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研究成果の概要（和文）： 生体システムでは多数の分子が協調して機能している。しかし、従

来は、分子の数や種類、空間配置を自在にコントロールする技術が確立していなかったので、

その詳細なメカニズムには未解明の部分が多い。本研究では、DNAの 2次元構造物(DNA-tile)

上に多数の蛋白質分子を固定した"DNA-蛋白質ハイブリッドナノシステム"を構築し、複数モー

タ蛋白質による輸送顆粒の分子間協調メカニズムを探り、そのメカニズムのいったんを明らか

にした。 

 
研究成果の概要（英文）：The motor protein kinesin drive vesicle transport in the cell using 

energy derived from ATP. However, how multiple kinesin are coordinated each other 

remains elusive. Here we created a hybrid nanomachine (DNA-Tile-kinesin) using 

DNA-Tile as the skeletal structure and kinesin as the functional module. Single molecule 

imaging of DNA-Tile-kinesin hybrid allowed us to evaluate the effects of the number of 

molecules involved in the transport and nanometer changes in the distance between 

multiple kinesins on motility. Our results show that number of kinesin participating in the 

transport affect on run length but not on velocity. These results indicate the power of our 

approach toward the understanding of coordination mechanism of motor proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

生体内では、物質の輸送・細胞分裂など、様々
な現象に、多種・多数のモータ蛋白質が関わ
っている。しかし、従来は、分子の数や種類、
空間配置を自在にコントロールする技術に
乏しかった。我々は、自己集合能を持ち、サ

ブナノメートル単位で長さ調節ができ、かつ
配列情報を用いて位置情報を持たせること
が可能な DNA を 2 次元・3 次元の構造物の
骨組みとして用い、機能を持った蛋白質を自
在に配置する事で、この壁を破れるのではな
いかと考えた。手始めに、2 つのキネシンモ

機関番号：１２６０１ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2010 ～ 2011 

課題番号：22570156 

研究課題名（和文） ＤＮＡ－蛋白質ハイブリッドナノシステムを用いた多分子モータ間の 

協調機構解明 

研究課題名（英文） Coordination mechanism of multiple motor proteins: a DNA-protein 

 hybrid nanosystem study 

研究代表者 

多田隈 尚史 （TADAKUMA HISASHI） 

東京大学・大学院新領域創成科学研究科・助教 

 研究者番号：10339707 

 

 



 

 

ータ蛋白質の頭部機能ドメインをDNA で接
続した 2 種類のハイブリッドナノマシン
(DNA-キネシン)を作製したところ、連続歩行
する様子が観察できた。この実験系を用いて、
頭部間の距離や、頭部間にかかる張力がキネ
シンの運動活性に与える影響を評価した結
果、キネシンの C 末端を介して頭部間に適
度な張力がかかる事が、連続歩行に重要であ
る事を示した(宮薗ら、EMBO J 2010)。本研
究では、この実験系を更に発展させ、多種・
多数の分子間の協調メカニズムの解明を目
指した。 

 

２．研究の目的 

近年、進展著しい DNA ナノ構造物
(DNA-tile)の上に蛋白質分子を配置した、
DNA-蛋白質ハイブリッドナノシステムを構
築し、多分子のモータ分子間の協調メカニズ
ムを解明する。また、DNA-tile 上にモータ蛋
白質以外の物も結合させ、システム化できる
可能性を具現化し、転写・翻訳系に応用する
為に、固定化用の試料(RNAP とリボソーム)

を構築する。 

 

３．研究の方法 

(1) DNA-tile上に蛋白質分子を配置するため
に、近年開発された DNA-Origami-tile 
(Rothemund Nature 2006)を用いて長方形
(90x60 nm)の DNA ナノ構造物(DNA-tile)を作
成し、特定の場所に蛋白質結合用の手を導入
する。DNA-Origami-tile では、1本の長い DNA
鎖(M13 -1 本鎖プラスミド：7,249nt)を多数
の短い DNA 鎖(staple 鎖：32nt、226 本)で折
り畳んでいく手法であり、staple 鎖に結合用
の手を導入する事で、任意の場所に蛋白質を
結合させる事が可能である(図 1)。蛋白質結
合方法としては、①DNA 鎖のハイブリダイゼ
ーションを利用した方法と②共有結合性の
タグ蛋白質(Halo タグ蛋白質/SNAP タグ蛋白
質)を利用した方法を用いる。作製した
DNA-tile とキネシンを混ぜる事で、DNA-蛋白
質ハイブリッドナノシステム(ナノマシン)
を作製する(DNA-tile-キネシン)。そして、
作製した DNA-tile-キネシンがレールである
微小管上をリアルタイムに運動していく様
子を全反射顕微鏡で 1分子観察する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. DNA-tile 上の 12 箇所の結合場所 
 

(2) DNA-tile 上には、モータ蛋白質だけでな
く、様々な種類の生体分子を結合させる事が
可能である。我々は、多数の分子が協調して、
効率的な反応を行っている転写・翻訳系に着
目し、DNA-蛋白質ハイブリッドナノシステム
の応用を図った。具体的には、転写や翻訳を
司る、RNA ポリメラーゼ(RNAP)やリボソーム
にタグ蛋白質(Halo や SNAP タグ蛋白質)を融
合させ、DNA-tile 上に結合できるようにする。
活性評価には、無細胞翻訳系"PURE system"
を用いた。PURE system は、転写・翻訳に必
要な因子のみから構成される反応系であり、
因子を自在に出し入れする事で、個々の因子
の転写・翻訳に対する影響を評価する事が可
能である。この PURE system を用いる事で、
作製した RNAP やリボソームの活性評価を行
う。 
 
４．研究成果 
(1) 運動に関わるキネシンの数は連続歩行

距離に寄与する 
多数の分子間の協調メカニズムの解明する
ために、DNA-tile 上に 1-9 個のキネシン分子
を結合させた DNA-蛋白質ハイブリッドナノ
シ ス テ ム ( ナ ノ マ シ ン ) を 構 築 し た
(DNA-tile-kinesin)。まず、DNA-tile の特異
的な場所にキネシン分子を結合させる方法
を比較した結果、ハイブリダイゼーションを
用いる方法よりも、タグ蛋白質(Halo や SNAP
蛋白質)を用いる方法の方が良好な結果を得
た。その結果、目的の場所にキネシン分子を
結合させる事に成功した(図 2)。ただし、キ
ネシンが DNA-tile に結合する結合速度定数
は、溶液中におけるタグ蛋白質-タグ蛋白質
リガンド間結合の値よりも 3 桁ほど低く(103 
- 104 /M/s)、効率的な DNA-tile-kinesin の
形成には課題が残った。 
 

 
図 2. AFM 像 (長方形 tile に蛋白質が結合 
左図;単量体 3ヶ所、右図;2 量体 2ヶ所) 
 
DNA-tile-kinesin の速度と連続歩行距離を
全反射顕微鏡で観察した結果(図 3)、
DNA-tile に結合しているキネシンの数に応
じて、DNA-tile-kinesin の連続歩行距離が伸
びる事を見出した。一方、速度には変化が見
られなかった。従来、輸送小胞などに結合し
ている分子数の変化が連続歩行距離と速度
のどちらに寄与するのかが明らかでなかっ



 

 

たが、分子数を厳密に制御できる DNA-蛋白質
ハイブリッドナノシステムを用いる事で、キ
ネシンにおいては、多数分子が同時に働く事
の効果は、主にナノシステム全体をレールか
ら解離しにくくする事に寄与する事が明ら
かになった。次に、ナノシステム中に機能の
低下した分子がいた場合に、システム全体の
活性がどのように変化するのかを明らかに
するために、野生型のキネシンと共に、ATP
加水分解活性が低い変異体をモデル分子と
して DNA-tile の特定の場所に結合させた。
その結果、変異体の割合が増えるにつれて、
システム全体の活性が低下した。この結果か
ら、現状のハイブリッドナノシステムでは、
システム性能を高い状態で維持するために
は、システムを構成する全ての分子の活性を
高く保つ事が重要である事がわかった。これ
らの結果は、DNA-tile 上の任意の場所に目的
の蛋白質を固定させたハイブリッドナノシ
ステムの構築と、システム全体の活性評価が
可能である事を示しており、多分子協調メカ
ニズムを探る手法の基礎が確立した。 
 

 
図 3. DNA-tile-kinesin 運動の 1分子観察 
 
(2) タグ化 RNAP/リボソームの構築 
DNA-蛋白質ハイブリッドナノシステムを転
写・翻訳系に応用するために、タグ蛋白質を
融合させた RNAP とリボソームを構築した。
更に、タグ化リボソームを用いて、大腸菌
trans-translation 機構の解析を行った。細
胞内において翻訳の異常停止は、出来損ない
の蛋白質や翻訳が滞った翻訳複合体を生じ
させ、細胞に悪影響を与える。大腸菌では、
trans-translation 機構が翻訳途中で異常停
止した翻訳複合体をリサイクルし、また出来
損ないの蛋白質に分解用シグナルを付加さ
せる事で、品質管理の一端を担っている。
trans-translation 機構では、まず、tRNA と
mRNA の 2 つ の 機 能 を 併 せ 持 つ
transfer-messenger RNA(tmRNA) が、 Small 
protein B(SmpB)や翻訳因子 EF-Tu と共に、
異常停止したリボソームに結合し、翻訳を再
開させる。続いて、tmRNA の ORF(11 アミノ酸
からなる SsrAタグ)を出来損ないのポリペプ

チド鎖に付加した後に、tmRNA の持つ終始コ
ドンを用いて、通常の翻訳終結反応を引き起
こし、異常停止リボソームを rescue する。
trans-translation 機構の 1 分子解析の第一
歩として、まず、ガラスに固定した空のリボ
ソームへの tmRNA/SmpB/EF-Tu 複合体の相互
作用を一分子レベルで観察した(図 4)。その
結果、tmRNA が解離するまでには単一ではな
く複数の経路があることが明らかにした。大
腸菌内では、リボソームは 1個だけで翻訳を
行っているのではなく、ポリソーム構造(1 本
の mRNA に複数リボソームが数珠つなぎにな
った構造)で翻訳を行っており、個々のリボ
ソームの翻訳活性が別のリボソームの翻訳
活性に影響を与えていると考えられている。
翻訳の異常停止においても、異常停止や停止
解除によって、異常停止しているリボソーム
に引き続くリボソームの翻訳活性に影響を
与えていると考えられる。しかし、従来は、
ポリソーム構造を試験管内で再構成する事
が難しく、詳細にその分子機構を調べる事が
困難であった。一方、DNA-蛋白質ハイブリッ
ドナノシステムでは、複数のリボソームを任
意の場所に空間配置できるので、擬似的なポ
リソーム構造の再構成が可能であると考え
られる。今後、DNA-蛋白質ハイブリッドナノ
システムを更に発展させる事で、従来明らか
にする事が難しかった、翻訳時における多分
子間協調性の機構解明が期待される。 
 

 
図 4. trans-translation の 1 分子解析 
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