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研究成果の概要（和文）：本研究は，細胞分裂時に現れる紡錘体の形成・維持の仕組みをモデルとして，個々の
分子の数のゆらぎと，全体の構造の高い安定性・再現性との間のギャップを埋め，生物特有の安定かつ動的な構
造・ネットワークを自己組織的に形成するための素子の設計原理を知ることを目的とした研究である．途中，研
究計画の変更を行い，分子数に応じて運動方向性が逆転することが知られているkinesin-5に焦点を絞り，これ
が微小管を集団で架橋しながら運動する現象を研究対象とした．その結果，DNAナノ構造体を用いてkinesin-5を
集積した複数多分子複合体の作製に成功し，運動方向の逆転と分子数の間の関係を研究することが可能になっ
た．

研究成果の概要（英文）：In this research, we investigated the mechanism of spindle formation and 
maintenance that appears during cell division as a model, filling the gap between fluctuation in the
 number of individual molecules and high stability/reproducibility of the entire structure. We also 
aimed at revealing the design principles of the each component for forming both stable and dynamic 
structures. On the way, we changed the research plan: we focused on bidirectional kinesin-5, which 
reverses the direction of movement according to the number of molecules, and studied the motility 
while crosslinking microtubules. As a result, we succeeded in producing multi-molecule complexes of 
kinesin-5 motors using DNA nanostructures as templates, which enables us to study the relationship 
between the directionality reversal and the number of molecules involved.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
有糸分裂時に２つの娘細胞に染色体を分配
する重要な仕事を担う構造体である紡錘体
は，数百個のモータータンパク質が微小管ど
うしを架橋してネットワーク構造を形成す
ることで作られている．この紡錘体は，細胞
分裂の時間スケールに対して素早く正確に
組み上がり，摂動に対して極めて安定で，か
つ，素早く解体される，という特徴を備えて
いる．1990 年頃までは，この構造体の形成
メカニズムは無数の役者を必要とする複雑
なものと思われていたが，1996 年に，細胞
抽出液と DNA をまぶしたプラスチック粒子
だけで紡錘体構造が試験管内で自己組織的
に安定に作られることが分かり(Heald et al., 
Nature 1996)，さらには，微小管とモーター
タンパク質だけで紡錘体に似た構造体が自
己組織的に作られることが分かった（Surrey 
et al., Science 2001）. 

細胞内，試験管内にかかわらず，紡錘体が
形成される時間スケールは安定しており，驚く
ほど正確に同じ形状が作られることが観察さ
れている．ここで素朴な疑問として，もし，従来
のモデルのように，紡錘体がモータータンパク
質同士の発生する力のバランスで形成・維持
されており，個々のモータータンパク質によっ
て発生する力や運動速度が，分子数に対して
単純に線形であるならば，分子数のゆらぎが
大きい場合，構造形成の時間スケールや，構
造そのものに大きなバリエーションが生まれる
はずである．この問題の解決案の一つとして，
細胞内には複雑な制御機構が存在するので，
時間スケールや構造は制御因子によって制
御され得る，というものがある．実際，近年の
分子生物学の発展によって，細胞内の様々な
イベントが，分子の発現量を制御することによ
って ON/OFF 制御されている，と一般に説明
されるようになってきたが，この説明方法では，
暗黙のうちに制御するものと制御されるものの
二者を仮定している．ところが，もし，発現量を
制御する因子があるとしたら，その因子は誰
が制御するのか，という無限退行に行き着くこ
とも良く知られている．つまり，指令者の指令
者の，そのまた指令者を探す，という状況であ
る． 

そこで申請者らは，制御の方法が，個々の
モータータンパク質の協同的な性質に内在し
ている可能性を考え，一連の研究を行った．
その中で，一分子の分裂期モータータンパク

質の運動性能が，微小管の密度に依存して
上がる よ う な一種の協同性 （ Furuta & 
Toyoshima, Curr Biol 2008）や，2～8分子の
モーター同士の協同的な運動や力発生を見
出した（Furuta et al., PNAS 2013; Torisawa, 
Furuta et al., Nat Cell Biol 2014）．このような協
同性は，集団としての応答が，分子数に対し
て線形でない可能性を強く示唆しており，上
記の疑問に大きな手掛かりを与えるものであ
った． 

さらに重要なことに，紡錘体は安定であると
同時に動的であることも分かってきている．
2000年代までは，紡錘体の形成・維持のモデ
ルは非常にシンプルで，中心体から生えた微
小管が染色体に結合して形を作り，この形を，
お互いに反対向きのモータータンパク質が発
生する力のバランスで維持している，という静
的なものであった．ところが，最近になって，
微小管を架橋しているモータータンパク質の
ターンオーバーは考えられていたより大幅に
速いことや（Goshima et al., JCB 2005），紡錘
体を形成する微小管についても，赤道面から
極に向かって微小管の構成要素が常に動い
て入れ替わっていることがわかっており（Kwok 
& Kapoor, Curr Opin Cell Biol 2007），従来の
静的な描像は覆りつつある． 

２．研究の目的 
細胞内の構造形成過程には数多くの役者
が関わっているため，従来の細胞・分子生物
学的な手法だけでは，何が本質的な要素な
のかがどうしても分かりにくい．本研究では，こ
れらの問題に対して，制御可能な最小限のコ
ンポーネントを用い，マクロに観られる構造の
安定性やダイナミクスが，ミクロな各要素同士
の協同性によってどのように規定されているか，
という点に焦点を絞る．そのために，制御可能
な材料で作ったマクロな構造を様々な条件で
観察することと並行して，これまで技術的に困
難であったマクロとミクロの中間の階層におい
ても力学的な測定を行う．このような構成的な
実験で得られた膨大なデータから，生物が採
用している構造・ネットワーク形成の戦略を帰
納的に理解することを目指した． 

３．研究の方法 
マクロな階層において観られている協同的な
現象が，分子と分子の間の協同的な性質に
起因する可能性を考え，マクロとミクロの階層



をつなぐ性質を探究するために，３つの階層
について研究を進める． 

-  マクロな階層：試験管内で最小限のコンポ
ーネントで紡錘体様の構造を自己組織的
に作製する．その際，モータータンパク質
の分子数，種類を少しずつ変えたときに出
来る紡錘体構造の変化を観察する． 

-  ミクロな階層：一分子のモータータンパク質，
一本の微小管の力学的な応答を光ピンセ
ット法で詳細に測定する．ただし，分裂期
に働くモータータンパク質の多くは一分子
では微弱な力しか出せないため，ノイズす
れすれの測定になり，解釈に曖昧さが残
る． 

-  中間の階層：分子数を制御して配置した分
裂期モータータンパク質の力学応答を，光
ピンセット法を用いて計測する．人工的な
DNAナノ構造体の上に，モータータンパク
質を，その数，種類を制御して配置する技
術を用い，これまで個々の一分子計測で
は微弱過ぎて検出できなかった力学的な
応答や，摂動を与えるとすぐに解離してし
まうような相互作用を測定する． 

紡錘体は多数の素子が参加している複雑な
システムである．このようなシステムでは，参加
している役者の種類が増えた時に，結果を決
定論的には予測できないような複雑さを持つ
ことが知られている．従って，素子単体の性質
と，それがシステムとして働く時の性質との関
係が自明でない，という事態がしばしば発生
する．そこで，このような複雑なシステムを理解
するためには，素子のミクロな性質が，システ
ム全体のマクロな性質とどのように関連してい
るかを繰り返し調べることが必要である．その
ために，素子を改変してはその集合体の機能
を観察する，という実験サイクルを迅速に行え
るような実験系が必須である．このような問題
意識から，本研究では，曖昧さを残さずパラメ

ータを精密に制御するため，マクロな階層から
ミクロな階層まで，基本的にどの階層におい
ても高度に精製された少数のコンポーネント
（キネシン-5, キネシン-14, 細胞質ダイニン，
微小管）を用い，非自明なミクロ-マクロ相関を
実験的に明らかにするための新しい実験系を
構築する． 

４．研究成果 
当初の研究実施計画のうち，マクロな階層

の実験計画に関しては，平成２７年度の段階
で他の研究グループや，ごく近い研究者が同
様の趣旨の実験を行っていることが分かっ
たため，研究計画の変更を行った．ミクロ，
中間の階層の実験計画について，「一分子と
多分子の間のルールを知る」というポイント
は変更せずに進めたが，取り組む問題を明確
にするために研究対象を絞り，分子数に応じ
て運動方向性を逆転させる両方向性の 
kinesin-5 をクローニングして，これが微小
管を集団で架橋しながら運動する現象を研
究対象とした． 

平成２８年度までに，酵母の両方向性
kinesin-5 の発現・精製と，DNA ナノ構造体
を用いた多分子複合体の作製に成功した．平
成２９年度には，複数分子複合体のテンプレ
ートとして，SST と呼ばれる DNA ナノチュー
ブを用いた場合と，DNA origami 法で作製し
た長さ約400ナノメートルのナノチューブを
使用した場合の実験を行った．運動の観察は
DNA テンプレートの一部に導入した蛍光色素
を用い，全反射蛍光顕微鏡下で行った．
kinesin-5 は２本の微小管を架橋しながら
運動する性質があるため，微小管２本と，
kinesin-5 自身，DNA テンプレートの４種類
の蛍光プローブを同時に観察する必要があ
る．そのため，蛍光波長のことなる４種類の
蛍光プローブを同じ１台のカメラで記録す
るための光学系を構築した． 

運動観察の結果，どちらのテンプレートを
用いた場合でも，kinesin-5 の分子数に依っ
ては運動方向が逆転するケースがあること
を確認したが，再現性が低く，この点は現状
では不明瞭である．引き続きこれらの運動観
察と解析を続行し，分子数と運動方向の関係
を明らかにしたい．並行して，運動方向性決
定と方向性逆転のメカニズムを理解するた
めに，kinesin-5 に外部負荷を掛けた時の応
答を光ピンセット装置を用いて計測する実
験系の構築を行った．予備実験の結果，



kinesin-5 で は ， 従 来 型 キ ネ シ ン
(kinesin-1)の計測で使われるような pN レ
ベルの力ではなく，もっと小さな力のやり取
りによって運動方向の逆転が起きている可
能性が考えられた．この結果から，従来より
も小さな力を計測できる新しい光ピンセッ
ト装置を開発する必要性が出てきた．これを
実現するためには，従来よりもプローブを小
さくするか，あるいはプローブの形を工夫し
たり，複数のビーズをトラップして回転自由
度を無くす必要がある．後者の回転自由度を
無くす方法は実験系が複雑であり，ただでさ
え複雑な複数分子複合体の測定が，さらに複
雑化するため，前者の小さなプローブを使う
シンプルな方法を選んで開発を進めた．この
方法は，もし実用化すれば汎用性が高く，
様々な力学測定に応用できる可能性がある．
小さなプローブを使用する場合，トラップが
難しい直径200ナノメートルより小さなプロ
ーブを光トラップする方法を開発すること
と，小さくなったプローブから得られる散乱
光が極めて小さいため，プローブの位置の検
出感度を実用レベルまで高めることが大き
な課題となる．すでにこれらの問題を解決す
るための新たな光学系を試しており，近い将
来に弱い力のやり取りの実測による，運動方
向逆転のメカニズムの解明が進むと期待さ
れる． 
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