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研究成果の概要（和文）：モータータンパク質であるダイニンの力学応答を明らかにするために、ヒトダイニン重鎖の
組換え体を用いて、微小管上の1分子の運動のようすと電子顕微鏡による分子形態の観察を行った。ダイニンは運搬す
る荷物を持たない無負荷の状態では、2つの頭部を重ね合わせたスタック構造をとり、微小管上を一方向に進まずに拡
散運動を行い、自己抑制状態に陥ることがわかった。さらに、頚部の長さや堅さを変調して2つの頭部が重なることが
できないように制約を与えると、無負荷の状態でも一方向に連続的に運動できることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the molecular mechanism of dynein motility, we have genetically 
engineered human dynein heavy chain and observed single molecule behaviors of the recombinant proteins on 
the microtubule and their molecular shape by electron microscopy. When dynein didn’t have the cargo, 
namely under no load, the ring structure of the two heads overlapped in face-to-face fashion and the 
dynein molecules fluctuated on the microtubule without showing unidirectional movement, falling in 
self-inhibited state. When the two heads were restricted not to overlapped, the molecules exhibited the 
unidirectional and processive movement toward the microtubule minus end under no load.

研究分野： 生物物理学
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１． 研究開始当初の背景 

 ダイニンは微小管上を運動するモータータ

ンパク質であり、巨大で複雑な構造をもつ。細

胞内輸送や細胞分裂などに関わる I型細胞質ダ

イニン（以下、単にダイニンと呼ぶ）は、細胞

内小器官や小胞の輸送、紡錘体の配置や染色体

分離、神経上皮の細胞運動など、様々な機能を

担っている。ダイニンのモータードメインは

AAA+タンパク質ファミリーに属し、その結晶

構造が明らかになり、構造変化の大筋が理解さ

れるようになった。しかし、ダイニン分子の運

動特性については、無負荷状態でのブラウン運

動や、負荷をかけたときのキャッチボンド機構、

微小管のプラス端方向への力発生など、ミオシ

ンやキネシンとは異なる特徴的な力学応答が

見られ、運動機構の本質が明らかにされていな

い。 

２． 研究の目的 

 以前に我々は、高等動物由来のダイニンは１

分子レベルで、負荷のある状態（人工ビーズな

どの荷物を背負っているとき）では連続的な一

方向性の運動を示す
①
が、無負荷の状態では（微

小管のマイナス端方向へのバイアスがある）ブ

ラウン運動をする
②
ことを明らかにした。本研

究では、最近我々が開発したヒトダイニン組換

え体を利用して分子デザインを行い、その運動

特性と分子形態を観察することにより、特にダ

イニン分子内の２つの頭部の関係に注目して、

運動機構を明らかにすることを目的とした。 

３． 研究の方法 

(１) ヒト組換え体ダイニン浮遊細胞培養によ

る大量発現系の開発 以前にヒト培養細胞にお

いてヒトダイニン重鎖の発現系を開発した
③
が、

安定発現株を構築するための手間と時間が必

要であった。本研究では、ヒト細胞を浮遊培養

して短時間に大量のダイニン重鎖を効率よく

発現･精製するシステムの開発を行った。 

(２) 頭部間の構造の長さと堅さを変えたダイ

ニン人工ダイマーの作製 １分子ダイニンの運

動において、２つの頭部の連絡がどのように行

われているかを明らかにするために、頭部に続

く頚部の長さを変化させ、GST を利用して人

工ダイマーを作製した。また、逆並行のダイマ

ーを形成するアクチニンを繋ぎとして２つの

頭部が重なり合わない距離に固定した人工ダ

イマーを作製した。それらの組換え体には、１

分子観察用に蛍光色素を標識するための

SNAP タグを導入した。 

(３) 野生型ダイニンと人工ダイマーダイニン

の１分子運動観察 作製した組換え体ダイニン

１分子が微小管上でどのようなふるまいをす

るのかを調べるために、全反射蛍光顕微鏡で観

察を行い、ビデオ画像を録画した。掲示変化を

示すためにカイモグラフを作製した。 

(４) 野生型ダイニンと人工ダイマーダイニン

の電子顕微鏡観察 作製した組換え体ダイニン

がどのような分子形態をとっているのかを調

べるために、酢酸ウラニルによるネガティブ染

色を行い、透過型電子顕微鏡で観察を行った。

頭部の形態を明らかにするために、単粒子解析

を行った。 

４． 研究成果 

(１) ダイニン１分子の２つの頭部間距離と微

小管上の運動 ヒト組換え体ダイニン野生型

（重鎖全長）は、ブタ脳から精製したネイティ

ブダイニンと同様の分子形態を示し、２つの頭

部が閉じているもの、それぞれの頭部が識別で

きる程度に離れているものから、約 40 nm ほ

ど離れているものが混在していることが、電子

顕微鏡により観察された。一方、頚部の長さを

変えた人工ダイマーのシリーズでは、頚部が短

いものは頭部が識別できるように離れていた

が、頚部が長いものは閉じているものと離れて

いるものの両方が観察された。これらのダイニ

ンのうち、頚部が短い人工ダイマーは ATP 存

在下で微小管上を連続的に一方向に運動した

が、野生型と長い頚部をもつ人工ダイマーにお

いては、ややマイナス端方向にバイアスがかか

ったブラウン運動を示し、一方向性の運動はほ

とんど見られなかった。野生型ダイニンにおい



て頭部が閉じている電子顕微鏡像を多数集め

て、単粒子解析を行ったところ、結晶構造から

明らかにされた 2 つの頭部が向き合って重な

っている状態であることが明らかになり、この

状態をスタック構造と名づけた。 

 

 

図１ ダイニン頭部のスタック構造 

 

(２) ヌクレオチド状態を変化させたときのダ

イニンの分子形態と微小管上の挙動 ATP の非

存在下(apo)、ATP の代わりに非加水分解性の

アナログである AMPPNP、また、ADP･Pi 状

態を模倣する ADP・Vi、あるいは ADP の存在

下における 1 分子ダイニンの微小管上の挙動

を観察した。ADP・Vi 存在下ではブラウン運動

が多く見られ、その拡散係数は他の条件より10

倍近く大きかった。同じ条件における分子形態

を電子顕微鏡で観察したところ、スタック構造

をとる割合が ADP・Vi 存在下で最も高く、次

いで ATP が高く、apo、AMPPNP、ADP の状

態では低い割合であった。この割合は拡散係数

の大きさと強い相関があった。 

 

図２ ダイニン頭部のスタック割合と拡散係数 

 

以上の結果から、ダイニンは ATP 存在下で、

そのクロスブリッジサイクルのうち ADP・Pi

状態が占める時間割合がもっとも大きいこと

がわかる。さらに、拡散係数はブラウン運動の

程度と相関が高いことから、ダイニンが微小管

上を連続的に一方向運動できずにブラウン運

動をしている状態では、２つの頭部がスタック

構造をとっていることが強く示唆され、この状

態はダイニンが荷物を運ばずに運動をしてし

まうことを阻止するための自己抑制状態であ

ると想定される。 

 

(３) アクチニンを利用した人工ダイマーの頭

部間距離と運動 ダイニン頭部の遺伝子にアク

チニンの一部の遺伝子を繋いで作製した人工

ダイマーは、アクチニンの逆並行ダイマーのロ

ッドの両端にダイニン頭部が位置した形態を

示し、その頭部間距離は平均 38nm ほど隔たっ

ていた。このアクチニン人工ダイマーのダイニ

ンは、微小管上を連続的にマイナス端に向かう

一方向性の運動を示した。 

 

 

 

 

さらに、この人工ダイマーは、チューブリンを

亜鉛の存在下で重合させて作製した Zinc シー

ト（微小管とは異なり、ダイニンが利用できる

プロトフィラメントが 1 本のみである）の上を

連続的に一方向に運動できることが明らかに

なった。これらの結果により、ダイニン 1 分子

の連続的な一方向性の運動には、2 つの頭部が

直接に接触する相互作用が必要ないこと、さら

に、2 つの頭部が相互に前に出るキネシンのよ

うなハンド･オーバー･ハンド型の前進機構が

必要ないこと、が明らかになった。 
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