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X線 1分子追跡法によるダイニン 1分子の 3次元的運動測定 

木下慶美、松下祐福 

 

概要：微小管と結合したダイニンが、ADP 状態・Free 状態間で生じる微小な運動を、

X線 1分子追跡法(Diffracted X-ray Tracking: DXT)で測定した。本研究を通して、50 – 

100 µs間におけるダイニン分子の⒊次元ダイナミクスにおいて、通常のおよそ 3－6倍

程度大きな運動(θ: 0.79 mrad, χ: 1.26 mrad)が共存していることを確認した。本ダイ

ナミクスは ADP/Free 状態の転移過程に相当するリンカー部位の重要なダイナミクス

機構であり、現在まで 1分子レベルで確認されていなかった⒊次元立体のダイナミクス

観測において極めて重要な知見を与えることに成功した。 

 

1. 著者紹介 

木下慶美：理学系研究科物理学専攻樋口研究室に所属。近年注目を浴びているダイニン

分子に特化して、運動特性の解明に取り組んでいる。本研究では、この分子

を対象とした研究デザインと蛋白調整を担当した。 

松下祐福：新領域創成科学研究科物質系専攻佐々木研究室に所属。X 線 1 分子追跡法

(Diffracted X-ray Tracking; DXT)を用いた過飽和溶液中の局所ダイナミク

ス構造解析に取り組んでいる。本研究では計測系のアレンジメントとデータ

解析を担当した。 

 

2. 背景と目的 

 細胞質ダイニン（以下ダイニンと記載）は、細胞内に張り巡らされた微小管をレール

として、ATP 加水分解エネルギーを利用して二足歩行し、物質輸送を担うタンパク質

である（図 1(A)）。ダイニンをはじめとするモータータンパク質の運動機構解明は、蛍

光観察や光ピンセット法などを用いて 1990年代から盛んに取り組まれてきた。これら

の方法では基板平面に対する垂直方向の精度が低いため、2次元運動（数〜数十 nm精

度）を中心とした力学的測定が中心に行われてきた。ダイニンは力発生前（ATP 加水

分解状態）と力発生後に相当する状態で大きく構造が異なる1。力発生後に相当する

ADP 状態と Free 状態を比較すると、ダイニンの構造は図 1(B)のように少し異なるこ

とが結晶構造から知られている2, 3。しかし、この 2 状態間に起こる微小な動的構造変

化は、3次元レベルを含み、全く観察されていない。 
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 3 次元的運動測定手法として、本研究では、X 線 1 分子追跡（Diffracted X-ray 

Tracking; DXT）法を用いた。タンパク質分子に結合した金ナノ結晶（20-50nm）を X

線照射により得られるラウエ回折点追跡することで、高い時間分解能（マイクロ秒）と

高い位置決定精度（ピコメートル）を達成する。これまでに、DXT 法により、免疫系

タンパク質 MHC の微小な 1 分子動態計測と免疫反応機構の関係性4、膜タンパク質

nAChRのリガンド結合の詳細な構造変化の観察5、グループ IIシャペロニンの ATP結

合時における共同的開閉機構の解明6など、様々なタンパク質の構造変化・ダイナミク

ス研究において多くの成果をあげてきた。 

 本研究では、高い時間空間分解能での DXT 測定特性を利用して、ダイニンが ADP

状態と Free状態間で引き起こされる微小な 3次元的な運動を捉えることを目標とした。

今回測定対象とするのは、ダイニンの片足の基本部位となる ATP 結合部位を含んだモ

ータードメインであり、モータードメインの N 端に金ナノ結晶を結合させてその運動

を追った。微小管を基板に固定した上で、微小管と相互作用しているダイニンが運動す

る様子を低 ADP濃度で測定することで、金ナノ結晶からの回折斑点の微小回転運動（θ、

χ）を測定した。 

 

(A)        

(B)         ADP 状態

2             Free 状

態 3 

 

 

図 1 (A) ダイニン分子全体の構造模式図（参考文献7より改訂）。複数のドメインで

構成されており、赤丸で囲んだ部位が、モータードメインと呼ばれる運動に重要な

部位。(B) 結晶構造に基づく、ダイニンモータードメインの微小な構造変化（参考
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文献 8より改訂）。本来は、2構造の先端に微小管結合部位が存在する。リングに対

して、力発生に関わるリンカー（紫色）の先端（図の上側に相当、モータードメイ

ンの N端）が僅かに動くことが、2構造から推測できる。  
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3. 実験方法 

3.1 顕微鏡観察による DXT実験系の確立 

 本実験で用いたダイニンはヒト由来の組換体細胞質ダイニンであり、モータードメイ

ン 384kDa で構成され、N 端にビオチンが融合されている。バキュロウイルス系で発

現精製し、運動活性があることを他の実験系により確認している。微小管は豚の脳から

粗精製し、予備実験では、蛍光物質ローダミンで標識された微小管を用いた。 

 まず予備実験として、サンプル固定に関する条件決めや濃度調整を行った。DXT 測

定では、X線照射のよるダメージのないポリイミドフィルムを基板として測定を行うが、

発光性のあるこのフィルムでは蛍光観察や散乱光観察が難しいため、カバーガラスを用

いて顕微鏡を用いた蛍光像・散乱像による条件決めを行った8。 

 予備実験として、図 2(A)の系を 2 枚のカバーガラス間で以下の手順で構築した。カ

バーガラス表面を3分プラズマ洗浄処理後、アミノシラン(Shin-Etsu)で30分、50mg/ml 

BS3 (Thermo)で一晩室温反応させることで、DXT測定時同様にアミノ基が基板表面上

にある状態にした。その後、微小管 (ダイマーチューブリン 2µM相当)を 5時間以上室

温反応させ、2mg/mlカゼイン（表面コーティングに作用）、20nMダイニン+50pMア

ビジン化された金コロイド(直径 30nm)の順で、室温で 5分結合反応させ、20µM ADP

条件下で観察した。まず、図 2(B)のように基板から浮遊している微小管上に金コロイ

ドがダイニンを介して強く結合し配置できることから、ダイニンの N端にアビジン-ビ

オチン系で強結合した金コロイドは比較的基板近くに位置するものの立体障害は起こ

していないと判断した。図 2(A)の系で測定した結果、図 2(C)のように微小管上に金コ

ロイドが位置する像が得られ、本予備実験条件を基に、DXT実験を行った。 

 

(A)       (B)            (C) 

    

図 2 (A) 顕微鏡を用いた観察系(ダイニン pdb: 3VKH)。(B)基板から浮遊した微小

管上に並んだ金コロイドの散乱像。 (C) 微小管の蛍光像（赤色）と金コロイドの

散乱像（緑色）を重ね合わせた像。（B,C: スケール 19.3µm×19.3µm）。  
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3.2 DXT測定用のサンプル作成 

3.2.1 金ナノ結晶のアビジン化 

 佐々木研究室で作製した金結晶（劈開 KCl (111) 結晶）3枚を、バッファー1mlに溶

かし、0.015pMの金ナノ結晶溶液を作製した。AFM観察により、金ナノ結晶の大きさ

は 20〜80nmである 5。2mg/ml NeutrAvidinを混ぜて 4℃条件下で一晩放置すること

で、金ナノ結晶のアビジンコーティング作業をした。フリーのアビジンを除くため、

7200×g で 2 分の遠心を 2 回行い、沈殿物をバッファー1ml に置換することで、アビ

ジン化金ナノ結晶を作製した9。 

 

3.2.2 基板表面処理とサンプル結合工程 

 ポリイミドフィルムに金を蒸着し、金表面に 80mM SPDP / EtOH 400µlを滴下して、

4℃条件下で 12 時間以上放置した。以下、タンパク質固定の過程を含めて、図 3(A)の

ように 2 枚のフィルムで重ねる手法を取り（タンパク溶液 5µl あれば十分）、固定終了

後はバッファーで洗浄してエアダスターで残った溶液を除去している。 

 表面処理終了後、予備実験と同様に、微小管 (ダイマーチューブリン 2µM 相当)、

2mg/mlカゼイン、20nMダイニン、金ナノ結晶の順で固定した。金ナノ結晶以外は各々

結合時間待ちを室温で 5分とし、金ナノ結晶は測定する直前まで結合放置させた。その

後、20µM ADP条件で溶液を加えたら、図 3(B)のようにサンプルを固定して、X線測

定装置に固定した。 

(A) 

 

(B) 

 

図 3 (A) 基板表面処理の工程 (B) サンプル調整後のフィルムの固定化  
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3.3 X線 1分子追跡法(Diffracted X-ray Tracking; DXT) 

 DXTは 14.0 – 16.5 keVの高輝度白色 X線（エネルギー幅 2%）を用いて、溶液中に

存在する金ナノ結晶 1 粒子の運動をθ, χ方向の 2 軸回転運動として高精度(θ: 0.18 

mrad, χ: 0.79 mrad)に検出する 1分子計測手法である。図.4に DXTの概念図と本実

験で取り扱うダイニン分子へ結合した金ナノ結晶の動態モデルを示す。25, 50, 100 

µs/frame（Total: 10 ms）の時分割測定を SPring-8 BL40XUで、2015年 12月 17日

と 2016年 6月 28日の 2度実施した。 

 

 

図 4 DXTによるダイニンに結合した金ナノ結晶のθ、χ軸方向の動態測定系 

 

 

  



 7 

4. 実験結果と考察 

図.5 に各時分割測定におけるダイニン 1 分子に固定された金ナノ結晶 1 粒子からの X

線回折点の時分割トレースを示す。100, 50, 25 µs/fより得られた回折点の総数はそれ

ぞれ、5936, 2538, 1692 トレースを取得した。θ方向は Braggの回折条件より、観測

できる最大角は 29 mrad程度であるが、全 3条件のうち、25 mradを超えるトレース

はなかった。一方で、χ方向の運動角度は大きいもので、100 mrad程度のトレースも

存在している。χ方向のダイナミックレンジでは原理的にブラッグ条件の制限を受けな

いため、最大で 360°の回転角を観測することが可能である。本実験データの統計処理

で取り扱う時間領域は最大で 0.2 msとした。 

 

 

 

 

 

 

 

図. 5DXT より得られた X 線回折点のトレースとθ、χ方向の時間変化に対す

る回転角度の推移 
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図 .6 に各時分割条件における 0.2 ms までの平均二乗変位 (Mean Square 

Displacement: MSD (mrad2))を示す。また、得られたMSD曲線を一次元軸の拡散式

(1)10よりフィッティングを行った。 

𝑀𝑆𝐷 = 𝑦 + 2𝐷𝑡   (1) 

y, D, t,はそれぞれ、切片、拡散係数(mrad2/ms)、時間(ms)である。本フィッティング

より得られた値を表 1に示す。 

表 1 θ, χ方向における平均二乗変位のフィッティング結果 

図 6 θ, χ方向における平均二乗変位(MSD)曲線 
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本結果より、100 µs/fの条件のみ、θ,χの両回転軸における回転角度が低く推移して

いることが確認される。一方、50, 25µs/fでは顕著な差は見られない。さらに、時分割

を増やしていくことで、切片 yが増加する傾向にあることが確認される。これは本実験

より速い時間領域で、運動が上昇していることを示しており、サブマイクロ秒オーダー

の計測が必要であることを示唆する結果である。一方、ここでは 100µsと 50µs領域で

の差が顕著に表れたことに対してさらに考察を進めていく。 

本実験によって得られた時分割条件差について、より詳細に解析するため、各時間に

おけるθ,χにおける回転角度の運動分布を算出した（図.7）。本結果より、100 µs間の

運動分布の比較から、25, 50 µs/fの条件では 100 µs/fの分布よりも右にシフトしている

ことが確認できる。特に、その傾向はχ方向において、顕著にみられる。これは、100µs/f

では、ダイナミックレンジに収まらない金ナノ結晶が存在しているため、見かけ上運動

が低下していると考えられる。また、25, 50 µs/fの条件間では優位な差は殆ど見受けら

れなかった。このことより、100 – 50 µsの時間スケールにおいて、ダイニン 1分子の

図. 7 各時間軸条件における運動分布図の比較 
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運動に特異的な動的挙動が存在することを、本実験を通して明らかにすることに成功し

た。 

本結果を具体的なダイニン分子の 3次元運動挙動として表現するため、図 8 (A), (B)

にそれぞれ、100, 50 µs/fのθ, χ方向における運動分布を重ね合わせた 2次元ヒスト

グラムを示す。また、２条件の差分ヒストグラムを図 8(C)に示す。50と 100 µs/fにお

けるθ,χの 2ピーク位置はそれぞれ、θ: 0.28 mrad χ:0.38 mradとθ:0.29 mrad χ: 

0.57 mradであった。また、差分ヒストグラムにおいては、100µs/f(赤)はθ: 0.20 mrad, 

χ: 0.25 mradであり、50µs/f (青)はθ: 0.79 mrad, χ: 1.26 mrad の 2つのピーク位置

に分割されていることがわかる。 

以上より、100 – 50µsの間にはθ方向ではおよそ 3倍、χ方向では 6倍程度速い運

動が存在していることが明らかとなった。これはダイニン分子の Free 状態と ADP 状

態の転移過程におけるリンカーの 3 次元ダイナミクスに関連する重要な時間オーダー

である可能性がある。今後はより詳細なダイナミクス研究を進めるため、再現性や時間

おーだ、ダイナミックレンジの調整を通して DXTによるダイニン研究を進めていきた

い。 

 

 

 

 

図. 8 θ、χ方向における運動分布の比較 
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5. まとめと今後の展望 

 DXT計測を通して、ダイニン 1分子のマイクロ秒計測より ADP状態と Free状態間

における構造変化に関連した 3次元構造ダイナミクス計測に世界で初めて成功した。本

研究はタンパク質構造研究分野でとりわけ複雑な運動を有すると考えられるダイニン

の運動機構全体を解明する上で、大きな貢献ができると期待される。本研究を糧に、

DXT より得られるパラメーターとそれから類推される詳細な運動モデルの確立は、分

子モータータンパク質（ダイニン・キネシン・ミオシンなど）の複雑な構造変化機構解

明へのアプローチとして、1分子生物物理学分野において大きなインパクトを与えられ

ると期待される。今後は金ナノ結晶のラベル位置の変更や、ADP 濃度依存性、さらに

はより高い時分割測定を進めていくことで、複雑なダイニン分子のダイナミクスについ

て研究を進めていきたい。 

 

 

 

 

 

 

大型放射光施設 SPring-8 BL40XU での作

業の様子。写真左が木下、右が松下。 
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