内腕・外腕が発生する微小管間

のすべり運動である。このことは確立して

いるが、このすべり運動が規則正しい高速

の波動運動に変換される機構はよくわかっ

ていない。その機構には，ダイニンのモー

ター蛋白質としての特殊な性質が関わって

いる可能性が高い。そこで、本研究では、

鞭毛ダイニンの力発生特性を１分子レベル

で解析する。 

 
 
２．研究の目的 
（１）鞭毛ダイニンの1分子運動解析 

１分子の細胞質性ダイニンは，複数のATP

加水分解サイクルの間に微小管上を数マイ

クロメートルにわたって運動する。このよ

うな運動（Processive な運動）には、２つ

の頭部（モータードメイン）が必要であり，
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頭部を１つしか持たない変異型ダイニンは

Processive な運動を行わない。この結果は、

細胞質性ダイニンが２つの頭部を交互に動

かしながら微小管上を運動する、という歩

行型運動モデルを支持する。一方、頭部を

１つしか持たない（単頭型）鞭毛ダイニン

がProcessive な運動をおこなう現象も見

つ か っ て い る 。 単 頭 で ど う や っ て

Processive な運動を行うのか？そのメカ

ニズムを明らかにするために、頭部の数が

異なる三種類の鞭毛ダイニン（三頭型、双

頭型、単頭型）を、最近開発した標識法を

用いて蛍光ラベルし、それぞれの1分子レベ

ルの運動特性を比較する。 

 

（２）鞭毛ダイニンの力発生機構の解析 

鞭毛ダイニンに力を加えたときの振る舞

いを調べて、鞭毛ダイニンの力発生特性を

明らかにする。光ピンセットを用いて、ダ

イニンを吸着した微小なビーズを補足し、

ATP 存在下に微小管と相互作用させる。力

を受けながら動くダイニンの運動を調べる

ことで、力発生の性質を調べる。頭部の数

が異なる各種鞭毛ダイニンの力発生特性の

違いを明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 
本研究では、アビジンとビオチンの特異性

の高い強固な結合を利用して、ダイニンの特

異的蛍光ラベル、ビーズやガラス面への機能

的固定を行う。そのために、まず、内腕ダイ

ニンの効率的なビオチン化法を確立した。す

でに、外腕ダイニンについては、遺伝子工学

的にダイニンをビオチン化する方法を開発

しているので、その方法を内腕ダイニンでも

利用した。内腕ダイニンの軽鎖を欠失したク

ラミドモナス変異株に、その遺伝子とビオチ

ン化蛋白質（BCCP）の遺伝子をつなげた組み

換え型軽鎖遺伝子を形質転換し、ビオチン化

された各種内腕ダイニンを作成した。 

 
（１）鞭毛ダイニンの 1 分子運動解析 

まず，ビオチン化ダイニンが野生型と同じ

モーター活性を持つかどうかを調べた。次に，

ダイニンの濃度を段階的に下げ，ダイニンが

Processive に動くかどうかを大まかに見積

った。さらに、Processive な運動をする可

能性の高いダイニンを用いて１分子運動観

察を行った。ビオチン化ダイニン 1 分子にア

ビジン Quantum-dot (Q-dot) を結合させた

Q-dot ダイニンの運動を全反射型蛍光顕微

鏡で観察した。ＡＴＰ濃度は、Caged ATP に

あてる紫外線フラッシュの時間と強度を調

整することで変化させた。 単頭型、双頭型，

三頭型ダイニンの１分子運動観察を行い、そ

れぞれの運動の違いを明らかにした。 

 
（２）鞭毛ダイニンの力発生機構の解析 

直径１μｍのアビジンビーズに、単離・精

製したビオチン化ダイニンを機能的に固定

した。このビーズを光ピンセットで保持しな

がら，ATP存在下にダイニンと微小管を相互

作用させると、光ピンセットによる力を受け

ながら動くダイニン（ビーズ）が観察された。

その動きを、フォトダイオードを用いたセン

サーによりナノメートル，ピコニュートンの

レベルで検出し、ダイニンの力発生特性を調

べた。 

 
 
４．研究成果 
（１）ビオチン化内腕ダイニンの作成 
まず、内腕ダイニン軽鎖ｐ２８がビオチン

化される組み換え型クラミドモナスを作出
した。これにより、6 種類存在する単頭型内
腕ダイニン（a,b,c,d,e,g）のうち、ｐ２８を
軽鎖としてもつダイニンa, c, dをビオチン化
できるようになった。実際にそれらが機能的
にビオチン化されていることを in vivo およ
び in vitro の実験から確認した。一方、双頭
型内腕ダイニン f では、中間鎖による同様の
ラベルを試みたが、機能的なビオチン化ダイ
ニンを精製する段階には至らなかった。以下
の 1分子レベル運動解析および力発生解析は、
単頭型内腕ダイニンと三頭型（αβγ）およ
び双頭型（αβ、βγ、αγ）の外腕ダイニ
ンを用いて、実験を行った。 
 
（２）鞭毛ダイニンの 1 分子運動解析 
ビオチン化した三頭型および双頭型外腕

ダイニンをアビジン Q-dot を用いて可視化
した。ATP の存在下に Q-dot ダイニンと微
小管との相互作用を調べたところ、ほとんど
のダイニンは微小管から解離したが、約１マ
イクロメートルに渡って微小管上を運動す
る分子も観察された。ただし、その運動は方
向性のない拡散運動であった（図１）。この
結果から、外腕ダイニンは、1 分子だけでは
一方向に連続的に運動できないことが示唆
された。一方、ビオチン化した単頭型内腕ダ
イニンｃを用いた実験を行ったところ、ダイ
ニンｃでは、ＡＴＰの存在下にすべてのダイ
ニンが微小管から解離した。この結果は、ダ
イニンｃが Processive な運動を行うことが
できるとする過去の実験結果と合致しない。
今後は、溶液条件などをより細かく変え、
Processive な運動が観察されるかどうかを
さらに検討する必要があると考える。 



 

 

 
（３）鞭毛ダイニンの力発生機構の解析 

ダイニンのモーター活性を in vitro で調べ
る新しい実験系の構築を行った。この実験系
では、ビオチン標識したダイニンをアビジン
を介してガラスに固定した。そのようなダイ
ニンのモーター活性は、これまで行ってきた
非特異的な固定法よりもモーター活性が高
いことが確かめられた。この方法を用いて、
三頭型外腕ダイニンのもつ３つの重鎖（αβ
γ）の違いを調べる実験を行った。一本の重
鎖のみを欠失した３種類の双頭型ダイニン

（αβ、βγ、αγ）の ATPase 活性とモー
ター活性を比較した（図２）。β重鎖がなく
なると、微小管すべり速度、ATPase 活性と
もに低下した。逆に、γ重鎖がなくなると、
両者はともに上昇した。一方、興味深いこと
に、α重鎖がなくなると、微小管すべり速度
は低下したが、ATPase 活性は上昇した。こ
の結果は、外腕ダイニンの３つの重鎖はそれ
ぞれ異なる性質をもち、それぞれのモーター
活性が相互に制御されていることを示唆す
る。これは、鞭毛運動におけるダイニンの分
子内および分子間の協調性に関して重要な
知見である。 
さらに、ビオチン化外腕ダイニンをアビジ

ンビーズに固定し、ダイニンの出す力発生過
程を、光ピンセットを用いて調べる実験を行
った。その結果、外腕ダイニンの出す力は１
ｐＮ程度であること、１分子では連続的な運
動が起きないことがわかった。この結果は、
さきに述べたQ-dot外腕ダイニンの運動解析
の結果とおおまかに一致する。以上の結果か
ら、微小管を効率的に運動させるには多分子
の外腕ダイニンが必要であることが示唆さ
れた。 
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（図１）20 μMATP の存在下に微小管上を運

動する Q-dot 外腕ダイニン 

Ｘ軸:微小管長軸方向, Ｙ軸:垂直方向 

 

（図２）野生型および変異型外腕ダイニン

の微小管すべり速度 (A) および ATPase

活性 (B) の比較 
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