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研究成果の概要（和文）：神経細胞は軸索輸送と呼ばれる高速輸送システムによってその機能が維持されてい
る。この軸索輸送においてトラックの役割をするタンパク質がKIF1Aと呼ばれる分子モータータンパク質であ
る。本研究では、KIF1Aの活性が異常に亢進し、軸索輸送が増加することが神経疾患の原因となることを示し
た。CRISPR/cas9法によるゲノム編集で線虫のKIF1A遺伝子にヒト疾患と同じ変異を導入したモデル生物を作製し
たところ、KIF1Aの荷物であるシナプス小胞が軸索末端に異常に集積した。TIRF法による１分子運動解析によっ
て疾患変異を持つKIF1Aは活性が亢進していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：KIF1A is a motor protein involved in the axonal transport of synaptic 
vesicles along microtubules. Mutations in KIF1A are associated with the motor neuron disease. 
However, not all of these mutations appear to inhibit the motility of the KIF1A motor, and thus, a 
molecular explanation for how KIF1A mutations lead to neuropathy is not available. In this project, 
we established in vitro motility assays with full-length human KIF1A and found that KIF1A mutations 
associated with the motor neuron disease lead to hyperactivation of KIF1A motility. Introduction of 
the corresponding mutations into Caenorhabditis elegans KIF1A homologue revealed abnormal 
accumulation of synaptic vesicles at the tips of axons. This project revealed that hyperactivation 
of kinesin motor activity is a novel cause of motor neuron disease. 

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
正しい治療法のためには正しい原因解明が必須である。これまでは軸索輸送の低下が神経疾患の原因となると考
えられてきた。しかし、この研究によってはじめて、今までの常識とは逆に、軸索輸送の亢進もまたヒト神経疾
患の原因となりうることが示された。近年の全ゲノムシークエンス技術の発達により、KIF1Aの点変異が先天性
神経疾患のホットスポットの一つであることが分かってきている。本研究で得られた成果により、そのような神
経疾患でみられる変異がKIF1Aの機能の低下を起こしているか、亢進を起こしているかを調べることが治療方針
を立てる上で重要であることがわかった。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 神経細胞は他の細胞に比べて非常に大きいという特徴がある。普通の細胞のサイズがせいぜ
い数百マイクロメートルオーダーなのにたいして、神経細胞の軸索とよばれる突起はセンチメ
ートルからメートルのオーダーになる。神経細胞はこの軸索を用いて他の神経細胞や筋肉に対
して指令を出している。この軸索の機能や構造を維持するために、軸索の材料となるタンパク質
や軸索が指令を出すためのシナプス小胞の材料などは常に軸索輸送と呼ばれる高速輸送システ
ムによって供給される必要がある。この高速輸送システムの核となるのがキネシンスーパーフ
ァミリーと呼ばれる分子モータータンパク質群である。その中でも KIF1A 徒呼ばれるモーター
タンパク質はシナプス小胞の材料を軸索輸送していることが知られている。KIF1A をはじめと
するキネシンスーパーファミリーの遺伝子に異常が起こり軸索輸送が減少することは様々な神
経疾患の原因となることが知られていた。 
 線虫は軸索輸送を解析するためのよいモデル生物である。私たちの以前の研究で軸索輸送が
増加する変異体の原因を解析したところ、線虫の KIF1A 遺伝子(線虫では UNC-104 と呼ばれ
る）であった(Niwa et al., Cell Reports, 2016)。多くの遺伝子変異は遺伝子の機能の欠損を起こ
すが、私たちが線虫で見つけた UNC-104/KIF1A 遺伝子の変異はむしろ UNC-104/KIF1A モー
タータンパク質の機能を増強し、軸索輸送を増加させることがわかった。 
 一方で、近年の全ゲノムシークエンス技術の発達により、多くの稀少神経疾患の遺伝子変異が
同定されるようになってきている。KIF1A は神経疾患変異のホットスポットになっており、多
くの変異が見つかりつつある。そのためアメリカでは KIF1A associated neuronal 
disorder(KIF1A 関連神経疾患。略して KAND)という概念も提唱され、患者団体も結成されて
いる(kif1a.com)。多くの KIF1A 遺伝子変異の多くは KIF1A の機能欠損であることがわかって
いた。ほとんどの変異は KIF1A が微小管上を歩行するためのモータードメインのアミノ酸置換
を引き起こし、KIF1A の微小管上での運動能を低下させることがわかっていた。ところが、
KIF1A 遺伝子の変異の中にはモータードメイン内のアミノ酸置換を引き起こす遺伝子変異にも
かかわらず KIF1A の微小管上での運動自体には異常が見られないケースもある。そのような変
異のうちの一つが KIF1A(V8M)変異である。この変異は私たちが線虫を使った研究で同定した
軸索輸送を増加させる変異 KIF1A(V8I)とほぼ同じであった(Niwa et al., Cell Reports, 2016)。
これらの結果から私たちは「KIF1A の遺伝子変異の中には軸索輸送を低下させるタイプと軸索
輸送を逆に亢進するタイプがあり、その両方が神経疾患の原因となっているかもしれない」と着
想した。 
 
２．研究の目的 
 基課題である若手研究 A では BORC→ALR8→KIF1A という軸索輸送活性化のカスケードに
よって KIF1A の活性が調節されることを示すことを目指している。それに対して本研究課題で
はヒトの疾患の原因となる KIF1A の遺伝子変異のうち、軸索輸送を増加させる可能性のある遺
伝子変異の同定を目指した。この解析によって、「軸索輸送活性化のカスケードが遺伝的要因に
よって破綻して軸索輸送の亢進が起こることが、ヒトの神経疾患の原因の一つである」という新
たな概念を打ち立てることを本研究課題の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）線虫変異体のレスキューを用いたヒトKIF1A 遺伝子変異の解析 
遺伝子変異には大きく分けて gain of function 型変異と loss of function 型変異がある。こ
れまで、KIF1A 遺伝子の変異について、この二つを簡便に区別する方法はなかった。私たちは野
生型ヒト KIF1A 遺伝子を線虫の unc-104 変異体（線虫の KIF1A オルソログを欠損した変異体）
に発現することでレスキューすることができることを見つけた。この結果を生かせば、疾患変異
型の KIF1A を unc-104 変異体に発現することで KIF1A の遺伝子変異が gain of function 型か
loss of function 型かを区別できるのではないかと考えた。gain of function 型変異であれば、
その変異を導入した KIF1A を線虫に発現すると線虫の運動の以上をレスキューできる。一方で、
loss of function 型変異を導入したKIF1A を unc-104 変異体に導入するとレスキューできない
はずである。 
 
（２）CRISPR/cas9 法による遺伝性痙性対麻痺モデル線虫の作製と表現型解析 
 線虫では CRISPR/cas9 法によって任意の点変異を導入することができる。疾患の原因となる
KIF1Aの遺伝子変異によって変化するアミノ酸は線虫のKIF1AオルソログであるUNC-104におい
てもよく保存されている。また、（１）に述べたように、ヒトの KIF1A と線虫の UNC-104 は置換
可能なほどにその機能がよく保存されている。そこで、CRISPR/cas9 法によって UNC-104 遺伝子
にヒトの疾患の原因となるアミノ酸置換を導入した。 
 
（３）遺伝性痙性対麻痺型 KIF1A の１分子レベルでの運動解析 
 微小管分子モータータンパク質は全反射蛍光顕微鏡法(TIRF)を用いることによってその運動
を 1 分子レベルで観察し、解析する方法が確立している。KIF1A の全長はモノマーだとすると
200kDa、ダイマーだとすると 400kDa ほどの巨大なタンパク質であるため、全長を用いた 1 分子
解析は困難であった。本研究課題で滞在した海外研究機関であるカリフォルニア大学デイビス



校の Richard McKenney 助教授はダイニンと呼ばれる巨大複合体分子モーターの１分子レベルで
の運動解析において顕著な業績を挙げてきた。McKenney 博士のタンパク質精製の技術と 1 分子
解析の手法をもちいることで、全長 KIF1A を用いた 1分子レベルでの運動解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）KIF1A 遺伝子変異の分類法の確立 

 unc-104 遺伝子のプロモーター配列（スタートコドンの 4kb 上流からスタートコドンまで）を

用いて、神経疾患の原因となっている変異を導入した KIF1A を線虫の unc-104 の欠損変異体に

発現した。ほとんどの疾患変異型 KIF1A は UNC-104 変異体をレスキューできなかった。これは、

疾患変異の大部分は KIF1A の機能を欠損するためであると考えられた。一方で、KIF1A(V8M)、

KIF1A(A255V)、KIF1A(R350G)の 3種類の疾患変異型KIF1A は、線虫の unc-104 変異体を野生型と

同レベルにレスキューすることができた。この結果から、少なくともこの 3種類の変異は KIF1A

の機能阻害は起こっていないことを示唆した。 

 

（２）遺伝性痙性対麻痺モデル線虫では軸索輸送が増加している 

 CRISPR/cas9 法によって線虫の UNC-104 遺伝子に KIF1A(V8M)と KIF1A(A255V)に相当する変異

である UNC-104(V6M)と UNC-104(A252V)を導入することに成功した。この二つの疾患モデル線虫

の表現型を解析した。 

 疾患モデル線虫は一見すると運動の異常がないように見えたが、高齢になるにつれて野生型

に比べて運動能力の低下が顕著に見られるようになった。これはヒトの遺伝性痙性対麻痺にお

いて高齢になるにつれて症状が重くなることと一致していた。 

 次にシナプスの異常を解析した。疾患モデル線虫のシナプスを GFP-RAB-3 によって可視化し

た株を観察したところ、野生型ではシナプスが形成されないような軸索末端部などにシナプス

小胞の異常な集積が認められた。この表現型は逆行性の軸索輸送モーターダイニンを欠損した

変異体と似ていた。ダイニンの欠損もまた運動神経疾患の原因として知られている。 

 

（３）疾患変異型 KIF1A の活性は亢進している 

 昆虫細胞 sf9 に遺伝子組換えバキュロウイルスを用いて KIF1A 全

長に mScarlet と呼ばれる赤色蛍光タンパク質を融合したリコンビ

ナントタンパク質を発現した。精製のためにStrepII tag を付加し

た。Triton-X100 の存在下で sf9 細胞を破砕したのちに、Strep-

Tactin を用いたアフィニティー精製、ゲル濾過によるサイズ排除ク

ロマトグラフィーを行った結果、KIF1A::mScarlet を精製すること

に成功した。この野生型 KIF1A の運動をTIRF 法によって観察したと

ころ、非常に頻度は低いが、KIF1A が微小管上を運動する様子が観

察された。次に、V8M、A255V、R350G 変異を導入した KIF1A を同様の

手法で発現し精製した。このリコンビナントタンパク質を用いて運

動解析を行ったところ、どの変異を導入した場合でも、KIF1A の運

動の頻度が野生型よりも大きく増加していた。KIF1A(V8M)は 20 倍程

度の増加が見られたのに対して、KIF1A(A255V)、KIF1A(R350G)は 5

倍程度の増加であった。速度については KIF1A(R350G)が大幅に増加

しているのに対し、KIF1A(A255V)は野生型 KIF1A と変わらない程度

であった。KIF1A(V8M)の速度はわずかに上昇していた。異常の解析から、疾患変異型 KIF1A では

活性が亢進する場合があることがわかった。 

 

（４）KIF1A 関連神経疾患(KAND)の診断法と治療法の確立に向けて 

 アメリカでは KIF1A 遺伝子の変異が原因となる先天性の神経疾患の患者が多く見つかってお

り、患者団体も作られている。この研究以前は、KIF1A の機能の阻害(loss of function)とそれ

に伴う軸索輸送の現象が KAND の原因であると信じられてきた。この研究の成果は、その概念を

変えるものである。KIF1A の遺伝子変異には gain of function 型変異と loss of function 型の

少なくとも 2種類があることがわかった。興味深いことに、この二つのタイプの症状は微妙に異

なっている。gain of function 型の変異を持つ患者群では運動神経疾患の症状のみで知的障害

の症状は見られないのに対して、loss of function 型変異を持つ患者群では運動神経疾患の症

状に加えて、変異によって軽度〜重度の知的障害がみられた。これは症状によってその原因が異

なっていることを示唆する。しかも、疾患の背景にあるのが軸索輸送の亢進と減少という真逆な

現象であるため、治療方針も全く異なることを意味している。前者の場合は軸索輸送を抑制する

ような薬剤が有効であるのに対し、後者の場合は軸索輸送を亢進するような薬剤が有効となり

そうである。 

 
図 全長 KIF1A の精
製。左から分子マーカ
ー、野生型、V8M 変異
体、A255V 変異体、
R350G 変異体 
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