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研究成果の概要：運動中の分子モーターキネシンの構造変化を、蛍光共鳴エネルギー移動法を

用いて一分子レベルで検出する方法を開発した。この方法を用いてキネシンの協調的二足歩行

運動を引き起こす構造的基盤を明らかにした。また２種類の分子モーターを混合した微小管滑

り運動系や２分子のキネシンの特異的架橋のアッセイ系を確立し、これらを用いて複数分子モ

ーター間の協調性を定量的に解析した。 
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１．研究開始当初の背景 
1分子計測技術の進展によってモータータン
パク質の機能が明らかにされつつある。しか
し、これらの分子が協調して働いた時に生ま
れ出てくる、分子間の協調性や時間・空間制
御といった、生命システムにおける機能の解
明は進んでいない。生命システムの構築原理
を理解するためには、システム内でタンパク
質の活性状態をリアルタイムに検出する手
法が求められている。そこで本研究では、分
子モーターキネシンによる細胞内輸送の時
間・空間的制御をイメージングするための手
法の開発と応用を目指した。 

２．研究の目的 
本研究は、蛍光エネルギー移動(FRET)法およ
び蛍光一分子の偏向方向検出法を用いて細
胞内でのキネシン分子の活性状態および運
動を一分子レベルでリアルタイムに観察す
る手法を開発し、この方法を用いて小胞やオ
ルガネラの輸送に関わるキネシンが、いつど
こで活性化され、どのような経路で輸送を行
い、いつどこで不活性化されるのか、すなわ
ち、細胞内輸送システムの時間・空間的な制
御の仕組み、を明らかにすることを目的とす
る。 
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３．研究の方法 
キネシンの構造変化を検出するために、蛍光
共鳴エネルギー移動（以下 FRETと略す）法
を用いた。キネシンに２種類の蛍光色素を導
入するために、反応性のシステインを遺伝子
工学的にキネシンの任意の場所に導入し、こ
れらのシステインを蛍光色素で標識する。蛍
光標識したキネシンが微小管上を運動して
いく様子を全反射顕微鏡を用いて一分子レ
ベルで観察する。FRET効率を測定するために
は、ドナーとアクセプターの蛍光を分光して
一つのカメラ受光面に同時に投影し、ドナー
とアクセプターの蛍光強度の比率を計測し
た。 
 
４．研究成果 
(1) in vitroで運動中のキネシンの構造変化
を一分子レベルで検出するための方法を開発
した。具体的には、機能を損なうことなくキ
ネシン二量体の二か所に蛍光色素を導入する
方法を確立し、色素間のFRET効率を一分子レ
ベルで測定する顕微鏡システムの確立を行っ
た。この顕微鏡システムを用いて、Cy3とCy5
で標識されたキネシンを観察し、一分子レベ
ルでFRET効率を検出することに成功した。 
 
(2) (1)で確立した手法を用いて、キネシン
の２つの頭部をつなぐリンカー部位（ネック
リンカー）の構造変化を検出した。その結果、
運動中にネックリンカー部位は構造変化し、
２つの構造状態の間をステップする毎に遷
移することを示した。これは運動中のキネシ
ンの構造変化を一分子レベルで直接検出し
た初めての例である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ２つの頭部に一つずつ結合させた色素
間の距離を一分子FRET法で測定することに
よって、キネシンの両足結合状態と片足結合
状態を区別して検出することに成功した。さ
らにこのプローブを用いて、運動中のキネシ
ンが片足をついた状態と両足をついた状態
を交互に取りながら歩行している様子を可
視化し、その結果ATP結合を待っている状態

ではキネシンは片足結合状態を取り、ATPが
結合することで両足結合状態に移行するこ
とを示した。これによりATP加水分解とキネ
シンの構造変化との間の相関を明らかにす
ることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) ネックリンカーを遺伝子工学的に伸ばす
ことにより２つの頭部間にかかる負荷を軽減
させたところ、運動速度が低下し、ATP加水分
解反応を効率的にステップ運動に結びつける
ことができなくなった。また野生型と異なり
浮いた頭部がATP結合前にすぐに微小管に再
結合してしまうこと、さらにこの状態では両
方のネックリンカーが後ろを向いていること
を示した。これらの結果は、ネックリンカー
にかかる負荷によってネックリンカーの向き
が制御されており、これが２つの頭部の前後
位置を認識する上で重要であることを示唆す
るものである。 
 
(5) ATPを加水分解できずネックリンカーの
ドッキングに欠陥がある変異体（R203K）と野
生型のヘテロダイマーの運動中の構造変化を
一分子FRET法で観察したところ、ゆっくり連
続的に運動するものの、変異体頭部が後ろ足
であるような両足結合状態を長く取っている
ことを明らかにした。この結果はネックリン
カーのドッキングは浮いた頭部を前に一歩進
めるのに必ずしも必須ではないことを示唆す
るものである。 
 
(6) 高速FIONA法を用いて最良で3 nmと2 msの
空間・時間分解能でキネシンに結合させた蛍
光色素一分子の運動を追跡することに成功し
た。この方法を用いてキネシンの運動を２次
元的に解析し、3%程度の頻度で横方向にステ
ップすることを見いだした。 



 

 

 
(7) 新しい原理の３次元顕微鏡を開発し、
F1-ATPaseや滑走性バクテリア等の３次元的
な運動を観察した。 
 
(8) 粒子の３次元の変位を高精度で検出でき
る光学顕微鏡を応用して単頭のキネシン-1 
やキネシン-3による微小管の滑り運動を観察
し、微小管が～300 nm のピッチの左ネジ回転
を行っていることを明らかにした。 
 
(9) 互いに逆向きに運動する２種類のモータ
ータンパク質（キネシンとダイニン、もしく
はキネシンとncd）を様々な比率で混合した系
での微小管滑り運動を観察した。逆向きのモ
ーターが運動の負荷になりうること、またま
れに微小管の振動を引き起こすことを明らか
にした。この結果は、キネシンとダイニン・
ncdは互いの運動に対して負荷をかけうるこ
とを示すものである。 
 
(10) 細胞内輸送において一つの輸送小胞に
結合した複数のキネシン分子の間で生じる
協調性を調べるための最も単純な実験系と
して、２分子のキネシン２量体を架橋した複
合体を作成した。ラパマイシンによって誘導
されるFKBPの架橋反応を利用することによ
って、２つのキネシン分子を特異的にクロス
リンクすることに成功した。架橋されたキネ
シンの運動速度は一分子のものとほとんど
同じであったが、移動距離は1.5倍上昇した。
この結果は、架橋された２分子は互いの運動
を抑制することなく何らかの仕組みで協調
しあっていることを示唆するものである。 
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