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研究成果の概要（和文）：ダイニンは，ATP加水分解を利用して微小管上を滑り運動する巨大なモーター蛋白質
複合体で，そのモーター活性は細胞内物質輸送，細胞移動，細胞分裂，鞭毛・繊毛運動など広範な細胞運動の駆
動に必須である．しかし，これら多様な細胞内機能を発揮するために重要な「ダイニンの運動活性を制御するメ
カニズム」はいまだに謎に包まれている．研究代表者らは，本研究課題において，ダイニン不活性化複合体の構
造解析を行い，この巨大分子モーターの制御機構について，その仕組みの一端を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Dynein is a huge microtubule-based motor complex that powers a wide variety 
of biological processes within eukaryotic cells, including cell division, cell migration, and the 
intracellular trafficking. However, the regulatory mechanism of dynein, which is critical for 
exerting these diverse cellular functions, still remains unclear. Here, we have performed electron 
microscopic analysis of dynein inactivated complex. This study provides a structural basis for 
understanding the mechanism underlying dynein-based motility. 

研究分野：生物物理学・生化学・構造生物学
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１．研究開始当初の背景 

本研究課題は，いまだに謎に包まれている巨
大モータータンパク質複合体「ダイニン」の
「運動制御機構」を構造生物学的アプローチ
により明らかにすることを目指すものであ
る． 
 私たちの体を構成する細胞の中では，細胞
骨格系分子モーターとよばれる 3種類のタン
パク質群―ミオシン，キネシン，ダイニン―
が ATP 加水分解で得られた化学エネルギー
を力学的運動へと変換することで，生命活動
に必要な様々な細胞運動を駆動している．主
に筋肉の収縮を駆動するミオシンと，細胞の
周辺方向（微小管プラス端方向）への物質輸
送を主に担うキネシンについては，その運動
機構と運動制御機構を原子レベルで議論す
ることが可能な段階にまで研究が進展して
いる．対照的に，細胞の中心方向（微小管マ
イナス端方向）への物質輸送を担う『ダイニ
ン』の運動発生・制御機構については，半世
紀近い研究にもかかわらず，多くの未解決問
題が残されており，その解明は生物物理学・
細胞生物学分野の重要な研究課題のひとつ
である． 
 ダイニン研究の進展を阻んできた主要因
のひとつは，その原子構造が明らかにされて
いないことにあった．1990 年代に結晶構造
が決定されたミオシンやキネシンとは異な
り，ダイニンの構造についての私たちの知見
は，最近まで主にネガティブ染色電子顕微鏡
像に依存している状況にあり，その運動機構
を議論するためには信頼性及び空間分解能
が不十分であった．ダイニンの原子構造を決
定するためには，X線結晶構造解析法が現時
点では最良の方法である．しかし，ダイニン
は，巨大で複雑なタンパク質分子であること
（運動活性を発揮する最小領域「モータード
メイン（MD）」で 380 kDa と，その分子質
量はミオシンの~4倍，キネシンの~10倍であ
る），柔軟性に富む構造を持つと予測される
ことなどから，その結晶化と高分解能構造解
析は非常に困難であると言われてきた． 
 こうした状況の中，研究代表者らはこの問
題に取り組み，過去半世紀にわたり待ち望ま
れてきたダイニン MD の結晶構造解析を遂
に成功させた．まず，構造・機能解析の鍵と
なる組換えダイニンの大量発現系を世界に
先駆けて開発した (Kon 2004 Biochemistry)．
次に，ダイニンMD全体の結晶化と 4.5 Å分
解能での解析を行うことで，二次構造レベル
でその構造を明らかにした  (Kon 2011 
Nature Struct. Mol. Biol.)．さらに，翌年に
は，2.8 Å 分解能での結晶構造解析を行うこ
とに成功し，各アミノ酸残基レベルで運動機
構の議論が可能なダイニン MD の原子構造
を決定した (Kon 2012 Nature)．一方で，
UCSF（米国）およびMRC/LMB（英国）の
研究グループも 6 Å 分解能 (Carter 2011 
Sciecne)， 続いて 3.3 Å 分解能 (Schmidt 
2012 Nature Struct. Mol. Biol.) のダイニン

MD結晶構造を研究代表者らとほぼ同時期に
報告した．これら一連の研究の結果，ダイニ
ンのメカニズム研究は原子レベルで議論す
ることが可能な段階に達することとなった． 
 
２．研究の目的 

ダイニン中核領域の原子構造が明らかにな
り，運動機構研究が急速に進展しつつある現
在，その「運動活性を制御するメカニズム」
の構造基盤を明らかにすることが次に求め
られる最重要課題のひとつであると言える
だろう．私たちの細胞内では，ただ 1種類の
細胞質ダイニンが，広範な細胞内機能―細胞
内物質輸送，細胞分裂，細胞移動など―を駆
動している．そのため，ダイニンの運動活性
を細胞内の特定の場所で特定のタイミング
にオンあるいはオフにする制御機構は極め
て重要であり，その解明はダイニンにより駆
動される細胞運動の仕組みを理解するため
の鍵となるだろう． 
 ダイニン運動活性のオン・オフ制御は様々
な階層で起こるが，特に重要だと考えられる
のは次の 2点である：(1) ダイニンMD内の
複数の ATP加水分解部位による制御；(2) ダ
イニン複合体の中核をなす 2個のMD間の相
互作用による制御．本研究課題では，研究代
表者らが独自に開発した組換えダイニン大
量発現系とこれまで培ってきたダイニン構
造・機能解析のノウハウを基盤として，これ
ら重要なオン・オフ制御機構を明らかにする
ことを目的とした． 
 
３．研究の方法 

本研究課題は，X線構造解析を中心とし，電
子顕微鏡解析と一分子機能解析を相補的に
利用するハイブリッドアプローチによるダ
イニンのメカニズム研究である． 
組換え細胞質ダイニンについては，研究代
表者等が確立した細胞性粘菌 Dictyostelium 
discoideum大量発現・精製系を用いて調製し
た．本系を用いることで運動活性を維持した
単分散の組換えダイニンタンパク質をミリ
グラムオーダーで得ることができる． 
ダイニンの X 線結晶構造解析については， 
研究代表者（昆 隆英）が，組換えダイニン
の設計，発現，精製，結晶化および，X線結
晶構造解析を行った．構造解析計算について
は，蛋白質結晶構造解析の専門家である栗栖
源嗣博士（大阪大学蛋白質研究所）の支援を
受けつつ行った．昆と栗栖は，科研費補助金
基盤研究(B)「巨大モーター蛋白質ダイニンの
Ｘ線結晶構造解析による作動機構の解明」
（H23-H25）において共同研究行い，ダイニ
ン MD の最初の結晶構造解析を成功させた
実績があり，本研究においてもそのノウハウ
を最大限利用した．本研究課題における X線
回折データ収集には，SPring-8の大阪大学蛋
白質研究所ビームライン(BL-44XU)及び，高
エネルギー加速器研究機構の大型放射光施



設を利用した．  
クライオ電子顕微鏡法を用いるアプロー
チについては，モータータンパク質の電子顕
微鏡構造解析の専門家である Stan Burgess
博士（英国 Leeds大学）との共同研究により
遂行した．昆と Burgessは，Human Frontier 
Science Program (HFSP) grant「Structure 
and mechanism of cytoplasmic dynein」
(H20-H24) において国際共同研究体制を構
築して以来，ダイニンの構造研究において深
い連携関係を継続しており，本研究において
もこれまで蓄積したノウハウを最大限利用
した． 
ダイニンの機能解析については，ダイニン
を対象とした 1分子蛍光，暗視野，力学の各
計測系を確立している古田健也博士（情報通
信研究機構）との共同研究により遂行した． 

 
４．研究成果 

(1) ダイニンMD内の複数のATP加水分解部
位による制御機構の解明 

細胞質ダイニン MD は，3 個の ATP 加水分
解部位（AAA1, AAA3, AAA4）を内包するが，
ダイニンの微小管上の運動を直接駆動する
のは AAA1の ATP加水分解過程である．こ
れまでの研究により，AAA3と AAA4の ATP
加水分解過程もダイニンモーター活性に重
要であることが示され，これらの ATP 加水
分解部位は直接もしくは間接的に AAA1 を
制御していると考えられている．しかし，そ
の制御メカニズムの実体については全く不
明であった． 
本研究では，AAA3もしくは AAA4の ATP
加水分解過程を点変異導入によりブロック
し，その機能的・構造的影響を評価すること
で，制御機構を明らかにすることを目指した。
まず，AAA3もしくは AAA4について一連の
ATP加水分解過程変異体を作成し，それらの
影響を一分子計測および前定常状態速度論
解析により評価した．その結果，AAA3およ
び AAA4 は，結合ヌクレオチドなし/ATP 結
合状態ではモーター活性をオフ状態にし，
ADP-Pi/ADP 結合状態ではモーター活性を
オン状態にする，特殊な ATP 加水分解部位
であることを強く示唆する生化学的証拠を
得ることに成功した．  
次に，制御機構の構造基盤を明らかにする
ために，一連の ATP 加水分解過程変異体に
ついて結晶構造解析を試みた．発現精製系の
最適化と結晶化条件の網羅的な探索を行う
ことで，異なるヌクレオチド結合状態にトラ
ップしたダイニン変異体について，各々の結
晶化条件を複数確立することに成功した．し
かし，得られた単結晶の回折分解能はいずれ
も 10Å程度にとどまっている．構造解析が可
能な 4Å以上の回折データを得るためには，
本研究で得られた条件を基盤として，結晶化
条件およびクライオ凍結や脱水など結晶化
後処理条件のさらなる検討を行い，結晶の質

を改善していくことが必要であろう． 
 
(2) ダイニン MD 間の相互作用による制御 
機構の解明 

近年の一連の研究により，細胞質ダイニン複
合体を構成する 2個のダイニンMDが互いに
スタックすることでモーター活性がオフ状
態になること，また，細胞内では大部分のダ
イニン分子がこの不活性化状態にあること
が示唆されている． 
 本研究では，ダイニン二量体不活性化複合
体の電子顕微鏡法による構造解析を進める
ことで，2個のダイニンMDはどのような相
互作用によりスタックしているのか，どのよ
うな仕組みによりモーター活性がオフ状態
になるのか，そして不活性化状態から活性化
状態にどのような仕組みで遷移するのかを
明らかにすることを目指した． 
 まず，二量体ダイニンの発現・精製系の集
中的な検討を行うことで，構造解析に必要な
量（ミリグラムオーダー）の複合体を高純度
で得ることのできる系を確立した。次に，不
活性化複合体の形成条件検討の過程で，ダイ
ニンの二量体不活性化状態を強く安定化す
る新規タンパク質因子の同定に成功した。こ
の因子とダイニン二量体の複合体を形成さ
せることで，従来よりもはるかに高い効率で
不活性化複合体を調製することが可能とな
った。 
 さらにこれらの系を用いて電子顕微鏡像
を大量に取得し，二次元および三次元での単
粒子解析を行った結果，二量体不活性化複合
体には著しい構造多形が存在することを見
出した。さらに，得られた構造情報を基に，
ダイニン分子が，どのような仕組みで不活性
化状態から，微小管上を歩行運動し積荷を輸
送する活性化状態へと遷移するかについて，
新たな構造モデルを構築することに成功し
た。 
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