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研究成果の概要（和文）：イネのゲノム上にコードされるキネシンの中から、植物特異的と予測

されるアミノ酸配列をもつ複数のキネシンを遺伝子工学的に大腸菌を利用して発現させること

に成功した。発現させたキネシンの酵素化学的特徴付けと結晶構造解析を行い、既に明らかに

なっている植物と動物由来のキネシンと比較を行った。その結果、物特異的な生理機能に関係

していると考えられるユニークな性質と構造を示すキネシンを見いだすことができた。  

 

研究成果の概要（英文）：We have succeeded to express several plant specific kinesins 

encoded on the rice genome using E.coli. expression system. Enzymatic characterization 

and the crystal structure of the expressed kinesins were analyzed. The results revealed 

that some of the kinesin have unique enzymatic properties and structure that may reflect 

the plant specific physiological role of the kinesins. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内に存在する繊維状構造体である細
胞骨格の役割は、植物と動物の細胞において
異なっており、特に細胞分裂や形態形成にお
ける役割についてはかなりの差異が見られ
る。植物細胞の細胞分裂や形態形成には微小
管の寄与が大きいが、これは動物細胞の場合

にアクチン繊維の寄与が大きいことと対照
的である。通常、微小管 は微小管付随タン
パク質である分子モーター(キネシンやダイ
ニンなど)をともなっており、それらの種類
によって微小管には多様な機能が付加され
る。このことから、ATP 駆動型の微小管依存
性分子モーターの植物における役割は極め
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て重要であると考えられる。キネシンは、ダ
イニンに続き二番目の微小管依存性の分子
モーターとしてイカの神経軸索で見いださ
れた 1)。動物の細胞内において、小胞や細胞
小器官の輸送、神経軸索において神経体から
シナプス末端への情報伝達物質の輸送、細胞
分裂時の中心体の分離と紡錘体の形成など
極めて重要な役割を担っていることが示さ
れている。しかしながら、植物細胞における
キネシンの研究は遅れており、その生理的な
役割についてもあまりわかっていなかった。
最近になって、全塩基配列が解読されたシロ
イヌナズナには 61 種類のキネシンが存在し
ており、その一部のキネシンが形態形成に直
接関与している事が示された 2)。またタバコ
の細胞において、細胞分裂の最終ステップに
必須因子である蛋白質リン酸化酵素を活性
化して細胞板形成の場に運ぶ役割を担って
いることが報告されている 3)。このように植
物におけるキネシンの重要な働きが次第に
明らかになってきた。 
 平成 16 年には高等植物であるイネの全塩
基配列が解読され、シロイヌナズナと同程度
の数の多様なキネシンが存在していること
が明らかになった。イネは食料として重要な
穀物であり、そのイネの形態形成に密接に関
係していると考えられるキネシンを研究す
ることは、ゲノム解読直後であり極めてタイ
ムリーであるばかりでなく、高機能をもつイ
ネの品種改良につながり、社会的そして学術
的意義も高いと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究計画では、イネゲノム上にコー
ドされるキネシンの中から植物特有のもの
を見いだし、その性質と構造そして生理的な
役割を明らかにすることにより、イネの品種
改良を目的とした高機能を付加したキネシ
ンを開発することを試みる。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ゲノム上に存在する植物特異的キネシン
の検索  
 イネゲノム DNA上に存在する植物またイネ
特有のキネシンの検索を行う。イネのゲノム
構造は既に公開されているので、一般的な塩
基配列解析ソフト(BLAST, GENETYX)を用いて、
既に解析されている動物や線虫のキネシン
の塩基配列と比較することにより植物そし
てイネに特徴的な配列と予測される特徴的
な構造をもつものを見いだす。申請者らの予
備的な検索結果では、シロイヌナズナと同程
度の数のキネシンが存在していることが明
らかになった。当該年度では、良く保存され
た構造をもつモータードメインの中で、動物

のキネシンと異なる領域を含むものに注目
する。申請者の所属する生命情報工学科には
バイオインフォマティクスの専門家グルー
プ(木下研究室)がおり、具体的なゲノム解析
に関する適切なアドバイスとコンピュータ
ーによる高度な検索環境を提供してもらう
ことができる。既に詳細な解析は進行してお
り、機能部位において特徴的な構造を持つイ
ネキネシン K16, N14, O12, D04, L05を見い
だしている。さらに他のイネ特異的キネシン
の検索を行い、特有の機能に関係すると考え
られる特徴的な配列を解析する。 
 
(2)イネ特異的キネシンのクローニングと発
現系の構築  
 既に塩基配列の解析から見いだされてい
る、モータードメインにイネ特有の構造をも
つ、K16, N14, 012, D04,L05 のクローニング
と大量発現を行う。これらのキネシンをコー
ドする cDNA プラスミドは、研究協力者であ
る新潟大学農学部・三ツ井敏明教授の協力に
より、農業生物資源研究所イネゲノムプロジ
ェクトから提供してもらうことが可能であ
る。既に K16, N14, 012, D04,L05 を含む 9
つのキネシンのプラスミドの提供を受けて
いる。申請者がマウス脳キネシンにおいて確
立した方法に従い、これらのイネキネシンの
モータードメインをコードする DNAを発現ベ
クターにサブクローニングして、大腸菌を用
いて発現する系を確立する。(研究協力者で
ある大学院生 3 名が主体になって、イネ特有
のキネシンの発現系の構築を行う。)  既に
K16 のモータードメインに関しては、発現系
の構築に成功しており、またその他の一部の
キネシンにおいても予備的な実験で発現に
成功しており、具体的に大量発現系を確立で
きる可能性が示されている。 
 
(3)生化学的特徴づけ  
1.ATPase活性 2.微小管との相互作用 3. In 
vitro motility assay による微小管の滑走
速度などの測定を行い、イネキネシンの生化
学的性質を調べて、その他の種のキネシンと
比較する。生化学的な実験および motility 
assay の観察で使用する装置は、申請者の研
究室に設置してある機器で対応することが
できる。研究業績に示したようにイネキネシ
ン K16 モータードメインの性質に関しては、
既に解析が終了して研究論文にまとめてい
る。この様に具体的方法は確立しているので、
研究計画における他のキネシンに関しても
同様に生化学的な解析を行い特徴づけを行
なっていく。 
 
(4)溶液中での局所的、全体的構造解析 
 イネキネシンの微小管の結合と ATP加水分
解に伴う機能部位での局所的な構造変化を



 

 

捉えるために、目的の部位を特異的にスピン
標識したキネシンを調製して、ESR 装置を用
いて解析を行なう。測定は ESRの専門家であ
る大阪大学理学部・荒田敏昭助教授の協力に
より行う。マウス脳キネシンにおいて ESR を
用いた共同研究が既に進行しており、イネキ
ネシンの解析を行なうための方法は確立さ
れている。また東大医科研・片山栄作教授の
協力により、急速凍結ディープエッチレプリ
カ電子顕微鏡法により、生理的条件下におけ
る構造と nucleotide によって誘導されるキ
ネシンの全体的な構造変化を解析する。申請
者は今までに片山教授との共同研究でこの
方法を用いてエネルギー変換中のミオシン
の構造解析を行なっており、キネシンにも応
用できることを示している。 
 
(5)モータードメインの結晶構造解析  
 生化学的解析により、動物由来のキネシン
と異なる性質を示すもので特にアミノ酸配
列から特徴的な構造をもつイネキネシンの
結晶化と X線回折結晶構造解析を行う。結晶
化とその構造解析は、結晶構造解析の専門家
である研究協力者の農業生物資源研究所・藤
本瑞博士の協力で実施する。既に、我々はイ
ネに特有と考えられるキネシン K16の ADPが
結合したモータードメインの結晶構造解析
に成功しており、マウス脳従来型キネシンに
は見られない特徴的な局所構造を持ってい
ることを明らかにした。そこで、当該年度に
おいては次のイネキネシンの構造解析を行
う予定である。 
1. 既に決定した ADP 結合 K16 モータードメ
イン結晶構造の詳細な構造解析と他キネシ
ンとの比較 
2. ADP非結合 K16モータードメインの結晶化
と構造解析 
3. ADP存在下、非存在下イネキネシン 012 モ
ータードメインの結晶化と構造解析 
 
 
４．研究成果 
 
1. ゲノム上に存在するイネ特有のキネシン
の検索  
 イネゲノム DNA上に存在する植物またイネ
特有のキネシンの検索をおこなった。イネの
ゲノム構造は既に公開されているので、一般
的な塩基配列解析ソフト(BLAST, GENETYX)を
用いて、既に解析されている動物や線虫のキ
ネシンの塩基配列と比較することによりイ
ネに特徴的な配列と予測される特徴的な構
造をもつものを検索した。そして既に性質と
構造解析が進行している特徴的な構造を持
つイネキネシン K16, N14, O12, D04, L05 の
他に、本年度の研究により新たに 10種類の
特徴的な構造をもつイネキネシン K23, E11, 

H12, E15, D10, J12, B01, A05, C17, N20 を
見いだした。 
                                                                                                                                                                                           
2. イネ特異的キネシンのクローニングと発
現系の構築  
 見いだされたイネ特有の構造をもつ、K16, 
N14, 012, D04,L05,K23, E11, H12, E15,B01
のクローニングと発現系の構築を試みた。こ
れらのキネシンをコードする cDNA プラスミ
ドを研究協力者である新潟大学農学部・三ツ
井敏明教授の協力により、農業生物資源研究
所イネゲノムプロジェクトから提供しても
らい、申請者がマウス脳キネシンにおいて確
立した方法に従って、発現ベクターにサブク
ローニングした。そして大腸菌による発現を
行った。その結果、K16, N14, 012, D04, L05, 
E15, K23 の発現が確認された。  条件検索を
行い大腸菌を用いた大量発現系の構築を行
う事ができた。                           
 
3. 生化学的特徴づけ                                                                       
発現に成功したイネキネシンの微小管との
相互作用と ATPaseの速度論的解析を行った。
その結果 O12は微小管が存在しないとき他の
キネシンと比較して著しく ATPの結合が遅い
ことが明らかとなった。また微小管との相互
作用も他のキネシンとは異なる結果が得ら
れた。 

E15の生化学的特徴付けを行うために1. 
ATPase活性 2. 微小管との相互作用 3. 
In vitro motility assay による微小管の
滑走速度などの測定を行った。そして、い
ままでに性質を明らかにしているイネキネ
シンおよびその他の種のキネシンと比較を
行った。 また既に発現系の構築に成功し
ているイネキネシンK23, N14, L05, D04,
についても生化学的特徴付けを行う事がで
きた。 
特に植物に特異的に存在するキネシンイネ
キネシンO12について生化学的特徴付けと細
胞内での局在化観察を詳細に行った。酵素化
学的ATPase活性および微小管との親和性は、
動物種の従来型キネシンより非常に低いこと
が示された。アクチンとの相互作用の実験か
ら、CHドメインにアクチンが結合することに
より、ATPase活性が抑制的に制御される興味
深い事実が明らかとされた。さらに、蛍光性
タンパク質であるGFPとCHドメインとの融合
タンパク質を植物細胞において発現させるこ
とにより、アクチンにO12のCHドメインが直接
結合していることが示された。 
植物特異的なイネキネシンK23の生化学的特
徴付けを行った。ATPase活性は、O12と同様に
動物種の従来型キネシンより非常に低いこと
が示された。面白いことに、微小管との親和
性はO12と異なり従来型キネシンと同程度で
あることが明らかとされた。K23の内在性の蛍



 

 

光性アミノ酸トリプトファンと蛍光標識ATP
アナログとの間の蛍光共鳴エネルギー移動
FRETを利用した速度論的解析において、K23
は従来型キネシンには見られない特徴的な速
度論的特性を持つことが示された。 

 

4.ストップト・フロー装置を用いた速度論
的解析 

新たに発現することに成功したE15とこれ
ま で に 発 現 に 成 功 し て い る
D04,L05,N14,O12の速度論的解析を蛍光標
識ATPアナログNBD-ATPとストップト・フロ
ー装置を用いて解析を行った。そして今ま
でに報告されているキネシンと比較を行っ
た。イネキネシンO12は微小管が無い状態で
はATPの結合が極めて遅く、結合が抑制され
ていることが明らかになった。 

 
5.溶液中での局所的、全体的構造解析 
生化学的解析と結晶構造が明らかになった
イネキネシン K16の ATP加水分解に伴う全体
的な構造変化を捉えるために K16-GFP融合蛋
白を調製して X線溶液散乱と蛍光エネルギー
移動法を用いて解析を行った。X 線溶液散乱
の実験から、ADP 結合状態では融合蛋白の慣
性半径が No nucleotide 状態の時より小さく
なり、コンパクトな構造をとることが示され
た。これは K16-ADP の結晶構造に見られるネ
ックリンカーが undock 状態にあることを反
映していると考えられる。 
 

6. ストップト・フロー装置を用いた速度論
的解析 

 イネキネシンK23, N14, L05, D04, E15の
速度論的な解析を蛍光標識ATPアナログと
ストップト・フロー装置を用いて解析を行
い、今までに報告されているキネシンと比
較を行った。K23はATP結合部位近傍に内在
性のTrp残基があり、蛍光標識ATPアナログ
Mant-ATPとの間で極めて効率の良い蛍光エ
ネルギー移動が観察され、速度論的解析に
利用できることが示された。また他のキネ
シンにおいても、この位置にTrpを導入した
変異体で効率の良い蛍光エネルギー移動を
観察することができた。 

 

7.  モータードメインの結晶構造解析 

 生化学的特徴付けの明らかになったイネ
キネシンの結晶化を試みた。イネキネシン
K16とN14の結晶化に成功した。K16において
はXXÅの解像度でモータードメインのX線
結晶構造を解くことができた。面白いこと
に、MgADP結合状態でエネルギー変換と力発
生に重要な役割をしていると考えられるネ
ックリンカーが、他のキネシンと大きく異

なる構造を取っていることが明らかになっ
た。 
   
8. キネシン変異体を用いた 
構造と酵素化学的性質との関係の解析 
 イネキネシンK16の特徴的な構造の生化学的
性質への影響について遺伝子工学的な手法を
用いて調べた。結晶構造上で観察されたK16
の特徴的な構造が、イネキネシンK16の酵素化
学的特性に大きく反映していることが示され
た。 
独自に開発した新規蛍光性 ATP アナログ
MANTTPを用いてイネキネシン K16の構造的特
性を解析した。結晶構造解析から推測された
重要と考えられる部位が、イネキネシン K16
のユニークな酵素化学的性質を決定してい
ることを示唆された。 
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