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研究成果の概要（和文）：ダイニンのストークMTBD領域とLC1さらにαβチューブリンダイマーとの複合体結晶
の作成に挑戦したが，微結晶は得られたものの構造決定には至らなかった。更に，ダイナクチンp150のCAP-Gly
領域についても同様に，クライオ電子顕微鏡による複合体での構造解析にトライしたが，十分な解像度で構造解
析を行うには至らなかった。これら構造解析に向けた挑戦の過程で，微小管結合能の高いMTBD融合タンパク質単
独の結晶を得た。また，外腕ダイニンγ鎖のMTBD領域と軽鎖LC1の複合体構造解析より，フラップ領域を上手く
利用した微小管相互作用様式を提案することができた。

研究成果の概要（英文）：We attempted to crystallize a complex of dynein stalk-MTBD region with LC1 
and the αβ-tubulin dimer, but were unable to determine the structure of the complex, although 
microcrystals were obtained. Furthermore, the CAP-Gly region of dynactin p150 was also analyzed, 
after evaluating its interaction with αβ-tubulin dimer, and then the structure of the complex was 
analyzed by cryo-EM. However again, the structure could not be determined at a high resolution. In 
the course of these structural analyses, we obtained the crystals of the much better MTBD fusion 
protein alone, which has high microtubule-binding capacity. In addition, from the structural 
analysis of the complex of the MTBD region of the outer-arm dynein γ-chain and the light chain LC1,
 we were able to propose a novel binding mode of MTBD to the microtubule utilizing the flap region.

研究分野： 構造生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微小管を移動する分子モーターは，プラス端方向に移動するキネシンとマイナス端方向に移動するダイニンの2
種類がしられている。キネシンの運動メカニズムについては，複数の視点で非常に詳細な情報が蓄積している。
これに対しダイニンは，鞭毛・繊毛運動を駆動し，染色体分離や細胞内輸送を担う非常に重要な生体分子である
にも関わらず，モータードメインの分子サイズが380 kDaと巨大であるため，最近まで原子レベルの構造解明が
遅れていた。本研究は理解が遅れていたダイニンの運動機構解明に貢献するものであり，今後の展開も期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ここ数年，運動活性をもつダイニン重鎖の構造研究には大きな進展があり，ヌクレオチド依存
的な構造変化を中心に構造的理解が深まっていた。しかし，微小管結合状態での構造情報は電子
顕微鏡による低分解能の構造情報に留まっており，微小管結合を介したダイニン・ダイナクチン
複合体の活性化機構については著しく理解が遅れていた。  
 
２．研究の目的 
 微小管に結合したダイニンは遊離状態に比べて ATPase 活性が著しく上昇するため，微小管上
結合により活性化されたダイニンの構造情報はダイニンの運動機能を理解するうえで必須の構
造情報であると言える。そこでダイニン・ダイナクチン複合体の微小管結合領域に着目し，微小
管を構成するαβチューブリンダイマーとの複合体結晶構造を解析するとこにより，微小管結
合によりダイニンが活性化される仕組みを明らかにすることを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 申請者はダイニンのモータードメイン全体の構造解析と並行して，ストーク MTBD 領域の精密
構造解析を進めてきた。ストーク MTBD の末端を人工的に改変し，S-S 結合を導入したり安定な
コイルドコイルを持つタンパク質を融合したりして，へリックスの相対配置（レジストリー）を
固定し，微小管親和性の高い組換え体を得る事に成功していた（Kd = 2.9 μM）。理化学研究所・
武藤悦子博士のグループから提供された昆虫細胞によるヒト組換え体αβチューブリンダイマ
ーの発現系を用いて，結晶化用チューブリンダイマーを高純度で大量に得て複合体構造解析を
進めることもできていた。微小管を構成するチューブリンダイマー（α, β鎖）は極めて重合し
やすいため，これまで単結晶構造解析には不向きと考えられてきた。しかし，実際には重合阻害
タンパク質 DARPin（Designed Ankyrin Repeat Protein）との複合体として単結晶構造解析に用
いることが出来ることが知られている。我々も独自に調製した DARPin とヒトαβチューブリン
ダイマーの複合体構造を得る事に成功していたため，ここに高親和性の MTBD やダイナクチン
p150 の微小管結合領域 CAP-Glyドメインを混合し，複合体結晶化を進める手法を選択した。 
 
４．研究成果 
（１）．チューブリンダイマー（α，β鎖），重合阻
害タンパク質 DARPin，人工的に微小管親和性を高め
たダイニンストーク（AC-mDS）の４者についても複
合体の形成が確認されており，ゲル濾過クロマトグ
ラフィーで均一なピークとして分収することにも
成功した。 
 
（２）ダイニンのストーク MTBD 領域と LC1 さらに
αβチューブリンダイマーとの複合体結晶の作成
に挑戦したが，微結晶は得られたものの構造決定に
は至らなかった。 
 
（３）更に，ダイナクチン p150 の CAP-Gly 領域に
ついても同様に，αβチューブリンダイマーと相互
作用解析を行って結合能を評価したのち，クライオ
電子顕微鏡による複合体での構造解析にトライし
たが，十分な解像度で構造解析を行うには至らなか
った（図１）。 
 
（４）これら構造解析に向けた挑戦の過程で，微小管結合能の高い安定な MTBD 融合タンパク質
を得て，単独の結晶を得た。今後の構造解析が期待できる。 
 
（５）緑藻 Chlamydomonas reinhardtii 由来の軸糸ダイニン軽鎖（LC1）と軸糸ダイニン外腕γ
重鎖（OADγ）との直接の相互作用を見るために，LC1 と OADγの微小管結合ドメイン（MTBD）と
の複合体（LC1-MTBD）の構造を 1.7Å 分解能で明らかにした（図 2）。また，LC1-MTBD の立体構造
を基に LC1に部位特異的変位を導入してプルダウン実験を行い，LC1-MTBD間の相互作用に Arg79
が重要であること，H5 ヘリックスが主に結合に寄与していること等を明らかにした。さらに，
今回得られた LC1-MTBD 複合体の構造を既知の微小管-MTBD 構造に重ね合わせることで，微小管
に結合した LC1-MTBD 複合体の予想複合体構造も考察した。予想複合体構造では，LC1 が直接微
小管上の軌道と結合しておらず，微小管の C末端テイル領域に結合する可能性が示された。 

図１. CAP-Gly-MTのクライオ電子顕微鏡

写真(上)と 2D-class平均イメージ図(下) 



 

 

 
 
 

 
図２. LC1-MTBD の相対位置（Ａ）と複合体結晶構造（Ｂ） 
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