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ダイニン組換え体発現と、その構造・動態に基づくエネルギー 

変換機構の解明－生物分子モータ-研究の新たなフロンティアの展開- 
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研究の概要 
世界に先駆けて構築した組換えダイニンモータードメインを用い，構造解析（3 次元クライ
オ電子顕微鏡法と X 線結晶解析）と 1 分子機能解析（1 分子 FRET，1 分子力学計測，1 分
子 TIRF トラッキング）を駆使して，微小管上でのダイニン滑り運動の分子機構をあきら
かにする. 
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１．研究開始当初の背景・動機 ４．これまでの成果 

（１）クライオ電子顕微鏡像 3 次元再構成
によりMD-微小管複合体の3次元クライオ
電子顕微鏡像を得ることに成功した
（Mizuno et al., PNAS 2007）． 

ダイニンの構造･機能研究は，ミオシン，キ
ネシンに比べて大きく遅れていた．これは
その巨大なサイズゆえに機能を維持した組
換えダイニン発現が困難だったためである．
我々は，細胞性粘菌を発現系として完全な
モーター活性をもった 380kDa ダイニンモ
ータードメインの発現に世界に先駆けて成
功し，ダイニン研究にあらたな地平を切り
開いた．ダイニンは AAA＋ファミリーに属
するモータータンパク質であり，キネシン
やミオシンとはまったく異なる構造をもつ．
ダイニンの力発生にかかわる分子機構を解
明できれば，シャペロンやヘリカーゼとい
った分子モーターをふくむ AAA+ファミリ
ータンパク質に共通する化学・力学共役機
構が見えてくる可能性がある． 

（2）負染色電子顕微鏡法により，MD 中
のリンカーの位置を同定した．リンカーは
ATP 加水分解にともないレバーアーム様
の動きをすることがEM画像解析から実証
された．これは以下に述べる FRET 計測の
結果とも一致する（Roberts et al.、投稿準
備中）． 
（3）リンカー末端に GFP を融合し，AAA
リングにBFPを融合したMDを用い，ATP
加水分解サイクルにともなうリンカーの動
きを FRET シグナルの変化として追った．
この結果，ATP 加水分解にともないリンカ
ーが２つの位置の間を行き来することがわ
かった．MD には 3 箇所の ATP 加水分解
部位があるが，そのうちのひとつがこのリ
ンカーの動きにかかわっていた．（Kon et 
al., Nature Structural& Molecular 
Biology, 2005）． 

 
２．研究の目的 
（１）ダイニンモータードメインの構造を
電子顕微鏡レベル，そして最終的には原子
レベルであきらかにする．（２）その ATP
加水分解にともなう構造変化と力発生の共
役機構を分子レベルであきらかにする． （4）パワーストロークモデルの当否を確

かめるため．MD のさまざまな位置にビオ
チンタグを挿入し，これをストレプトアビ
ジンでガラス基板上に固定した．リンカー
末端近くで固定されたMDは速い微小管滑
りを駆動したが，リンカー末端から離れる
と，しだいに滑り速度は低下し，最後には

 
３．研究の方法 
（１）クライオ 3 次元電子顕微鏡法．（２）
X 線結晶解析．（３）1 分子 FRET．（４）1
分子力学計測．（５）ATPase キネティック
ス 



数十分の一にまでなった．一方，リングを
固定してもゆっくりした微小管滑り運動は
停止しなかった．このことは，MD による
微小管滑り運動には，パワーストローク機
構によるものと，それとはまったく異なる
機構によるものがあることを示している
（Shima et al.，PNAS 2006）． 
（５）MD と微小管は ATP 加水分解にとも
ない解離会合を繰り返している．これとパ
ワーストロークの位相があうことが微小管
滑り運動には必須である．そこで MD と微
小管の相互作用を定量的に測定し，これが
ATP 加水分解サイクルでどのように調節
されているかを検討した．その結果，パワ
ーストローク前には微小管に弱く結合して
いたMDがパワーストローク後には強く結
合することが分かった．またこの結合の強
さの変化はリンカーの動きと同様に AAA1
モジュールの ATP 加水分解と共役してい
ることがあきらかとなった（Imamula et 
al.,、PNAS 2007、Mogami et al.、J.Biol. 
Chem.2007） 
(６)微小管結合部位は AAA リング構造と
12nm にもなるコイルドコイルで隔てられ
ているが，両者の緊密なコミュニケーショ
ンなしにはダイニンは微小管滑り運動を駆
動できない．コイルドコイルを構成する 2
本のαらせんに Cys 残基を導入し，ジスル
フィド結合で 2 本のらせんを固定するとい
う実験をおこなった結果，ダイニンはコイ
ルドコイルでのらせんの滑りを ATP 加水
分解部位と微小管結合部位間のコミュニケ
ーションに利用していることが明らかとな
った（Kon et al.、投稿準備中）． 
 
５．これまでの進捗状況と今後の計画 
（１）進捗状況：多くの構造データと生化
学データがたまっている．投稿準備中の論
文も含め次々と結果は発表している．研究
は概ね順調に進行していると考えている． 
（２）今後の計画：１．結晶化：スクリー
ニングを続ける．活性にかかわりのない余
分なループ領域を削るなど，MD コンスト
ラクトの見直しもおこなう．２．クライオ
3 次元電子顕微鏡法： 3 次元クライオ EM
により、ダイニン MD の 1 粒子解析をおこ
なう．負染色法の単粒子解析で得られた
ATP 加水分解にともなうリンカースイン
グをクライオ 3次元 EMで確認するととも
に、そうした動きにともなう AAA リング
の構造変化の詳細もあきらかにする．３．
MD から反応性の高い Cys を除いた
Cys-light ダイニン構築と MD のヘテロダ
イマー形成のためのタグを構築した．この
ふたつのツールを組み合わせて、異なる蛍
光プローブをもつヘテロMDダイマーを作
り、これが微小管上を歩いているときのサ
ブドメインの動きを 1分子FRET計測ある

いは 1 分子 TIRF 計測で可視化する． 
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