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研究成果の概要（和文）：細胞内で微小管上をそのプラス端方向に移動するキネシンとマイナス端方向に移動す
るキネシンそれぞれの単量体型及びキメラタンパク質を作成し、運動方向を決定する部位の特定を試みた。運動
計測の結果、そのキネシンがプラスモーターであってもマイナスモーターであっても、キネシンのモーターコア
自体は、プラスモーター特性を持つことを見出した。プラスモーター特性を持つキネシンをマイナスモーター特
性を持つキネシンに変換するためには、モーターコアのＣ末端側のネックミミック領域とＮ末端側の適切な相互
作用が重要であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We made the minimal motor domain constructs for plus-ended kinesins, 
minus-ended kinesins and kinesin-1 - kinesin-14 chimeras. Kinesin monomers were engineered such that
 they could be anchored via either their N- or C-termini, leaving the opposite terminal regions 
mechanically disconnected from the surface. We find that the conserved catalytic motor core of 
minus-end-directed motor kinesin-14 has intrinsic plus-end directionality and that the proper 
interaction of the C-terminal neck-helix region and the N-terminal neck-mimic region are required to
 achieve minus-end directionality.

研究分野：生物物理
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
微小管依存性モータータンパク質・キネ
シンは、14のサブファミリーに分類される。
アミノ酸Ｎ末端側にモーター領域を持つキ
ネシンは、微小管のプラス端方向に移動し
（○＋モーター）、Ｃ末端側にモーター領域
を持つキネシン(kinesin-14)は、微小管の
マイナス端方向に移動する（○－モーター）。
キネシンの運動方向決定機構の解明を目指
した過去の研究では、○＋モーターのキネシ
ン-1 と○－モーターのキネシン-14 のキメラ
タンパク質を用い、モーターコアに十分な
長さのネックを付け替えると、微小管を滑
らす方向が逆になることが示され、運動方
向決定部位の特定が試みられてきた。しか
しながら、運動方向を評価したキメラのシ
リーズも不十分であり、運動方向がモータ
ーコアで決まるのか、ネックで決まるのか、
未だに決着がついていない(Henningsen et 
al. 1997 Science, Case et al.1997 Cell, 
Endow et al. 1998 Science, Sablin et al. 
1998 Nature)。さらに、近年、多分子のモ
ータータンパク質が運動に関わる場合は○＋
モーターであり、１（少数）分子で運動す
る場合は○－モーターとなるキネシン-5 や
kinesi-14が報告されたが(Rooatalu et al. 
2011 Science)、分子数に応じて運動方向を
変える分子機構の解明には至らず、キネシ
ンの運動方向がどのように決定されるのか、
一層謎が深まった。 
 
２．研究の目的 
 
微小管上をプラス端方向に移動するキネ
シン-1 とマイナス端方向に移動するキネシ
ン-14 とのキメラタンパク質の運動観察によ
り、運動方向を決定する部位の特定が試みら
れた。しかしながら、運動方向決定部位の共
通認識には至らず、キネシンが微小管上で運
動方向を決定する分子機構は、未だ解明され
ていない。そこで本申請研究では、キネシン
が運動する最小の構成要素である単量体型
のキネシンを用い、（１）キネシンの固定端
による運動性の検証を行い、（２）○＋モータ
ーと○－モーターのキメラキネシンを構造的
な基盤に基づき網羅的に作成して運動方向
の決定にかかわる重要な部位を同定し、（３）
少数分子で機能した場合に運動方向が逆転
する分子機構を明らかにすることを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
 
（１）野生型キネシン及びキメラキネシンの
作製。運動の最小構成要素であるモータード
メインのみからなるＤＮＡコンストラクト
を作成し、大腸菌内で発現させた。可溶化し
ない場合は、ヒト培養細胞で発現させた。ま
た、種差による比較を行うため、酵母、ショ

ウジョウバエ、カエル、ラット、アカパンカ
ビ、ヒトのキネシンを作成した。また、キネ
シンをＮ末側部位、モーターコア、Ｃ末側部
位の３つのドメインに分類し、○＋モーターと
○－モーターのキメラキネシンを網羅的に作
成した。１分子のキネシンの運動を計測する
ために、位置測定マーカーとして、各コンス
トラクトにＧＦＰを融合させるか、Ｃｙ３や
ＤＮＡオリゴを化学修飾できるＤＮＡコン
ストラクトを作成し、発現・精製した。 
 
（２）野生型キネシン及びキメラキネシンの
運動方向の計測 
 ①運動観察・計測システムの構築。キメラ
キネシン等によって駆動される運動速度が
非常に遅いため、環境の温度変化による顕微
鏡自体のドリフトは、運動計測の定量性を損
なう。ドリフトを低減させるため、温度制御
可能なチャンバーを設計・構築した。また、
細胞内に置かれている微小管の配置に近い
状態にした単量体型キネシンの運動測定系
のため、三次元位置測定顕微システムを導入
した。 
  ②キネシン１分子駆動、少数分子駆動、多
分子駆動のそれぞれで起こる運動の計測。１
分子のキネシンの運動を計測するために、全
反射顕微システムを構築した。少数分子をＤ
ＮＡオリガミに固定することで、分子数の制
御を行った。多分子での運動は、キネシンを
ガラス面に固定し、微小管がそれらの上を滑
り運動する方向を観察する方法か、キネシン
を直径数百ナノメーター程度の微小ビーズ
に固定し、丸太橋状に固定した微小管のあら
ゆる側面で運動させ、ビーズが微小管に沿っ
て運動する方法を用いた。 
 
（３）クライオ電子顕微鏡によるキメラキネ
シンの構造解析 
 ○＋モーターと○－モーターのキメラキネシ
ンのネック部位やネックヘリックス部位の
詳細な構造を明らかにするため、クライオ電
子顕微鏡によるキメラキネシンの構造解析
を行った。構造解析は、理化学研究所・仁田
亮博士との共同研究として行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）キネシンの運動方向を決定する分子機
構の解明のためのコンストラクトの作製。 
①野生型キネシン（kinesin-1,2,3,5, 
6,10,14）は大腸菌かＨＥＫ細胞かのどちら
かで発現でき、光学顕微鏡下での運動計測に
十分な濃度及び純度の高い試料を得ること
ができた。 
②キメラキネシンは、変異体も含め２０種
類のＤＮＡコンストラクトを作成した。１３
のコンストラクトについては、運動活性を定
量した。 
 
（２）キネシンモーターコアに内在する運動



方向性の検証。 
①野生型キネシンのうち、○－モーターの
kinesin-14 は、ガラス面やビーズ面に固定す
るアミノ酸末端を変えると運動が逆転する
ことが世界で初めて明らかになった。研究成
果は bioRxiv で公開中である（Plus-end 
directionality is present in the catalytic 
core of kinesin-14 minus-end directed 
motors. doi:https://doi.org/10.1101/ 
292375.）。さらに、繊毛内の物質輸送にかか
わる kinesin-2, 細胞分裂において、紡錘体
の構築にかかわる kinesin-5, 中央紡錘体の
機能にかかわる kinesin-6, 染色体の運搬に
かかわる kinesin-10 についても、開発した
運動計測系で、運動特性の定量を行った。 
②キメラキネシンを用いて、○＋モーターを
○－モーターに変換する部位の同定をするこ
とができた。Kinesin-14 に特徴的なＮ末端側
のネックヘリックスだけでは、○－モーターと
して機能せず、ネックヘリックスとは逆のＣ
末端側のネックミミック部位が、マイナス端
方向の運動には重要であった。モーターコア
とネックミミックのリンカー領域の間の５
残基のアミノ酸が、○－モーターの機能を発揮
するためには必須であった。また、（２）の
①②の項目で行った微小管の滑り運動の長
時間計測実現のために必要であったドリフ
トを低減した計測系が確立でき、今後、0.1
～0.01nm/s 程度の運動速度のモータータン
パク質の運動性の計測にも応用が可能であ
る。 
 
（３）クライオ電子顕微鏡によるキメラキネ
シンの構造解析。従来よりも高かい空間分解
能のキメラキネシンの構造情報が得られ、モ
ーターコアとネックミミックの間の５残基
が、ネックヘリックスと相互作用しているこ
とが明らかとなった。kinesin-14 に特徴的な
ネックヘリックスが適切に機能することで、
微小管のマイナス端側に運動するキネシン
の分子メカニズムの一端が明らかになった。
前項で得られたキメラキネシンの運動方向
性の結果と構造情報とを合わせ、キネシンの
微小管上での運動方向をプラスモーターか
らマイナスモーターに逆転させるためには、
従来の運動方向を決定するモデルとは異な
り、ネックヘリックスとモータードメインの
相互作用だけではなく、ネックヘリックスと
C 末端ネックミミック領域の相互作用も関与
していることがわかった。 
 
（４）運動に関与するキネシンの分子数に応
じ、運動方向が逆転すると報告されている
kinesin-14及びkinesin-5の単量体型キネシ
ンの運動方向性の検証。 
①kinesin-14及びkinesin-5の単量体型で
は、分子数の違いに応じて、運動方向を変え
ることはなく、常に同じ方向性を保持してい
ることが明らかになった。分子数による運動
方向のスイッチングは、二量体型のキネシン

を構成する必要があることが示唆された。 
②運動に関与する分子数が増すにつれ、微
小管の長軸上を拡散しながら運動するビー
ズの割合が減り、微小管上を一方向に運動す
るようになった。微小管の短軸側方向の運動
では、運動にかかわる分子数の違いによる運
動性の差は検出されなかった。しかしながら、
キネシンが単量体型であるか、二量体型であ
るかで違いが生じる結果となった。単量体型
キネシンでは、微小管側面を拡散的に運動し、
２量体型のキネシンでは、一方向性の運動性
を示唆する結果を得た。 
 
（５）単量体型及び二量体型キネシンを１分
子及び少数分子のチームとして運動定量で
きる実験系の構築。 
DNA オリガミの技術を用いて、キネシン分子
の分子数とキネシン分子間の相対的な立体
配置（数ナノメートル間隔で配置可能）とを
制御する系の開発を行い、キネシン分子間に
働く相互作用機構の可能性を検証した。 
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