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研究成果の概要（和文）： 

分子モーターキネシンは２つの頭部を交互に動かしてまるで歩くように運動する。我々はキネ

シンの原子構造モデルを元に、２つの頭部をつなぐネックリンカーが協調性に重要であるとい

う仮説を立てた。ネックリンカーにかかる張力を緩和させた変異体や片方だけ張力を受けない

ようにした変異体キネシンの運動や構造変化を一分子レベルで観察することによって、このモ

デルを裏付け、二足歩行運動の構造基盤を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Molecular motor kinesin walks along microtubules by alternately moving two motor heads.  We 

hypothesized based on atomic structural models that the neck linkers connecting two heads are 

essential for the coordination between heads.  We tested this hypothesis by observing at the 

single molecule level the movements and structural changes of the mutant kinesins whose 

tension posed to the neck linker were reduced or abolished and provided the structural basis to 

explain the walking mechanism of kinesin. 
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１．研究開始当初の背景 

歩行中のキネシンが２つの頭部を協調させ
るためには、２つの頭部をつなぐネックリン
カーにかかる張力が重要であると考えられ
ていたが、その詳しい仕組み、特に張力がど
のようにして前後の頭部に異なる作用を与
えているのか、についてはいまだ明らかにさ
れていない。その大きな原因は、さまざまな
状態の結晶構造が解かれている中でヌクレ
オチドなし状態のキネシンの結晶構造だけ

がまだ解かれておらず、協調的な二足歩行運
動を構造レベルから説明することができな
かったためである。しかし最近我々はヌクレ
オチドなし状態の結晶構造を解くことに成
功し、初めて原子構造モデルを作ることが可
能になった。また最近我々が開発した一分子
FRET 法を用いたキネシンの構造変化の検出
法によって、このような構造モデルを実験的
に検証することが可能になると期待される。 
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２．研究の目的 
キネシンが２つの頭部を交互に動かして二
足歩行する仕組みを、構造レベルから明らか
にすることを目標とする。そのためにまず、
最近我々が解いたヌクレオチドなしのキネ
シン頭部の結晶構造とその他のヌクレオチ
ド状態の結晶構造を元にキネシン二量体の
原子構造モデルを作成し、これを元にネック
リンカーの張力依存的な頭部間協調性の構
造モデルを構築する。このモデルを実験的に
検証するために、ネックリンカーの張力を緩
和させた変異体や、頭部をタンデムにつない
で片方のネックリンカーは頭部に接続され
ておらず張力を伝えることのできない変異
体、またジスルフィド結合によりネックリン
カーを頭部に固定して動かないようにした
単頭キネシンを用いる。これらの変異体の運
動や構造状態を一分子蛍光観察や一分子
FRET法を用いて観察することによって、ネッ
クリンカーにかかる張力を通じて２つの頭
部が協調する仕組みを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ネックリンカーにかかる張力の役割を調
べるために、張力を緩和または完全になくし
た変異体を作製した。ネックリンカーの末端
にポリグリシン残基を挿入してネックリンカ
ーを伸ばした変異体と、２つの頭部を遺伝子
上で直列につなぎ、N末側の頭部（N末頭部）
のネックリンカーはもう片方の頭部（C末頭
部）につながっているものの、C末頭部のネッ
クリンカーはN末頭部につながっていないタ
ンデムキネシンを作製した。さらにキネシン
頭部とネックリンカーの２カ所にシステイン
残基を導入し、酸化条件下でジスルフィド結
合を形成させることにより、ネックリンカー
を前向きまたは後ろ向きに固定した単頭キネ
シンを作製した。 
 
(2) キネシンの微小管上での運動は全反射
蛍光顕微鏡を用いて一分子レベルで観察し
た。キネシンの構造変化を検出するためには
一分子蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）法を
用いた。ヘテロダイマーキネシン発現系を用
いて、２つの頭部にそれぞれ一カ所ずつシス
テイン残基を導入し、それらをドナーとアク
セプターの蛍光色素で標識する。微小管上を
蛍光標識したキネシンが運動する様子を全
反射蛍光顕微鏡で観察し、二波長同時観察装
置を用いて FRET効率を計測した。 
 
４．研究成果 
(1) 最近我々が解いたキネシン頭部の結晶構
造と既に解かれている結晶構造を組み合わせ
て、微小管上のキネシン二量体の原子構造モ
デルを作成した。様々なヌクレオチド状態の
組み合わせで二量体モデルを作成し比較した

ところ、後ろ頭部がATP状態で前頭部がヌクレ
オチドなしの状態と比べて、両頭部がATP状態
または両頭部がヌクレオチドなし状態ではネ
ックリンカーが伸びて張力が増すことが明ら
かになった。これらの結果は、ネックリンカ
ーの張力上昇によって可能な構造遷移のうち
特定の経路のみが選択されて頭部間の協調性
が生まれるという、張力依存的な二足歩行モ
デルを示唆するものである。 

 
(2) 前述のモデルを実験的に検証するために、
ネックリンカーを人工的に伸ばして張力を緩
和させた変異体を作成した。この変異体の運
動を一分子レベルで観察したところ、ネック
リンカーを伸ばすにつれて運動速度が低下し
た。さらに一分子FRET法を用いて運動中の頭
部間の相対距離を計測することによって、ATP
濃度が低い条件下でも両足結合状態を主にと
ることが示された。これらの結果は、ネック
リンカーの張力を低下させることによって野
生型では抑制されている構造状態に遷移でき
るようになったということを示すものであり、
上記のモデルが実験的に裏付けられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) ネックリンカーの頭部への結合がキネ
シンの前方へのステップを引き起こすとい
うモデルが広く受け入れられているが、この
ネックリンカードッキングが本当にステッ
プに必須であるかどうかを検証するために、
ドッキング依存的なステップと非依存的な
ステップを交互にとって運動するようなタ



 

 

ンデム変異体を作製した。この変異体は微小
管上を連続的に運動したものの、運動速度は
野生型の 1/4 に減少した。一分子 FRET 法を
用いて２つの頭部間の相対位置関係を調べ
たところ、N 末側頭部が前であるような両足
結合状態をとる時間が長く律速となってい
た。これらの結果は、ネックリンカードッキ
ングはステップに必須ではなく、上記の構造
モデルから導き出される非依存的な仕組み
（バイアス結合モデル）の方がより効率的で
あることを示唆するものである。 

 
(4) ネックリンカーにかかる張力の向きは
前と後ろの頭部で反対であり、どちらの向き
に引っ張られるかによって頭部の ATP加水分
解が異なる制御を受けていると考えられる。
この考えを検証するために、単頭キネシンの
ネックリンカーをジスルフィド結合により
前または後ろ向きに伸ばした状態で固定し
た。ATP 存在下での微小管の結合解離を一分
子レベルで観察したところ、ネックリンカー
を後ろ向きに固定した場合は固定する前に
比べて微小管上での滞在時間が 15 倍上昇し
た。またストップドフローを用いた測定によ
り、ネックリンカーを前向きに固定した場合
は ADPの解離速度が 100倍以上減少した。こ
れらの結果はネックリンカーを引っ張る向
きによって ATP加水分解サイクルの異なるス
テップが抑制されることを示すものであり、
二量体における２つの頭部間の協調性の仕
組みを説明するものである。 
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