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研究成果の概要（和文）：細胞質ダイニンの微小管親和性を制御する構造メカニズムを明らかとするため、微小管結合
ドメイン(MTBD)の立体構造および微小管との複合体構造の解明を行った。まず、コイルドコイル鎖にS-S結合を導入し
て低親和性および高親和性状態に固定したコンストラクトMTBD-LowおよびMTBD-Highを構築し、NMRによる構造決定を行
った。また、MTBD-Highと微小管複合体の立体構造をクライオ電子顕微鏡により解析し、単粒子解析法に基づく3次元再
構成により、分解能9Å（FSC=0.5）の密度マップを得た。得られたNMR構造と電顕構造に基づいて、MTBDがMTとの親和
性を制御するモデルを提唱した。

研究成果の概要（英文）：Cytoplasmic dynein is a motor protein that walks on microtubules (MTs). The microt
ubule-binding domain (MTBD) is located at the tip of the anti-parallel coiled-coil, which is protruded fro
m the ATPase domain of dynein heavy chain. It has been considered that the change in the association mode 
of the coiled-coil alters the MT affinity of the MTBD. However, the structural mechanism underlying the af
finity regulation of the MTBD remains elusive.
Here, we designed two MTBD constructs, termed MTBD-High and MTBD-Low, which are stabilized either in the h
igh or low affinity state for MTs, respectively, by introducing a disulfide bond between the coiled-coil h
elix. We performed NMR analyses of MTBD-High and MTBD-Low, in order to elucidate differences in the struct
ure and the MT-binding mode in the high and low affinity states. Based on NMR data in combination with the
 cryoEM analysis of the MTBD-High/MTs complex, we modeled the complex structure of the MTBD and MTs in the
 strong binding state.
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Fig.1 親和性を制御したコンストラクトの作製。
CC1とCC2のCys変異を導入し、微小管に対し
て高親和性、低親和性の MTBD 変異体を得た
（図中に点線で示す）。 

１．研究開始当初の背景 
細胞質ダイニンは微小管上を細胞膜側から
中心体方向に向かって運動する微小管モー
タータンパク質である。細胞質ダイニンは、
6 個の AAA+モジュールで形成される ATPase
ド メ イ ン と 、 微 小 管 結 合 ド メ イ ン
(Microtubule binding domain: MTBD)を有し、
末端のステム領域を介して2量体を形成する。
細胞質ダイニンの微小管結合活性は ATPase
ドメインによって制御されており、2 量体中
の 2つの MTBD が ATPase 活性と適切に連動し
て高親和性状態と低親和性状態の間を交互
にスイッチすることにより、細胞質ダイニン
は微小管上から脱離することなく運動する
と考えられている(Fig. 1)。 
ダイニンの MTBD と ATPase ドメインは逆平行
のコイルドコイルによって連結されており、
親和性制御の情報伝達を担っていると考え
ら れ る 。 Gibbons ら は 好 熱 菌 の SRS 
(seryl-tRNA synthetase)由来のコイルドコ
イル鎖に、ダイニンのコイルドコイル鎖(CC1, 
CC2)を含む MTBD 融合した発現系を作製し、
融合するコイルドコイル鎖の長さを調節す
ることで MTBD の微小管親和性が変化するこ
とを示した(J Biol Chem, 280, 23960(2005))。
さらに近年、低親和性状態を反映する SRS 融
合 MTBD の X 線結晶構造が発表された
(Science, 322, 1691 (2008))。しかし、高
親和性状態を反映した MTBD の構造は明らか
になっておらず、また微小管との高分解能の
複合体構造も明らかではないため、コイルド
コイル鎖の会合状態の変化が MTBD の親和性
を変化させる機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、細胞質ダイニンのコイル
ドコイル鎖に S-S 結合を導入して、MTBD を低
親和性状態・高親和性状態に制御し、これら
の立体構造および微小管との複合体構造を
NMR 法とクライオ電子顕微鏡法によって原子
レベルで解明することにより、ダイニンの微
小管親和性制御機構を明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 高親和性状態・低親和性状態の MTBD の
立体構造決定 
高親和性状態・低親和性状態を模倣した
MTBD(high), MTBD(low)の溶液構造の決定を
行う。手順としては、まず全ての主鎖・側鎖
原子の NMR シグナルの帰属を行う。得られた
帰属をもとに、MTBD(high), MTBD(low)内の
プロトン間の距離情報をNOESYスペクトルか
ら収集し、C周りの二面角、水素結合など
の拘束条件を加えて、Cyana2.1 を用いた構造
計算を行う。MTBDは137残基と比較的小さく、
試料も 0.5 mM 程度の高濃度において安定で
あることから、上記の手法で構造決定が可能
と予測されるが、十分な構造収束が得られな
い場合は、バイセルや Pf1 ファージで配向さ

せた状態において残余双極子カップリング
(RDC)を測定し、構造計算に組み入れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)NMR 法による MTBD 上の微小管相互作用部
位の決定 
転移交差飽和(TCS)法によりMTBD上の微小管
結合部位を決定する。TCS 法では、微小管結
合状態に受けた飽和の影響を遊離状態の NMR
シグナルの強度減少として観測することに
より結合部位を同定する。本手法は、結晶化
が困難な微小管複合体における結合部位を
原子レベルで同定する唯一の手法である。高
親和性状態および低親和性状態それぞれに
おける微小管相互作用面を同定し、それらを
前項で得られた構造上にマッピングするこ
とにより親和性の違いを決定する構造基盤
を明らかにする。 
 
(3) クライオ電子顕微鏡を用いた MTBD・微小
管複合体構造の決定 
クライオ電子顕微鏡を用いて、高分解能の
MTBD・微小管複合体構造を取得する。この研
究は、東京大学大学院医学系研究科・生体構
造学分野 吉川雅英教授と共同で行う。微小
管と高い親和性を示した野生型 MTBD を用い
て、以下の手順で微小管複合体構造を解析す
る。 
① MTBD と微小管を吸着させたグリッ
ドを液体エタンで急速凍結し、ヘリウムステ
ージを搭載したクライオ電子顕微鏡を用い
てMTBD結合状態の微小管像を多数取得する。 
② 吉川らの開発した asymmetric 
helical reconstruction 法(J Struct Biol, 
2007) を用いて、14 本のプロトフィラメント
からなる微小管の周期性を利用したデータ
解析を行い、三次元再構成像を取得する。 
③ 得られた複数の三次元構造のセグ
メント分割および平均化を行い、高分解能の
MTBD・微小管複合体構造を取得する。微小管
および MTBD の二次構造が明確に観測できる
10 Å以上の分解能の構造の取得を目指す。 
 
 



Fig.2 MTBD-High, MTBD-Low の NMR構造。 
MTBD-High(薄赤)と MTBD-Low（薄青）の構造
の重ね合わせ。両者で構造が異なる部位（H1
と CC1 の位置を示す。 

４．研究成果 
(1) 高親和性状態・低親和性状態の MTBD の
立体構造決定 
分子内 S-S 結合を導入して、高親和性状態・
低 親 和 性 状 態 を 模 倣 し た MTBD-High, 
MTBD-Low の構造を NMR 法により決定した。 
その結果、MTBD-High, MTBD-Low はともに 6
本のへリックス（H1-H6）と逆平行コイルド
コイル鎖（CC1・CC2）からなる構造をとるこ
とが明らかとなった。両者の構造を比較する
と、顕著な構造変化が S-S 結合を導入した C
末端側のコイルドコイル領域、H1 へリックス
の領域に存在することが分かった。 

 
 
 
 

 
(2)NMR 法による MTBD 上の微小管相互作用部
位の決定 
また、転移交差飽和法により、MTBD 上の微小
管結合部位を同定した。その結果、MTBD-Low
では H1, H6 のみが相互作用していたのに対
して、MTBD-High では H1と H6 に加えて H3 を
含めたより広い結合界面が形成されている
ことが明らかとなった。以上より、MTBD はコ
イルドコイル鎖の会合状態の変化に伴って、
微小管結合部位の構造が変化し、微小管に対
する親和性が制御されていることが示唆さ
れた。 
 
(3) クライオ電子顕微鏡を用いた MTBD・微小
管複合体構造の決定 
MTBD-High と微小管複合体の立体構造をクラ
イオ電子顕微鏡により解析し、単粒子解析法
に基づく 3 次元再構成により、分解能 9Å
（FSC=0.5）の密度マップを得た。得られた
密 度 マ ッ プ に tubulin dimer お よ び
MTBD-Highの立体構造をMDFFを用いたフレキ
シブルフィッティングによりドッキングし、
複合体構造を得た。 
 得られた複合体において、MTBD は tubulin 
dimer のαサブユニットとβサブユニットの
界面を跨るように結合しておいた。MTBD 側の
にはの結合界面には塩基性残基が、tubulin
側には多くの酸性残基が存在し、両者には多

数の塩橋が形成されていた。特筆すべきこと
に、MTBD 側の界面には唯一の酸性残基 E3122
が存在し、tubilinαサブユニットの R402 と
塩橋を形成していた。以上の結果より、MTBD
の低親和性から高親和性状態への変化にお
いては、CC1 のおよび H1 の構造変化が誘起さ
れ、その結果 MTBD に微小管に対して相補的
な表面が形成されることにより高い親和性
を獲得するというモデルを新たに提唱した。 
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