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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して運動するが、そ
の頭部間の協調性の仕組みは明らかになっていない。我々は、暗視野顕微鏡をベースとした高時間・空間分解能の一分
子計測法を用いることによって、キネシン頭部が前方へステップする際の中間状態およびキネシン頭部のアロステリッ
クな構造変化を検出することに成功した。そしてこれらの結果をもとに、頭部間の協調性にはネックリンカーの向きと
張力が重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Molecular motor kinesin walks along microtubules by alternately moving two motor 
heads, although the underlying mechanism for the head-head coordination is still unknown. Here we 
employed single molecule measurements with high temporal and spatial resolutions based on dark-field 
microscopy, and could observe intermediate states during the stepping motion of the head and the 
allosteric conformational change of the head. Based on these observations we showed that the direction 
and tension of the neck linker play pivotal roles on the head-head coordination.

研究分野：生物物理
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１．研究開始当初の背景 
キネシンは ATP 加水分解によって得られた
エネルギーを利用して微小管の上を連続的
に運動する分子モーターである。近年の一分
子計測法の技術的発展によりキネシンの運
動機構の研究は急速に進み、その結果キネシ
ンは２つの頭部を交互に動かして二足歩行
することが明らかになったが、その詳しいメ
カニズム、特に２つの頭部の化学力学状態を
協調させて二足歩行運動を可能にする仕組
みはいまだに明らかになっていない。 
 最近我々はヌクレオチドなしのキネシン
の結晶構造を解くことに成功し、さらにさま
ざまなヌクレオチド状態の組み合わせのキ
ネシン二量体の原子構造モデルを構築する
ことで、頭部間の協調性の構造モデルを提唱
した。しかし、これは原子構造の比較から推
測されたモデルであり、この構造モデルの妥
当性を実験的に検証することが、二足歩行運
動を可能にする仕組みを明らかにするため
には必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、細胞内輸送に関わる分子モーター
タンパク質キネシンが、ATP加水分解によっ
て得られたエネルギーを仕事に変換し、二つ
の頭部を交互に動かして二足歩行する仕組
みを明らかにすることを目標にする。特に、
二つの頭部をつなぐネックリンカーが前ま
たは後ろに引っ張られるという情報がそれ
ぞれの頭部の化学力学状態の制御を引き起
こす仕組み、また浮いた頭部が前方へ結合し
てステップする際のバイアスや力発生の仕
組みを明らかにする。我々が構築したキネシ
ン二量体の原子構造モデルを元に作業仮説
を立て、我々がこれまでに確立したさまざま
な変異体ツール（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など）と時
間・空間分解能を従来よりも大きく改善させ
た新しい一分子計測技術を組み合わせるこ
とで検証を進めていく。 
 
３．研究の方法 
(1) 一分子計測の時間分解能を改善するため
に、野地らによって開発された全反射型暗視
野顕微鏡（Ueno et al. 2010）を用いた。ヘテ
ロダイマーキネシン発現系を用いて、片方の
頭部にのみシステインを導入した変異体を作
製し、システインを介して片方の頭部を40 
nmの金コロイド粒子で標識した。ガラス表面
に貼り付けた微小管の上を金微粒子で標識し
たキネシンが運動する様子を全反射型暗視野
顕微鏡で観察し、その画像を高速カメラで55 
µsの時間分解能で観察した。金微粒子の画像
を二次元ガウス関数でフィッティングするこ
とにより、重心の位置を2 nmの位置検出精度
で検出した。 
 
(2) キネシン頭部は ATP の異性化に伴いサ
ブドメインが回転する。この構造変化はネッ

クリンカーによる ATP 加水分解のアロステ
リックな制御に重要であると考えられてい
るが、それを一分子レベルで検出することは
困難であった。サブドメインの回転を検出す
るために、野地研究室（東大・工・応用化学）
と共同で、金ナノロッドを高速暗視野顕微鏡
で観察し、その非対称な散乱像を元に三次元
的な角度変化を一分子レベルで検出する方
法を開発した。この方法を用いて、キネシン
の片方の頭部に金ナノロッド（25×60 nm）
を二つのシステインを介して固定し、微小管
上を金ナノロッド標識したキネシンが運動
する様子を、後方散乱型暗視野顕微鏡を用い
て 100 µs の時間分解能で観察した。金ナノ
ロッドの像を理論的に計算した画像でフィ
ッティングすることによって、重心位置と角
度を決定した。 
 
＜引用文献＞ 
① H. Ueno et al. Simple dark-field 
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precision and microsecond temporal 
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(2010) 

 
４．研究成果 
(1) 微小管から解離した頭部が前方の結合部
位に選択的に結合するプロセスを詳しく調
べるために、片方の頭部の運動を従来よりも
200 倍高い時間分解能で観察する手法の開
発を行った。従来の蛍光色素を用いたナノ計
測法では色素の退色の問題で、時間分解能を
10ミリ秒程度までしか上げることができず、
高 ATP 条件下での中間状態を検出すること
が困難であった。そこで光をよく散乱する金
コロイド粒子で片方の頭部を標識し、全反射
型の暗視野顕微鏡で観察したところ、片方の
頭部の運動を 55 マイクロ秒の時間分解能お
よび 2 nm の位置検出精度で検出することに
成功した。 
 
(2) 上記の暗視野顕微鏡法を用いて、微小管
上を運動中のキネシンを観察した。頭部につ
けた金コロイド粒子は進行方向に向かって
16 nm ステップを示し、またステップが起き
る直前に位置のゆらぎが大きく上昇する様
子が観察された。ゆらぎの上昇はキネシンの
頭部が微小管から解離してブラウン運動す
ることによるものであり、この方法によって
頭部が微小管に結合した状態と解離した状
態を区別して検出することに初めて成功し
た。この方法により、キネシン頭部が前方へ
ステップする際の中間状態の構造やそれぞ
れの遷移状態の反応速度を直接検出し、その
結果、キネシン頭部は微小管から解離した後、
常に右向きに大きくブラウン運動し、ATPの
結合後平均 2.3 ms 後に前方へステップする
ことを明らかにした。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) キネシンの協調的な二足歩行運動におけ
るネックリンカーの役割を明らかにするた
めに、ネックリンカーを人工的に伸ばした変
異体の運動を全反射型暗視野顕微鏡により
観察した。野生型と比較して運動速度が低下
し、また微小管から解離した頭部が頻繁に後
ろの結合部位に再結合する様子が見られた。
一方、ネックリンカーを１アミノ酸削って短
くした変異体では、頭部が微小管から解離し
た状態を取る時間が長くなり、また前方の結
合部位にアクセスするもののすぐに外れて
元の位置に戻る様子が観察された。これらの
結果は、ネックリンカーが長くなる（張力が
軽減する）と ATP結合前に後ろの結合部位に
再結合しやすくなり、一方短くなる（張力が
増す）と ATP結合後前方にステップしにくく
なり、協調性が損なわれることを示すもので
ある。つまり、野生型のネックリンカーはこ
れらを防ぐことによって協調的な二足歩行
運動を可能にしていることが示された。 
 
(4)野地研究室と共同で、金ナノロッドを高速
暗視野顕微鏡で観察しその三次元的な角度
変化を一分子レベルで検出する方法を開発
した。これを用いて F1-ATPase のγサブユ
ニットの角度変化を 10 µs の時間分解能と
１度の決定精度で決定した。また、この方法
を用いてキネシンの片方の頭部に結合させ
た金ナノロッドの変位と角度変化を同時に
検出し、運動中に頭部のサブドメインが、
ATP 加水分解に伴って回転する様子を直接
検出することに成功した。 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

(5) 協調的二足歩行には、(3)で明らかにした
仕組みのほかに、両足結合状態において、前
の頭部よりも後ろの頭部が先に微小管から
解離する仕組みが必要である。我々はこれま
での研究から、キネシン頭部における ATP
加水分解の促進にはサブドメインの回転が
必須であり、前頭部ではネックリンカーが後
ろに引っ張られることによってサブドメイ
ンの回転および加水分解が抑制されるとい
うモデルを提案した。この仮説を前述の金ナ
ノロッドを用いた高速暗視野顕微鏡を用い
て検証した。キネシンの片方の頭部のサブド
メインに特異的に結合させた金ナノロッド
を 100 µs の時間分解能で観察し、運動中の
キネシンの金ナノロッドの変位と角度変化
を求めたところ、頭部が微小管に結合してい
る間に 15 度程度の角度変化を一回だけ行う
ことが明らかとなった。また角度変化の前と
後の持続時間はほぼ同じであり、これは前頭
部ではネックリンカーが後ろに引っ張られ
ることによって回転が抑えられるが、後ろ頭
部になるとネックリンカーが前を向くこと
で回転が安定化されるという上記の仮説を
裏付けるものである。 
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