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研究成果の概要（和文）：キネシンモーターは細胞内でミトコンドリアなどの輸送に携わるタンパク質である。
抗キネシン抗体であるH2は細胞内輸送の解析において汎用される抗体の一つだが、H2抗体がキネシンを認識する
部位のアミノ酸配列はこれまで分かっていなかった。本研究ではH2抗体可変領域のアミノ酸配列を同定すること
でリコンビナントH2抗体を作成し、定常領域をIgY定常領域と置換することでニワトリ化した。作成したリコン
ビナント抗体はキネシンの各種機能解析において有用であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Kinesin motor is involved in the intracellular transport of various cargos, 
including mitochondria. The H2 antibody, an anti-kinesin antibody, is widely used for analyzing 
intracellular transport. However, the amino acid sequence of the H2 antigen recognition site has not
 been determined. In this study, we identified the amino acid sequence of the variable region of the
 H2 antibody and created a recombinant H2 antibody. We further showed that the recombinant H2 was 
useful for functional analysis of kinesin.

研究分野： 生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内で物質輸送に携わるキネシンモーターにはさまざまな種類が存在する。今回解析対象としたH2抗体は
KIF5A, KIF5BおよびKIF5Cを認識する抗体である。KIF5ファミリーはいずれも疾患原因となるが、特にKIF5Aは痙
性対麻痺やシャルコーマリートゥース病といった多くの神経変性疾患の原因となる。H2抗体にはキネシンモータ
ーの阻害作用があることが報告されてきた。抗原認識部位のアミノ酸配列を決定しモーター阻害の分子メカニズ
ムを明らかにすることで、疾患治療法探索の一助となることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 細胞内に存在する多くのオルガネラはモータータンパク質による細胞内輸送を受ける。細胞
内輸送によるオルガネラの適切な分布・局在は細胞の機能維持に不可欠である。モータータンパ
ク質の機能異常およびそれに伴うカーゴ輸送の異常は個体の機能に深刻な影響を及ぼし、ヒト
の疾患とりわけ神経変性疾患の原因となる。 
 
(2) モータータンパク質の一つであるキネシンは微小管のマイナス端からプラス端すなわち順
行性の小胞輸送に携わる。キネシンには多くの種類が存在し、キネシンスーパーファミリー
(Kinesin Super Family: KIF)と呼ばれる。KIFのうち、最も初めに見出されたものが Kinesin-
1 構成タンパク質である KIF5 である。Kinesin-1 はイカ巨大軸索から 1985 年に単離されたタ
ンパク質であり、神経軸索輸送に主要な役割を果たす。その後の解析から Kinesin-1は Kinesin 
Heavy Chainと Kinesin Light Chainそれぞれ 2分子から構成されるヘテロ四量体タンパク質
であることが明らかになり、KIF のクローニングが始まる端緒となった。KIF のクローニング
が進められる中で Kinesin Heavy Chain は KIF5と呼ばれるようになった。KIF5は微小管に
結合し ATP依存性の運動を行うモータードメインを有する。一方 Kinesin Light Chainはモー
タードメインを持たないため KIF とは呼ばれない。KIF5 は線虫から哺乳類まで高度に保存さ
れており、核、ミトコンドリアやリソソームなどの輸送に携わる。いずれのオルソログにおいて
もモータードメインは KIF5の N末端に存在し、C末端には Kinesin Light Chainの結合部位
が存在する。Kinesin Light Chain および KIF5の C末端はカーゴ結合に必要であると共にモ
ータードメインの活性を抑制する自己阻害に関わることが知られている。 
 
(3) 線虫やショウジョウバエが KIF5の遺伝子を 1つのみ有するのに対し、哺乳類には 3つの遺
伝子が存在し、それぞれ KIF5A, KIF5B, KIF5Cと呼ばれている。KIF5Bがユビキタスに発現
するのに対し、KIF5Aおよび KIF5Cの発現は神経特異的である。KIF5ファミリーそれぞれの
ノックアウトマウスを用いた解析ではそれぞれ異なる表現系が現れることが分かっている。
KIF5Aおよび KIF5Bのノックアウトマウスは出生後あるいは胎生致死である。KIF5Cノック
アウトマウスは生存するが脳の大きさの異常や運動神経の減少がみられる。最近、我々は KIF5A、
KIF5B、KIF5C が異なる運動性とオリゴマー化傾向を持つことを示してきた(文献①)。KIF5B
と KIF5Cは、KIF5Aよりも短い Run Lengthと低い微小管結合頻度を示す。さらに、KIF5A
のみがオリゴマー形成の傾向を示す。この KIF5Aの特性は、KIF5Aの遺伝子変異による筋萎縮
性側索硬化症（ALS）の発症と関連していることが示唆される（文献②）。KIF5Aモータードメ
インの機能低下は、痙性脊髄性麻痺との関連も示唆されている。KIF5ファミリ―の中では特に
KIF5Aがさまざまな疾患の原因となるが、KIF5Bと KIF5Cの変異も遺伝性疾患と関連する。
KIF5Cの変異は神経発達障害を引き起こす一方、KIF5Bの変異は広範な疾患を引き起こす。基
礎生物学、神経科学、ウイルス学、医学などさまざまな領域の研究者が現在 KIF5について研究
を行っている。 
 
(4) モノクローナル抗体(mAb)はこれまで
生物学や医学において有用なツールとして
用いられてきた。KIF5を認識するH1、H2、
H3 の mAb は、Kinesin-1 を抗原として作
成された抗体である(文献③)。中でも、H2は
最もよく使われており、さまざまな種の
KIF5を認識するだけではなく、免疫蛍光顕
微鏡法、ウェスタンブロッティング、
Kinesin-1の機能阻害、免疫電顕など多様な
アプリケーションに使用可能である。H2は
市販品されているが、抗体の免疫グロブリン
（Ig）G の cDNA 配列を決定することが出
来れば、組換え抗体などの作成やH2タンパ
ク質の Kinesin-1 機能阻害のメカニズムも
解明可能になる。またプラスミド DNAはハ
イブリドーマ細胞よりも保存・配布の点で優
れており、cDNA 配列のクローニングは貴重
な抗体を失うリスクを低減することができ
る。	
 
 
 

図 1 ハイブリドーマ由来および組換え
H2 抗体を用いた Western Blotting.  



２．研究の目的 
申請者はこれまでの研究でシナプス小胞を運ぶキネシンの一種である KIF1Aの活性化・不活
性化スイッチング機構を解析し、KIF1A 活性制御不全が神経変性疾患の原因となることを示し
た（Chiba et al., PNAS, 2019）。一方 KIF5の活性化機構には未だ不明な点が多い。KIF5の活
性制御機構を明らかにし、KIF5の異常が各種疾患を引き起こすメカニズムを明らかにするため、
KIF5の研究を行う上で鍵となるH2 抗体の抗原認識部位の配列決定を行った(文献④)。	
 
３．研究の方法 
はじめに 5’RACE 法を用いて H1および H2のハイブリドーマから IgG cDNAを得た。ハイブリ
ドーマは抗体の作製者であるバージニア大学の George Bloom 博士から供与頂いた。軽鎖につい
ては H1 および H2 ハイブリドーマの両方からラムダ鎖ではなくカッパ鎖の断片が得られた。こ
れは、以前に報告された H1 および H2 の IgG の組成と一致した結果である（Pfister et al., 
1989）。次に可変領域の配列を Sangerシーケンスにより決定した。以降の研究では幅広いアプリ
ケーションに適用できることが知られている H2 に焦点を当てた。組換え H2 を発現するための
プラスミドを作製するため、市販されている抗 GFP 抗体(N86/8R 抗体)の発現ベクターの可変領
域を H2 のものに置換した。また scFv 化にあたっては重鎖および軽鎖の可変領域をリンカーで
繋いだ構造のプラスミドを作製した。 
組換え抗体は 293FT 細胞を用いて発現した。75cm2フラスコに 80%コンフルエントになるよう

播種した 293FT細胞に PEI Max を用いて 20 µgの抗体発現プラスミドをトランスフェクション
した。トランスフェクションから 48 時間後に培地を回収し、ウェスタンブロッティングおよび
免疫蛍光染色に用いた。精製 KIF5タンパク質はすでに発表した手法を用いて調製した(文献①)。 
 
４．研究成果 
作製した組換え抗体を用いてウェ
スタンブロッティングを行った。ハ
イブリドーマ由来の H2 と組換え H2
を用いて精製 KIF5A、KIF5B および
KIF5C タンパク質の検出を行ったと
ころ、組換え H2はハイブリドーマ由
来の H2 と同じ特異性を示すことが
明らかになった（図 1）。両抗体は、
3 つのヒト KIF5 すべてを認識する
が、KIF5Bのシグナルは KIF5A、KIF5C
に比べ低い。この結果は、以前の報
告とも一致する。これにより組換え
H2 抗体が H2 ハイブリドーマから得られた抗体と同様に機能することを実証した。 
また鶏 IgY の Fc 領域を融合することで H2 のアイソタイプを切り替えられることを示した。

作製したニワトリ化 H2 抗体を用い HeLa細胞内在性 KIF5の検出を行った(図 2)。mScarletでラ
ベルされた KIF5A, KIF5B, KIF5Cトリプルノックダウン細胞においてニワトリ化 H2 抗体による
染色シグナルが消失することから、抗体が KIF5を特異的に認識していることを確認した。抗体
の種のスイッチングは微小管やアクチンなど主要な細胞骨格タンパク質と KIF5の多重染色を可
能とする。KIF5Aの細胞内凝集は ALSの発症に関わるが、今回作製した組換え抗体は KIF5Aに付
加した蛍光タンパク質の蛍光だけでは検出の難しい比較的小さな KIF5A 凝集体も検出可能であ
ることを示した（文献②）。一連の研究は KIF5の機能解明および疾患発症との関わりを研究する
上で組換え H2 抗体が有用であることを示している。H2は軸索輸送の阻害作用がこれまでに報告
されているが、どのような機構で輸送をコントロールするかは未だ不明である。今後は作製した
H2 抗体を用いた生化学的解析により KIF5の運動能制御の仕組みが解明できると考えている。 
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図 2 ニワトリ化組換え H2 抗体による免疫蛍光染色 
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