
Functional Nanometry of       生体高分子超精密計測学 

Biological Macromolecules 

      

 
 

Ⅰ 軸糸ダイニンの構造と運動機構の解明 

Molecular Structure and Mechanism of Axonemal Dyneins  
 

榊原 斉・小嶋寛明・鳥羽 栞・志鷹裕司・大岩和弘 
                     Sakakibara, H., Kojima, H., Toba, S., Shitaka, Y., Oiwa. 

 
軸糸ダイニンは微小管との間で滑り力を発生する ATPase であり真核生物の繊毛や鞭毛の運動の

原動力となっている。このダイニンの構造を電子顕微鏡解析や X 線小角散乱、繊維回折法を用いて

解析するとともに、力学的・酵素学的特性に関して単一分子レベルでの力学計測を行ない、ダイニン

の運動機構と協同性を解析している。我々は、鞭毛軸糸から単離精製した内腕ダイニン亜種 c や亜種

f が連続的に微小管上を運動する事を示し、ダイニン亜種 c、f が他の典型的なタンパク質モーターと

は極めて異なる方法で機能している事を明らかにした。また、ネガティブ染色法を用いた電子顕微鏡

観察と単粒子解析、X 線溶液散乱解析によって、ヌクレオチド状態による内腕ダイニンの分子構造変

化を見出し、ダイニンの微小管滑り運動機構に関する作業仮説を提唱している。また、クライオ電子

線トモグラフィー技術や X 線回折技術によって鞭毛軸糸、特にダイニン腕の 3 次元構造を明らかに

した。さらに、ヌクレオチド状態におけるダイニンの構造変化の検出を進めている。 

 

 

Ⅱ 軟体動物平滑筋のキャッチ機構に関する研究 

In Vitro Reconstitution of the ‘Catch’ State of Molluscan Smooth Muscle 
 

山田 章・大岩和弘 
Yamada, A., Oiwa, K. 

 
ニ枚貝の貝柱の筋肉は ATP をほとんど消費することなく張力を維持できる。これを「キャッチ」

収縮と呼ぶ。このキャッチ収縮がどのような機構で生じるかを明らかにするために in vitro 機能再

構成技術を使った研究を行なっている。我々は、この過程でムラサキイガイのミオシンフィラメント

に含まれ、ミオシンの配向に関わる新しいタンパク質を精製した。分子生物学的手法によってこのタ

ンパク質の塩基配列を明らかにし catchin と命名した。また、ムラサキイガイ前足糸牽引筋から thick 
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filament, thin filament、及び可溶性画分を分離して、顕微鏡下に catch 維持状態を再現、精製した

タンパク質要素でキャッチ収縮を再現することに成功した。これによって、キャッチ収縮に必要な最

小限のタンパク質要素を myosin, actin, twitchin の 3 種類に特定した、キャッチ制御に関わるリン

酸化の標的タンパク質が twitchin であることも明らかにした。この結果、キャッチ機構のほぼ全容

を明らかにしつつある。さらに、titin/connectin 様タンパク質である twitchin が、広く動物界に存

在していることに着目、これらの twitchin の生理学的役割を上述の in vitro 機能再構成技術で明ら

かにしている。 

 

 

Ⅲ 単一分子観察・測定技術による ATPase 機構の解析 

Single-Molecule Enzymology and Nanometry of ATPases 
 
大岩和弘・小嶋寛明・志鷹裕司・鳥羽 栞 

Oiwa, K., Kojima, H., Shitaka, Y., Toba, S. 
 

ミオシン、ダイニンによる ATP 加水分解過程を単一分子レベルで可視化するためにエバネッセン

ト光を利用した蛍光顕微鏡システムを開発して、さらにその改良を行なってきている。このシステ

ムにおいて、背景迷光は極限的に除去され、単一蛍光分子を溶液中で観察することが可能となった

ほか、単一蛍光分子のタンパク質上での配向を約 5度の精度で決定することができるようになった。

基質となる ATP 分子は蛍光色素で修飾を行ない、ある種のタンパク質モータによる分解反応に対し

て ATP と同程度、あるいは加水分解可能な基質能があることを明らかにした。これまでに、蛍光

ATP と F1-ATPase の回転運動とを同時計測することに成功、F1-ATPase の運動機構の一端を明ら

かにした。また、単一蛍光分子の位置を光学顕微鏡によってナノメートルの精度で計測するシステ

ム（FIONA）を構築して、ダイニン分子の微小管上での運動様式について検討を行なっている。

また、光ピンセット法を用いた単一分子レベルの力学測定によって、植物ミオシンやダイニンの張

力発生、ステップ距離を測定し、その分子機構に関する新たな知見を得ている。 
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