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研究成果の概要：変異微小管を用いてキネシンの 1分子運動解析、力学測定、ATPase 酵素活性

測定を行うことにより、役割の異なる微小管上の 2箇所の相互作用部位を同定した。これら微

小管上の相互作用部位とキネシンとの相互作用はそれぞれ、キネシンの ATPase を活性化するた

めのスイッチ、キネシンを微小管上に留めておくためのフックとしての役割を果たしているよ

うである。 
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研究分野：生物学 
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１．研究開始当初の背景 
 微小管は細胞骨格タンパク質として細胞
の形態を維持するだけではなく、それ自身の
ダイナミックな動態、もしくは他の関連蛋白
質と協調して働くことにより細胞内情報を
伝達するという重要な役割を果たしている。
分子モータータンパク質の一種であるキネ
シンは、ATP の加水分解エネルギーを使って
この微小管上を数百ナノメートルという長
距離に渡って一分子で連続的に運動し(プロ
セッシビティ)、細胞内では情報伝達物質や
細胞小器官などを輸送している。このキネシ
ンの運動を生み出すキネシン-微小管の相互
作用は、リガンド-レセプターのような結
合・解離だけの相互作用ではなく、「異方性」、

「逐次性」を併せ持つ特徴的なものであると
言える。 
 キネシンの生化学的な特徴として、微小管
との相互作用により ATPase 酵素活性が数百
～数千倍にまで増加することが古くから知
ら れ て い る  (Microtubule-activated 
ATPase)。この事は、キネシン-微小管相互作
用の情報がキネシンの構造変化を通して ATP
加水分解サイトへと伝達されていることを
示しているが、その情報伝達経路は未だ明ら
かになっていない。この微小管によるキネシ
ン ATPase 活性化のメカニズムを理解するた
めにはまず、情報伝達経路の出発点であるキ
ネシン、微小管それぞれの相互作用部位を同
定する必要がある。キネシン分子内の相互作



用部位はその変異解析が容易であることが
背景となって同定されているが、一方、微小
管については、微小管構成タンパク質である
チューブリンの複雑なフォールディングシ
ステムや多種類のチューブリンアイソフォ
ームの存在が障害となって、in vitro での変
異解析はほとんど行われておらず、相互作用
部位は同定されていない。我々は、これらの
問 題 を 解 決 す る た め に 出 芽 酵 母 
(Saccharomyces cerevisiae)をチューブリン
発現の宿主として用いた微小管変異解析の
実験系をこれまでに開発しており、これを用
いることによって微小管上のキネシンに対
する相互作用部位の同定、キネシン ATPase
活性化の構造的基盤を理解することが期待
できる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、微小管によるキネシンの
ATPase 活性化のメカニズム、延いては運動メ
カニズムの構造的基盤を理解することであ
る。キネシンは、運動に必須なモータードメ
インが他の分子モータータンパク質である
ミオシンやダイニンに比べて小さく、発現・
精製等が容易であるという利点がある。キネ
シンをモデルとしてその運動メカニズムを
解明することによって、分子モータータンパ
ク質共通の動作原理の理解にもつながるこ
とが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 前述したように、微小管によるキネシン
ATPase 活性化のメカニズムを理解するため
にはまず、キネシンに対する微小管上の相互
作用部位を同定する必要がある。これまでに
クライオ電子顕微鏡法を用いたキネシン-微
小管複合体の構造解析により、キネシン分子
内のαヘリックスα4/5/6、ループL7/8/11/12、
チ ューブリン分子内の αヘリックス
H11/11’/12、C 末端領域がそれぞれの相互作
用部位として予測されていたが、アミノ酸残
基レベルでの議論を行うには分解能が十分
ではなく、運動性に対する直接的な情報は得
られ難い。そこで、出芽酵母発現系を用いて
微小管の変異解析を行った。変異解析は、相
互作用部位を同定すると同時に、相互作用の
様相を変化させてキネシンの運動を解析で
きるという点においても、運動メカニズムを
理解する有効な手段であると考えられる。キ
ネシンの運動性は、イオン強度の影響を大き
く受けること、また、キネシン分子の変異解
析から相互作用部位として荷電アミノ酸が
多く同定されていることから、微小管表面 
(αヘリックス H11～12)に存在する荷電アミ
ノ酸に着目し、これらの箇所にアラニン変異

を導入した (Figure 1)。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
作成したチューブリン変異酵母株から変異
微小管を精製し、キネシンの運動に対する影
響を解析するため、以下の実験を行った。 
 
(1) 1 分子運動解析 
 キネシンの運動特性である一分子の挙動
を解析するため、全反射蛍光顕微鏡を用いて
キネシンの運動を直接的に解析した。 
 
(2) 破断力測定 
 ATP 加水分解サイクルにおける各ステップ
のキネシン-微小管間の結合安定性を調べる
ため、AMP-PNP (加水分解されない ATP 類似
体)存在下、ADP 存在下、ヌクレオチド非存在
下での破断力 (結合を破断するために必要
とされる力)を測定した。 
 
(3) Microtubule-activated ATPase 測定 
 微小管によるキネシンの ATPase 活性化を
マラカイトグリーン法を用いて解析した。 
 
 
４．研究成果 
 本研究では微小管によるキネシン ATPase
活性化のメカニズムを理解するため、微小管
の変異解析を行った。微小管表面 (αヘリッ
クス H11～H12)に存在する荷電アミノ酸にア
ラニン変異を導入したところ、8 種類の変異
株は致死となり (α-チューブリンの変異体 4
種類、β-チューブリンの変異体 4種類)、4種
類の変異株は生育の遅延を示した (α-チュ
ーブリンの変異体 3種類、β-チューブリンの
変異体 1種類) (Figure 1)。微小管は、細胞
分裂に重要な紡錘体を構成するなど必須の
タンパク質であり、この結果はこれらのアミ
ノ酸が細胞内微小管機能に重要であること
を示している。そこで、これらの変異に着目
し、微小管を精製後、上記「研究の方法(1)
～(3)」の実験を行った。以下、それぞれの
実験結果についてまとめる。 
 
 



(1) 1 分子運動解析 (Figure 2) 
 α-チューブリンH12とそのN末領域に存在
する 4つの酸性アミノ酸 (E415, E416, E418, 
E421)、およびβ-チューブリンの H12 に存在
する 2つの酸性アミノ酸 (E410, D417)の変
異微小管上ではキネシンの運動がほとんど
観察されなかった (キネシンの結合頻度が
野生型微小管の約 5%)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 破断力測定 (Figure 3) 
 α-チューブリンの変異体では、AMP-PNP 存
在下、ADP 存在下、ヌクレオチド非存在下、
全ての条件で野生型に比べて破断力が減少
したのに対し、β-チューブリンの変異体では、
ADP 存在下での破断力の減少が見られなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Microtubule-activated ATPase 測定 
(Figure 4, Table 1) 
 α-チューブリンの変異体では、ATPase酵素
活性の最大反応速度kcatが野生型に比べて減
少しているのに対し (特に顕著な減少が見
られたα-E415A変異微小管では野生型の約
20%)、β-チューブリンの変異体ではkcatの減少
は見られず、キネシン-微小管間の親和性を
示すミカエリス定数Km(MT) の増加 (親和性
の減少)が見られた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Table 1.  Micotubule-Activated ATPase Measurement

Construct KmMT (µM) kcat(s-1head-1)
WT 2.3 + 0.7 22.0 + 0.6

α-E415A 1.8 + 0.1 4.5 + 0.4
α-E416A 5.5 + 0.5 17.6 + 1.9
α-E418A 2.3 + 0.8 18.0 + 0.7
α-E421A 4.2 + 0.9 20.7 + 0.7
β-E410A 14.7 + 3.9 26.7 + 2.4
β-D417A 13.7 + 2.0 25.9 + 1.2

Mean + SD

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの実験結果から、α-チューブリン
H12 とその N末領域に存在するの 4つの酸性
アミノ酸 (E415, E416, E418, E421)、β-チ
ューブリン H12 の 2つの酸性アミノ酸 (E410, 
D417)はキネシンとの相互作用部位であり、
これらのアミノ酸残基とキネシンとの相互
作用はキネシンの ATPase 活性化、運動メカ
ニズムにおいて明らかに異なった役割を担
っていることが示唆された。前者は、微小管
によるキネシン ATPase 活性化のためのスイ
ッチのような役割を果たしており、後者はキ
ネシンを微小管上に留めておくためのフッ
クのような役割を果たしているようである。 
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