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研究成果の概要：運動中のキネシンに負荷をかけ、そのときの構造状態を観察するための実験

系を構築した。まずキネシン２量体の尾部に微小管に結合した後解離できない変異体頭部をつ

けることにより、運動を束縛して負荷をかけることに成功した。また一分子FRET法を用いるこ

とにより、運動中のキネシンの構造変化を検出することに成功した。これらを組み合わせるこ

とによって、キネシンの力発生の原因となる構造変化を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
キネシン分子モーターの運動の仕組みにつ
いては、ここ数年の一分子計測法や構造解析
を用いた研究により、二つの頭部を交互に動
かして微小管の上を移動するという二足歩
行モデルが確立されつつある。しかし、キネ
シンがいかにして力学的な仕事を行うのか、
キネシンの歩行サイクルのどの段階で力が
発生するのか、という力発生の仕組みについ
ては明らかにされていない。これらを解明す
るためには、力学計測と同時に構造変化を一

分子レベルで調べる必要があるが、このよう
な測定はまだなされていない。我々はすでに
一分子レベルでキネシンの構造変化を検出
することに成功しており、この方法と光ピン
セットなどを組み合わせることによってキ
ネシンの構造変化と力発生を同時に計測す
ることが初めて可能になると期待される。 
 
２．研究の目的 
キネシン一分子の構造変化と力発生を同時
に計測する手法を開発する。我々はすでにキ
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ネシンの運動中の構造変化を、一分子蛍光共
鳴エネルギー移動（FRET）法を用いて一分子
レベルで観察する方法を確立した。この方法
と光ピンセットを組み合わせることによっ
て、構造変化と力発生を同時計測する方法を
開発する。そして、この方法を用いて、キネ
シンの負荷存在下で 8 nmステップと同時に
起こる構造遷移が何であるかを明らかにす
る。また運動中の各構造状態間の遷移速度が
応力の上昇によってどのように変化するの
かを定量的に調べることにより、外力が構造
変化のサイクルに与える影響を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 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（FRET）法を用いる。
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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 運動中のキネシンに負荷をかけ、そのと
きの内部構造状態を観察するためのアッセ
イ系を構築する。具体的には、キネシン２量
体の尾部に微小管に結合した後解離するこ
とのできない変異体（G234A）キネシン頭部
を融合したコンストラクトを作成した。また、
キネシン頭部へのATPの結合解離を検出する
ために、蛍光性ATPとキネシン頭部の色素と
の間の FRETを測定する。これにより外力が
キネシンのATP加水分解反応サイクルに与え
る影響を明らかにする。 

 
 
 
 
 
 
 

 

４．研究成果 
(1) キネシンの構造変化を一分子レベルで
検出するために、一分子蛍光共鳴エネルギー
移動（FRET）法を用いてキネシン２量体分子
内での距離計測を行った。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。この方法を用いて様々な
ATP濃度存在下で運動中のキネシンの構造変
化の観察を行い、キネシンはATP結合を待っ
ている状態では片足結合状態を主に取るこ
とを示した。また、片方の頭部が微小管に結
合することのできない変異体ヘテロダイマ
ーキネシンを用いることによって、微小管に
結合している頭部にATPが結合すると、その
ネックリンカーが構造変化して浮いている
頭部を前方に移動させ、それによって両足結
合状態を取り一歩前にステップするという
仕組みを明らかにした。 

(2) 運動中のキネシンに負荷をかけるため
のアプローチとして、２分子のキネシンを架
橋し、片方のキネシンをアンカーとしてもう
一方のキネシンに負荷をかける実験系の開
発を行った。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２分子キ
ネシンの運動を一分子のキネシンと比較し
たところ、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。 
 
(3) 光ピンセットを使わずに運動中のキネ
シンに負荷をかけ、そのときの内部構造状態
を観察するための実験系を構築するために、
キネシン２量体の尾部に微小管に結合した



 

 

後解離することのできない変異体キネシン
頭部を融合したコンストラクトを作成した。
このキネシンの運動を一分子イメージング
法を用いて観察したところ、一部のキネシン
は野生型と同じ速度で運動したものの、大部
分のキネシンは見かけ上停止して、微小管上
で固定されることを明らかにした。また実際
に負荷がかかっているかどうかを確認する
ために、尾部と変異体キネシンとの間にラン
ダムコイルペプチドを挿入し、その長さを一
分子FRET法を用いて計測した。ATP非存在下
と比べてATP存在下ではFRET効率の低下が
見られた。これはキネシンに十分な負荷がか
かってランダムコイルが伸びていることを
示すものである。 
 
 (4) (3)で確立した光ピンセットを使わずに
キネシンに負荷をかける実験系において、野
生型キネシンの２つの頭部にそれぞれドナ
ーとアクセプターの蛍光色素を導入し、FRET
効率を一分子レベルで観察することにより、
キネシンが両足結合状態と片足結合状態を
交互に遷移しながら運動する様子を観察し
た。その結果、飽和ATP存在下で負荷を受け
て運動しているときには無負荷の場合と比
較して、片足結合状態を取る時間が大幅に長
くなることが分かった。この結果は、片足結
合状態から両足結合状態への遷移が最も負
荷の影響を受けること、また浮いた頭部の拡
散による前方への移動が負荷により抑えら
れることがその構造基盤であることを示す
ものである。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(5) キネシン頭部への ATPの結合解離を一
分子レベルで検出するために、片方の頭部に
ドナーの色素を導入し、そこへ蛍光性ATP
（アクセプター）を加えて FRETの変化を観
察した。蛍光分光光度計を用いたバルクの条
件で、蛍光性 ATPのキネシン頭部への結合
解離を FRET変化として検出することに成
功した。 
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