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研究成果の概要（和文）：ダイニンは非常に巨大で複雑な双頭構造をもつが、2つの頭をどのよ

うに協調させて運動を行っているのかを明らかにすることを目標に、複数頭部間の協同性の実

態を調べた。亜鉛の存在下で重合させたチューブリンは、ダイニンの結合領域が 1 本のプロト

フィラメント上にのみ露出するシート状のポリマー構造をつくる。この zincシート上でダイニ

ンの運動を観察したところ、微小管上と同様な速度でプロセッシブに運動することがわかった。

このことは、ダイニン分子の双頭は、プロトフィラメントという細いトラックの上を互いの頭

部が構造的に邪魔をするようなことなく、協同的に連携して一方向に進むことができることを

意味する。 

 
研究成果の概要（英文）：Cytoplasmic dynein is a two-headed microtubule (MT) motor protein. While 

kinesin moves by a hand-over-hand mechanism, the dynein walking mechanism is unknown. As the 

dynein motor domain is much larger than the step size, the two heads of dynein are thought to use 

multiple protofilaments of MT. Here we report dynein and kinesin motility on zinc-induced tubulin 

polymer (zinc-sheet), where only one protofilament can be used by motor proteins. Dynein and kinesin 

moved unidirectionally on a zinc-sheet at a similar velocity as MTs, demonstrating that both dynein and 

kinesin can walk on a single protofilament and multiple rows of parallel protofilaments are not essential 

for motility. These findings provide a clue as to how dynein uses the two huge motor domains for 

molecular walking. 
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１．研究開始当初の背景 
 ダイニンは、微小管と相互作用して細胞内
物質輸送、染色体移動、繊毛･鞭毛運動など
種々の細胞運動を行うモータータンパク質
である。細胞内の役割という点で多才である
とともに、分子機械としてモーター機能に注
目したときにも単純な一方向の力発生のみ
でなく、情況によって振動運動、トルク発生、
ギアチェンジ、On-Off制御などの高次の機能
をもつ非常に複雑なマシンである。ダイニン
分子は AAA+型の ATPase ファミリーに属し、
そのモータードメインは AAA型タンパク質に
特徴的なモチーフがリング状に並んだ構造
をもつ。その中には複数の ATP結合部位が存
在し、それぞれ異なる役割をもつことが示唆
されている。また、微小管と結合する部位は
リング構造から突き出したストークの先端
であり、その結合と解離は、15nmにも及ぶコ
イルドコイル構造を通してリング構造内の
ATP 加水分解により制御されているはずであ
る。このように、ダイニンは微小管の長軸に
沿った単純な運動をするだけでも、ミオシン
やキネシンなどのようなモータータンパク
質のメカニズムとは異なり、これまでのタン
パク質の機能と構造の常識では理解しがた
いような、不思議な面をいろいろともってい
る。ダイニン運動機構の研究は、最近の数年
間に細胞質ダイニン組換え体の発現系が確
立され、その分子メカニズムの解明にメスが
入るようになった。また、ダイニン１分子の
力学計測から、ダイニンはキネシンと同様に
8nm のステップを刻むことが明らかにされた。
しかし、直径が 16 nmほどもあるモータード
メインを２つもつ分子がどのように 8 nm の
ステップを刻むことができるのか、キネシン
の分子構造とは全く異なるダイニンが、キネ
シンと同様な hand-over-hand メカニズムで
運動するかどうか、まったくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、細胞運動にかかわるモータータ
ンパク質のうち、もっとも複雑な構造をもち、
かつ高次機能を有するダイニン分子の運動
機構を明らかにすることを目標する。具体的
には、細胞質ダイニンの組換え体を用いて運
動計測を行い、複数の頭部の変位を調べ、複
数頭部間の協同性の実態を明らかにして、微
小管上で力を発生する分子機械のメカニズ
ムを理解することを目的とする。具体的には、
複数の頭部をもつダイニン分子が微小管上
を歩く時、何本のプロトフィラメントを使う
かを明らかにする。すなわち、ダイニン頭部
の大きさを考えると複数プロトフィラメン
トを利用することが推定されるが、ストーク

の先端(ストークヘッド)はキネシンよりも
小さいので、１本のプロトフィラメントをフ
ォローすることも可能である。プロトフィラ
メント１本でも１分子ダイニンがっプロセ
ッシブに動けるかどうかを実験的に示すこ
とにより、1 分子内の 2 つの頭部の協同性を
調べる。 
 
３．研究の方法 
細胞質ダイニンのうち、酵母のダイニン

人工 GST ダイマーの N 末端に GFP を融
合させ、全反射顕微鏡下で 1 分子観察を行
った。コントロールとしてキネシンについ
ても同様に GFP融合タンパク質を作製した。
ダイニン分子が微小管上を運動する際に
プロトフィラメント 1本で運動ができるの
か、複数頭部を複数のプロトフィラメント
にまたがって相互作用することにより運
動しているのかを明らかにするために、ダ
イニンの結合領域であるβチューブリン
のヘリックス 12 付近がただ 1 列に表面に
露出した重合体である Zinc シートを用い
た。すでに、ガラスに固定したダイニンが
この Zinc シートを滑り運動させることを
明らかにしているが、この運動再構成系で
は 1 本の Zinc シートに同時に複数のダイ
ニン分子が相互作用できるので、必ずしも
1 分子ダイニンが 1 本のプロトフィラメン
トを利用しているとは限らない。酵母ダイ
ニンの N末端に GFPを融合させた組換え体
は、微小管上を 1分子でプロセッシブに運
動することを確認しており、これを用いて
固定した Zinc シートの一端を使って 1 分
子ダイニンの運動を観察する。プロセッシ
ブな運動が観察できれば、ダイニンの複数
の頭部が 1本のプロトフィラメントと交互
に相互作用することの直接的な証明とな
り、双頭間の協調性が明らかになる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
４．研究成果 

Zinc シートは亜鉛イオン存在下における
シート状のチューブリン重合体であるが、微
小管が展開した構造とは異なり、Zincシート
の隣り合うプロトフィラメントは Zinc イオ

Zincシート 

 

GFP融合ダイニン 

    



ンを介して逆平行かつ表裏逆に並んでいる
（図 1A）。ダイニンとキネシンが結合する β
チューブリンの H12は Zincイオンと結合し、
隣のプロトフィラメントに埋もれてしまう
ために、Zinc シートの一端のプロトフィラメ
ントにだけ露出していると考えられる。これ
まで Zinc シートや、Zinc シートがらせんを
巻きながらチューブとなったマクロチュー
ブとキネシンを使った滑り運動の実験など
はすでに報告されているが、微小管が Zinc
シートと同時に重合する可能性や、安定性に
問題があったりすることから Zinc シートを
使った実験は困難だった。そこで我々は、よ
り安定で解析に耐えうる Zinc シートを作製
するために Zinc イオン濃度と重合時間を試
行錯誤して、幅 200 ± 63 nm（図 1C）、長さ
3.3 ± 1.6 nm（図 1D）の Zinc シートを作
製した。さらに電子顕微鏡観察により微小管
が混ざっていないことを確認したうえで、異
なる蛍光色素で標識した Zinc シートと微小
管を全反射顕微鏡で観察したときにほぼ同
じ本数観察されるように混ぜた溶液を電顕
観察した。どちらも同等に観察されたので、
顕微鏡によって Zinc シートの方が選択的に
観察されやすいという可能性を排除した。つ
まり本実験で作製した Zinc シートの中に微
小管の混入はほとんどないと考えられる。さ
らに Zinc シートをグルタルアルデヒドで固
定した Zinc シート (GA)も作製した。GA 架橋
率は微小管(GA)が 46 %, Zinc シート(GA)が
39 %であった。 

作製した Zinc シートがダイニンとキネシ
ンの運動を支持するかどうか確かめるため
に、ガラスに固定した多数のモーター分子に
よってチューブリン重合体に滑り運動をさ
せる、グライディングアッセイを行った（図
２）。微小管のグライディングはダイニン・
キネシンともに比較的真っすぐだったが、
Zinc シートのグライディングはカーブを描
いたり、回転するものが多く観察された。軌
跡の平均曲率も大きくなる傾向にあり、キネ
シンだけでなくダイニンにおいても頻度良
く運動を観察することができた（図 2A-D）。
Zinc シートはリボンのような構造をしてい
るため微小管に比べて軌跡が曲がりやすい
と考えられる。本実験で観察されたカーブす
る軌跡は微小管のものとは大きく異なるた
めに、混入した微小管ではなく、Zinc シート
がグライディングしていることを示してい
る。また、マクロチューブはモーターに結合
したが滑り運動はしなかった。これはマクロ
チューブを構成するプロトフィラメント、つ
まりは Zinc シートの端以外のプロトフィラ
メントはダイニンとキネシンの運動を支持
しないことを意味する。 

 
 
 
 
Zinc シートの端のプロトフィラメントだ

図１ 

図２ 



けがモータータンパク質の運動をサポート
できることが分かったので、次に Zinc シー
ト上でのモーター１分子の運動を観察し、速
度を計測した。ダイニンは GFP融合酵母ダイ
ニンを使い、キネシンは GFP 融合ラットキネ
シンを用い、GFP の蛍光を全反射顕微鏡を用
いて検出した。Zinc シートをガラスに固定す
ると長さが 1 µm ほどに減少し、観察中にす
ぐに脱重合してしまった。これは未重合や重
合不良のチューブリンを除くための遠心処
理や、運動 assayに必要な溶液条件などによ
って、Zincシートが壊されてしまうためだと
考えられる。そこで観察にはグルタルアルデ
ヒドで固定した Zinc シート(GA)を用いた。
ダイニンとキネシンともに Zinc シート(GA)
上の運動が観察され、視野中の約半数の Zinc
シート(GA)が運動に使用されていた（図
3A-C）。本実験において微小管が混ざってい
る可能性はほとんどないので、ダイニンとキ
ネシンは Zinc シート上を運動可能であるこ
とが明らかとなった。ダイニンにおいては、
MT, MT (GA), Zincシート (GA)間で速度に違
いはなかった（図 3D-E）。さらにマクロチュ
ーブ上では先端や一部で結合が確認された
が運動はしなかった。 
 

 
 
 
以上の結果から、ダイニンもキネシンもプ

ロトフィラメント 1本のみを使って運動が可
能であることが明らかとなった。キネシンに
関しては以前から微小管上のプロトフィラ

メントに沿った運動が報告されていたが、本
実験によって隣のプロトフィラメントが利
用できない状況でもキネシンは速度を落と
すことなく運動が可能であることがわかっ
た。これはキネシンが微小管上を運動すると
きは基本的にプロトフィラメント 1本のみを
使っていることを強く示唆する。また運動様
式が分かっていないダイニンに関しても、微
小管上と Zinc シート上で１分子の運動速度
に変化がなかったことは、プロトフィラメン
ト一本上と微小管上で運動様式が同じであ
ることを示唆している。ダイニンの運動様式
に関してモータードメインのサイズを考慮
に 入 れ る と 、 キ ネ シ ン と 同 じ よ う な
hand-over-hand モデルで運動することは難
しく、二つのモータードメインの一部が
overlap したまま小股で動くような、
overlapping hand-over-handモデルで運動す
ることが予想される。さらにダイニンは微小
管上を運動するときは複数のプロトフィラ
メントを同時に使用したり、千鳥足で運動す
るなどと考えられてきた（図４）が、本研究
の結果から、ダイニンは微小管中のプロトフ
ィラメント 1本上を運動している可能性が大
きく、双頭間での協調した相互作用を行って
いると考えられる。 
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