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研究成果の概要（和文）：近年、ゲノムシークエンスが容易になり弧発性の先天性神経疾患においてもKIF1Aの
変異の報告が相次いだ。私たちは1分子レベルの分子モーターの運動解析の手法と、線虫Caenorhabditis 
elegansを利用してKIF1A関連神経疾患を解析し、この疾患の発症の分子メカニズムを解明すると共に、軸索輸送
の分子メカニズムに関する新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In recent years, as genome sequencing has become easier, mutations in KIF1A 
have been reported in a number of arcuate congenital neurological diseases. We analyzed 
KIF1A-associated neurological diseases using single-molecule-level molecular motor motility analysis
 methods and the nematode Caenorhabditis elegans to elucidate the molecular mechanisms underlying 
the pathogenesis of these diseases and to gain new insights into the molecular mechanisms of axonal 
transport.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軸索輸送は神経機能の維持に重要な役割を持っている。軸索輸送の異常はアルツハイマー病や筋萎縮性側索硬化
症などの様々な疾患の原因となっている。また、近年では老化によって軸索輸送の量が減ることが老化による神
経機能の低下に関係しているとも言われている。この研究では軸索輸送を担うモータータンパク質の異常が引き
起こす疾患について解析を行い、その原因を解明した。本研究の成果は軸索輸送の異常が原因で起こる他の神経
疾患のメカニズムの解明にもつながると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 神経細胞の情報伝達は、軸索上のシナプス小胞を介して行われます。シナプスにはさまざまな
タンパク質があり、それぞれのタンパク質が機能を発揮することで情報伝達が行われる。しかし、
軸索内にはほとんどリボソームや粗面小胞体といったタンパク質合成装置が存在しないため、
シナプス前終末やシナプス小胞を構成するタンパク質のほぼ全量は細胞体で合成される。しか
し、軸索は非常に長いため、この問題を解決するために軸索輸送と呼ばれる高速輸送メカニズム
が存在する。軸索輸送には KIF1A や KIF1Bβという分子モータータンパク質が関与し、シナプ
ス前終末やシナプス小胞の材料を軸索内に運ぶ。最近の研究では、これらのタンパク質がシナプ
ス小胞だけでなく、シナプス前膜の材料も輸送する可能性があることが示唆されている。 
 軸索輸送モーターの異常は神経疾患の原因の一つとされており、KIF1Bβや KIF1A の遺伝的
変異が家族性神経疾患の原因となることが報告されてきた。最近では、KIF1A の変異が弧発性
の先天性神経疾患でも見られることがゲノムシークエンスによって明らかになった。特に痙性
対麻痺を伴う神経疾患では、数％の患者でKIF1A遺伝子の変異が見つかったと報告されている。
この疾患は KIF1A 関連神経疾患（KIF1A-associated neurological disorder：KAND）という名
前が提案されている。 
 
２．研究の目的 
（１）１分子レベルの運動解析の手法を用いて KIF1A 関連神経疾患において KIF1A の運動に
どのような異常が生じているのかを明らかにすることを目指した。全反射蛍光顕微鏡法(TIRF)
とよばれる手法を用いると、分子モーター１分子の運動を顕微鏡下で観察することができる。こ
の研究では疾患変異を導入した KIF1A の運動を TIRF を用いて解析した。 
 
（２）疾患モデル C. elegans を作成して KIF1A 関連神経疾患において細胞レベルでどのような
異常が生じるのかを明らかにすることを目指した。C. elegans（Caenorhabditis elegans）は、
線虫とも呼ばれる微小な生物で、生物学や神経科学の研究において非常に重要なモデル生物で
ある。C. elegans は神経科学の研究において特に重要である。なぜなら、C. elegans の神経系は
わずかな神経細胞（約 302 個）からなり、その神経回路図が非常に詳細に解明されているから
である。そのため、神経系の発達、機能、行動の研究において、個々の神経細胞の役割や相互作
用を調べることが可能である。C. elegans は遺伝学的研究において特に有用である。C. elegans
は短い生殖期間（約 3日間）を持ち、多数の子孫を生むことができるため、多数の個体を同時に
解析できる。また、ゲノム編集をはじめとする遺伝子の機能を解析するための手法やツールが豊
富に開発されていて、それを利用することができる。C. elegans はこれらの特徴により、生物学
的な研究のさまざまな分野で広く利用されてきた。特に神経科学や遺伝学の分野で重要な知見
が得られており、疾患のメカニズム解明や新たな治療法の開発に貢献してきた。 
 
３．研究の方法 
ヘテロ２量体型 KIF1Aの解析 
疾 患型 KIF1A の精製の た め 、 BL21(DE3)細 胞 に KIF1A(1 –
393)::LZ::mScarlet-I::Strepプラスミドを導入し、カナマイシン
添加の LB 培地で培養した。この細胞を基にして Mix&Go キットでコ
ンピテントセルを調製した。このコンピテントセルに KIF1A(1–
393)::LZ::Hisプラスミドを導入した。LB 寒天培地でアンピシリン
とカナマイシンによって２重選択し、コロニーを増殖させた。次の
日に 2.5 倍濃度の YT 培地で振とう培養し大量の大腸菌を得た。こ
の大腸菌を Streptactin-XT 樹脂にロードし、洗浄とビオチン添加
でタンパク質を精製した。TALON 樹脂でも洗浄とイミダゾール添加
でタンパク質を精製した。遠心濾過で濃縮し、Superdex 200カラム
で分離し、最終生成物とした。TIRF アッセイのレールとなる微小
管を作るために。豚脳からチュブリンを精製し、Biotin-PEG2-NHS
エステルと AZDye647 NHS エステルで標識しました。これらの標
識されたチュブリンを使用してタキソール安定化微小管を形成し
ました。微小管はガラスチャンバーに固定した。アッセイバッファ
中で希釈した KIF1A をガラスチャンバーに注入し、単一分子の運
動を TIRF 顕微鏡(ニコン）で観察した。 
 
疾患モデル線虫の作成 
unc-104のターゲット配列は、pRB1017（Andrew Fire 博士、スタン
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フォード大学、addgene #59936から提供）に挿入した。ben-1のターゲット配列も pRB1017に挿
入した。Cas9の発現には pDD162（Bob Goldstein 博士、UNC Chapel Hill、addgene #47549から
提供）を用いた。これらのプラスミドを C.elegansの生殖腺にインジェクションすることで点変
異を導入した。ベンジイミダゾール耐性を指標としてゲノム編集が起こった線虫を選択した。 
 
４．研究成果 
KIF1Aの２量体化メカニズムの解明 
 キネシン型分子モーターは、ATPの消費によって微小管上を一歩進む。その歩幅は 8ナノメー
トルであり、1 マイクロメートルの距離を進む場合には 125回の ATP 代謝反応が必要となる。一
般にキネシン型分子モーターは２量体を形成し、交互に ATP 代謝反応を行います。２量体の一方
のサブユニットは微小管に強く結合し、解離を防ぎます。 
 KIF1Aは単量体として精製される。単量体である KIF1Aが動くメカニズムとしては、KIF1Aに
は K ループと呼ばれる部位があり、微小管に強く結合するために単量体で連続的な反応が可能
であるという説（単量体説）と、KIF1Aは小胞に結合することで局所的な濃度が上昇し、２量体
を形成するという説（カーゴ依存的２量体化説）とが
あった。 
 
 線虫の UNC-104は KIF1Aのオルソログであり、KIF1A
と同じように単量体として精製される。しかし、この
単量体型 UNC-104は微小管上を動く活性を持たない。
私たちは UNC-104(E412K)変異を軸索輸送を亢進する
変異として発見していた。E412K変異を UNC-104に導
入し精製すると、２量体として精製されるようになっ
た。この２量体化には小胞は全く必要ではなかった。
２量体を形成した UNC-104 は微小管上を非常に活発
に動くことができた。私たちは新しいモデルとして、
UNC-104や KIF1Aは自己阻害が解除されると２量体を
形成し、運動を開始するという提案をした（自己阻害
依存的２量体化説）（文献１）。 
 
ヘテロ２量体 KIF1Aの一分子レベルの解析 

 もし KIF1Aが２量体を形成する場合、KIF1Aの疾患変異をヘテロ接合体として持つ患者の神経

細胞では、機能低下型 KIF1A と正常型 KIF1A で構成されるヘテロ２量体が半分を占めることな

る。しかし、これまでの先行研究では、主に機能低下型 KIF1Aのホモ２量体の解析が行われてき

た。私たちは、このようなヘテロ２量体型 KIF1Aを発現・精製する方法を確立し、その活性を測

定した。その結果、全ての例で「機能低下型 KIF1Aと正常型 KIF1Aのヘテロ２量体」の運動は、

「正常型 KIF1Aのホモ２量体」と比べて、微小管上での走行距離や速度などのパラメーターが顕

著に低下していることがわかった。これは疾患変異で機能が低下した KIF1A は正常型 KIF1A の

機能阻害をすることを示唆した（文献２）。 

 

線虫を用いた表現型解析 

 では、生体内でも機能低下型 KIF1A は正常型 KIF1A による運動や軸索輸送を阻害するのか？ 

この問いに答えるために、野生型線虫に機能低下型変異 UNC-104を過剰発現した。このトランス

ジェニック線虫では、正常な UNC-104も発現しているにもかかわらず、シナプス小胞の材料の軸

索輸送が減少していた。その結果、シナプス小胞が細胞体や軸索の途中、あるいは樹状突起内に

異所局在するようになっていた。 

 

 以上の研究結果から、機能低下型の KIF1A 変異は単純な機能低下によって軸索輸送の量を減

らすのではなく、むしろ正常型 KIF1A の活性を妨げることによってシナプス小胞の材料の軸索

輸送を減少させる可能性が示唆された（文献２、文献３）。 
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De novo mutations in KIF1A-associated neuronal disorder (KAND) dominant-negatively inhibit motor activity and axonal
transport of synaptic vesicle precursors.
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