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研究成果の概要（和文）：組換ヒト双頭ダイニン分子の力測定と単頭ダイニンの破弾力の測定を行った．その結果ダイ
ニン分子は，約6pNの大きな力を発生する能力があり，天然ダイニンの発する力と同程度であった．単頭ダイニンの破
弾力は，ADP，AMPPNP，核酸なしでは強結合であったが，ADPVi存在下では弱結合であった．また力を前方向に加えると
外れやすかった．ダイニンの前方への歩行に有利であることが明らかとなった．
　細胞内にPAR-1膜タンパク質がエンドサイトーシスされる過程を3次元的に高精度（~10nm)に測定を行った結果，細胞
膜から細胞内にエンドサイトーシスするだけでなく，細胞内から細胞膜に戻る反応も発見された．

研究成果の概要（英文）：We use optical trapping to show the single molecule properties and the effect of 
load on the mechanochemical cycle of the motor domain of human dynein. The double-headed motor domain is 
responsible for producing a high force of ~6 pN with a predominant step size of 8 nm. An unbinding force 
measurement indicates that dynein-microtubule binding is weak for the ADP-vanadate state and strong for 
the nucleotide-free, AMPPNP and ADP states. The unbinding force was weaker when dynein was pulled toward 
the minus end of microtubule. Our results suggest that force plays an important role in the 
mechanochemical cycle of dynein to ensure the increasing of a probability for rear-head detachment with 
strain.
We imaged the trafficking of PAR-1 carrying vesicles to analyze the movement of activated PAR-1 after 
internalization. By the triple-view method consisting of dual-focus fluorescence and phase contrast 
optics, we detected endocytosis quantum dots 3-dimensional with high special precision.

研究分野： 生物物理学
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１． 研究開始当初の背景 

近年我々は，モーター分子の運動に基本となるパ

ラメーターを探索するために，組み替えダイニン

頭部に柔らかなリンカーを挿入してダイマー化し

た組換え体の１分子特性を測定した．その結果，

柔らかいダイマーは天然のダイニンに比べて，ス

テップサイズの分布が約２倍に増え，一方，力や

速度は約半分に減少した．この結果から我々は，

分子の柔らかさが１分子力学機能を決定付けたと

の仮定をした．さらに，微小管に結合したダイニ

ンに前進方向の力を掛けたときのダイニンの解離

速度は後退方向に掛けたときの約３倍も早くなっ

た．すなわち解離速度は力に対して非対称である

ことが明らかとなった．これらの結果から，モー

ター分子の運動の基本となるパラメーターは，(1)

パワーストローク距離，（２）非対称な解離定数，

(3)解離頭部の揺らぎ幅 ，(4)結合頭部の弾性率で

あると考えられた． 

 

２． 研究の目的 

小胞輸送や筋収縮に関与するモータータンパク

質（ミオシン・キネシン・ダイニン）の 1 分子研

究が進展したにもかかわらず，分子内構造変化や

細胞内での分子メカニズムはあまり研究されてお

らず依然不明である．そこで本研究ではモーター

タンパク質の運動メカニズムを広い階層で統合的

に理解するために，新しい 1 分子計測技術を開発

し，分子内構造変化を捉え分子内弾性を測り，細

胞内での個々の分子の力学測定を行い，モーター

の運動を説明できる運動モデルの構築を行い細胞

内でのモーター分子の役割を明らかにする． 

 

３．研究の方法 

方法は，成果の中に含めた形で，記述した． 

 

４．研究成果 

生体環境に近い高ATP 濃度においてもミオシン

フィラメントの力変位測定を行い，ミオシン1 分

子反応に由来するstep size とdwell time（ステ

ップ-ステップ間の時間間隔）の特性を調べた．ミ

オシンフィラメント内のミオシン約20分子がアク

チンと相互作用できるようにフィラメントの長さ

とミオシン頭部混合率を調整した．この際，様々

なATP 濃度条件下で同様の計測を行った.実験で

はビオチニルアクチンフィラメントに結合させた

アビジンビーズを光ピンセットにより捕捉し，蛍

光標識されたミオシンフィラメントとアクチンフ

ィラメントが平行に配向するように相互作用させ，

その際に発生したアビジンビーズの変位を測定し

た．また高ATP 濃度での実験ではミオシン個々の

現象が数ms で完了することが予測されたため，既

存の顕微鏡の改良を行うことで時間分解能を上げ

て測定をした．その結果，1mM，100μM，10μM ATP 

における変位トレースでステップ状の変位を確認

できた．step size が負荷の増大とともに減少す

る傾向と，dwell time が負荷の増大とともに増加

する傾向は各ATP 濃度で確認された．また，ミオ

シンの弾性部位の伸びから予想される力よりも高

負荷の力が発生していたので，高負荷の力発生に

は複数分子のミオシンが寄与していると考えた．

そこで各負荷の状態でミオシン何分子がアクチン

と結合しているのかをdwell time から推定した．

その結果，ミオシンフィラメント中のアクチンと

相互作用可能なミオシン分子数は17 分子であり，

無負荷では2 分子程度が，最大力付近では8 分子

程度が結合していると推定した．そして，弾性部

位の伸び力関係と結合しているミオシンの弾性部

位の分布からミオシンフィラメント全体で出す力

を計算したところ，ミオシンが力を出した後も複

数回に渡り力を出し続けることができれば，30pN 

程度の高負荷に抗して運動出来ることが予想され

た．これらの結果を説明できるモデルを構築し，

A.F. ハックスレー が行った筋線維の力を急速に

緩めると一旦は力が減少するがすぐに力が回復す

る実験で説明できることが明らかとなった．また，

ミオシン分子があたかも協調的にふるまうよな変

位を示すことも明らかとなった． 

 

Hetero 頭部ダイニンの歩行メカニズム 

これまで，細胞質ダイニンは二つの重鎖が交互に



構造変化して力発生を行うことで，微小管上を二

足歩行していると予想されてきた．ところが，こ

れまでの私の研究により，一方の重鎖を構造変化

及び力発生をしない「活性を失った」重鎖に代え

ても，微小管上を一方向へと二足歩行することが

明らかになった．細胞質ダイニンの2つの重鎖に別

々の蛍光色素または量子ドットを導入することで

，2つの重鎖の動きを高時間･空間分解能で追跡す

るシステムが整った．このシステムを利用するこ

とで，2つの重鎖が交互にステップするだけでなく

，一方の重鎖が連続してステップする場合がある

こと，野生型の重鎖が「活性を失った」重鎖を物

理的に微小管から引き剥がしていることが明らか

となった．それでは，細胞質ダイニンの動作に一

方の重鎖の寄与は必要ないかというとそうではな

い．光ピンセットを用いた計測から，ダイニンが

負荷に抵抗して力を発生させるためには，両方の

重鎖が構造変化することが重要だということもわ

かった．また，重鎖の構造変化自体は6 pN以上と

いう強い力を出しうるが，少なくとも細胞性粘菌

のダイニンでは，微小管との結合が大きな負荷に

耐えられず，これが細胞質ダイニンの発生させる

力を規定していることも示唆された． 

これらの特性が，「片足が死んでも二足歩行可能」

という細胞質ダイニンのユニークな性質を生み出

している．真核細胞の細胞質では，微小管のプラ

ス端方向への物質輸送に関わるキネシンは多くの

種類が存在するのに対し，反対側への輸送を司る

細胞質ダイニンは一種類だけである．そのため，

細胞質ダイニンはさまざまな状況に応じて，その

運動を調節できるものと考えられる．本研究は，

これまでに得られた一つの重鎖の構造情報や反応

キネティクスと，実際の二量体としての運動や力

発生の仕組みとを結び，細胞質ダイニンの細胞内

での調節機構研究の基盤となるものと評価できた． 

 

組換えヒト細胞質ダイニンの力・変位測定 

細胞質ダイニンは ATP 加水分解のエネルギーを

使って微小管上を移動する分子モーターである．

２つの細胞骨格モーター「細胞質ダイニン」と「キ

ネシン」は微小管上を移動しながらオルガネラや

タンパク質を輸送する役割を担っており，ダイニ

ンは細胞膜から核付近まで輸送し，キネシンは反

対方向核から細胞膜まで輸送を行う．細胞内では，

この逆方向に移動するモータータンパク質をうま

く調節して正確に輸送を行っていると考えられる

が，その制御機構は分かっていない．この制御機

構のモデルの１つに“綱引きモデル”がある．こ

のモデルは輸送する荷物に結合しているダイニン

とキネシンの数によって移動する方向が決定され

るというものであり，荷物に結合する分子数と 1

分子が発生する事ができる最大力が重要な要素と

なる．ダイニンが発生する力に関しては我々のグ

ループが天然ダイニンを用いて７pN であると主

張しているのに対し，1－2pN しか出さないと主張

するグループもあり，未だに論争が続いている．

そこで我々はどちらが正しいかを確かめるために

運動を制御する可能性のある尾部を切り取ったモ

ーター部位のみヒト細胞質ダイニンを発現し，運

動と力測定を行った．ダイニンを結合した 220 nm

のビーズを光ピンセットを用いて捕捉してガラス

上にある微小管上に結合させ，ATP を加えてダイ

ニンを運動させた時のビーズの変位を計測する事

により最大発生力を見積もった．その結果，ダイ

ニンのモーター部位の最大力は約７pN であり，

我々のグループが以前に報告したブタ精製ダイニ

ンの最大力と同程度であった．さらに破断力を測

定する事で微小管との結合状態の詳細を解析した．

ヌクレオチドなし，AMPPNP，ADP，ADP•Vi 存在下

でダイニンと微小管を結合させ，ステージ（微小

管）を動かす事により，ダイニン・微小管に外部

負荷をかけて結合を破断させた．その結果，ADP•Vi

存在下で破断しやすく，ヌクレオチドなし，AMPPNP，

ADP 存在下では大きな破断力であった．ダイニン

の進行方向に負荷をかけた時の方が順方向に負荷

をかけた時よりも破断力が弱く，すなわち前進し

やすいことを裏付ける結果を得た．以上により，

ダイニンは大きな力を発生することができ，前進

するのに都合の良い破断力を持つことが明らかと

なった． 



  

細胞内に HIV－Tat ペプチドが侵入するメカニズ

ム解明 

HIV-1Tat タンパク質形質導入領域（TatP）が細胞

に入り輸送されるメカニズムは，そのペプチドの

侵入の反応様式の不十分な理解のため不明なまま

であった． 

我々は，量子ドットを TatP に結合して 7nm の空間

精度で細胞表面及び細胞内での TatP 分子反応の

測定に成功した．量子ドットに約 8 分子の TatP

を結合した場合は，細胞膜に強く結合して細胞内

に輸送された．ところが，一価の TatP を結合した

だけでは，細胞内にはほとんど取り込まれなかっ

た．量子ドットーTatP が細胞膜に結合し細胞内輸

送されるために Heparin sulfate プロテオグリカ

ン（HSPGs）が必要か否かを調べるため， HS を酵

素によって除去を行った．すると，TatP が細胞膜

に結合しなくなったことから，HSPG が TatP を細

胞膜につなぎとめていることが示唆された． 

TatP が HSPG に結合すると，Rac1 が活性化し，

それによって，細胞内に取り込まれれていること

も明らかとなった． 

これらの結果は細胞表面に TatP の最初の結合機

構を明らかにし， TatP の数の重要性を示してい

る． 

 

PAR-1 のエンドサイトーシス過程の３D イメージ

ング 

がん化を誘発する膜タンパク質 PAR-1（Protease 

activated receptor 1）を過剰発現した培養細胞

内がどのようにして，膜タンパク質を細胞内に取

り込むのかその過程の追跡をおこなった．PAR-1

は，スロンビンや MMP1 といった分解酵素によって，

アミノ酸の一部が切断されることで活性化し，こ

れに伴い G タンパク質系のカスケードが活性化し

て細胞運動能を亢進し，転移を起こすことが知ら

れている．我々は，細胞膜上の PAR-1 のエンドサ

イトーシス速度とスロンビンによるカスケードの

活性化とに関連があるかをしらべるために，3 次

元的位置検出を行った．PAR-1 に対するモノクロ

ーナル抗体（権田，樋口 J．Biol.Chem 2010）

に量子ドットを結合して，PAR-1 の位置を検出し

た．量子ドット‐抗体複合体を細胞と反応させて

から，約 2 時間後には，細胞上の量子ドットの半

数が細胞内に取り込まれることが判明した．さら

に詳しく調べるために，3次元的な位置を数 nm 精

度で検出できる装置を用いて，PAR-1 がどのよう

にエンドサイトーシスするのかを明らかにした． 

約 150 秒の位置追跡によって，エンドサイトーシ

スするPAR1，膜表面上を動くだけのPAR1そして，

膜の中から外に向かうエンドサイトーシスとは逆

方向の運動が見られた．膜の中から外に向かう

PAR-1 は，一度エンドサイトーシスした小胞が舞

い戻ってきたのか，あるいは，リサイクリングの

途中を見ているのかのいずれであろうと考えてい

る ． 
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