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研究成果の概要（和文）：順行輸送モーターであるキネシン-1 は、通常不活性状態であるが、

輸送カーゴ分子と相互作用することによって活性化される。我々が単離したアルカデインはキ

ネシンー1 軽鎖(KLC)に結合し、キネシン-1 モーターを活性化する事が明らかになっていたが、

その詳細な分子機構は未解明であった。本研究では、アルカデインの細胞質ドメインの WD モ

チーフがキネシン-軽鎖であるKLCのTPR領域と相互作用する事でキネシンー1を活性化する

事を初めて明らかにした。さらに、WD ドメイン内の重要なアミノ酸と 6 つの TPR ドメイン

の重要な領域を決定した。 
 
研究成果の概要（英文）：Kinesin-1 anterogradely transports vesicles containing cargo 
proteins when a prptein-protein interaction activates it from an inhibited state. The 
C-terminal cytoplasmic region of Alcadein interacts with the kinesin light-chain KLC 
tetratricopeptide repeat (TPR) region, activating kinesin-1 association with vesicles and 
anterograde transport. Only 10 amino acids WD motif was enough to activate kinesin-1 
motor. This mechanism contributes to explain how kinesin-1 can organize the transport of 
a wide variety of cargo molecules. 
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１．研究開始当初の背景 
キネシンファミリー分子は数多く報告され、
その生物物理学的特徴は、これまで良く解析
されてきた。しかしながら、どのような仕組
みで輸送小胞やオルガネラに結合・解離して
カーゴを順行輸送するのかに関する分子機
構は、未解明の点が多く残されていた。

Alcadein は、研究代表者が見いだした神経特
異的膜タンパク質である (J. Biol. Chem. 
[2003] 278, 49448)り、キネシンー1 と高親
和性に直接結合して輸送されるカーゴ受容
体である事を明らかにしてきた。さらに、
Alcadein は単なるカーゴ受容体ではなく、キ
ネシン-1 分子を活性化出来る初めてのカー
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ゴ受容体である事を報告して来た(EMBO J. 
[2007] 26, 1475). しかしながら、その分子
機構はまだ解明されていなかった。神経細胞
など大型の細胞では、細胞内輸送機構が発達
しており、輸送システムの破綻は神経活動に
影響を与え、神経変性疾患を引き起こすと考
えられている。従って、キネシン-1 による小
胞輸送の制御システムを解明することは細
胞生物学的に需要であるだけでなく、神経変
性疾患の発症メカニズムを解明し、新たな創
薬標的を探索する上でも求められている研
究である。 
 
２．研究の目的 
Alcadein が、通常不活性状態にあるキネシン
ー1 を活性化する分子機構を解明する事で、
カーゴ受容体が小胞とモーターを受動的に
接続する分子ではなく、能動的にモーターを
活性化刷る機能分子であることを実証し、順
行輸送モーターの活性化機構に新たな概念
を提唱することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
Alcadein およびキネシン-1 軽鎖の機能部位
を生化学的に同定し、神経細胞内の輸送を全
反射顕微鏡で解析する事で機能解明を行う。
機能部位の解明には、遺伝子工学的手法を用
いて各種ドメイン・モチーフ欠質・変異タン
パク質を作製し、in vitro および in vivo
における結合実験から b必要領域を同定した。
さらに、機能部位だけをもつ人工膜タンパク
質を作製し、キネシン-1が活性化し膜小胞に
結合して微小管上を順行に移動することを
GFP融合タンパク質を発現させて行い、全反
射顕微鏡で解析する。輝点の速度、順行性等
を解析することで、ドメインの機能実証を行
う。 
 
４．研究成果 
Alcadeinおよび KLC-1の各種欠失変異体を作
製し、生化学的に相互作用に重要な領域を同
定した。同定した Alcadein の WDモチーフと
KLC の TPR モチーフの機能検定を GFP-KLC の
神経細胞における活性化、小胞への結合、順

行への輸送、微小管への結合で検証し、
Alcadein WD モチーフの 10アミノ酸が、キネ
シン-1 モーターの活性化に必要である事
を明らかにした（図 1）。 
 
 

 
 さらに、この 10 アミノ酸だけを含む人工
的カーゴ受容体を作製し、神経細胞に発現さ
せ、この領域だけが細胞内でキネシン-1の活
性化に必要である事を実証した。本成果は、
カーゴ分子の特定のアミノ酸配列が、不活性
状態で存在するキネシン-1 を活性化出来る
ことを示した（図 3）。図 3では、通常キネシ
ン-1 は、キネシン重鎖(KHC)とキネシン軽鎖
(KLC) が 4 量 体 を 形 成 し て い て も 、
autoinhibition 状態を呈しており、微小管に
結合活性を持たず、また、輸送小胞にも接続
出来ていない。すなわち、全反射顕微鏡で解
析した場合、移動する小胞として GFP-KLC を
観測できない。しかしながら、Alcαの２つ
の WD モチーフのいずれかを持つ人工カーゴ
受容体を同時に神経細胞に発現させると、図
に示すように順行方向へ輸送される膜小胞
が輝点として検出出来る様になる。この膜小
胞が、kinesin-1 によって輸送されているこ
とは速度解析および KLCの発現を抑制した解
析系で確認している。 
 



 

 

また、KLC 側の必要領域も同様の手法で解析
した。これまでの研究代表者の解析から、KLC
の C 末端側が WD モチーフとの相互作用に必
要 で あ る 事 は 判 明 し て い た (EMBO J. 
[2007]26, 1475)。KLC1 の場合、C末側には 6
つの TPRモチーフが存在している。今回、KLC1
の各種欠質変異体を作製して解析した結果、
WDモチーフとの相互作用には、2-5番目の TPR
モチーフが必要である事が初めて明らかに
なり、また、この領域はキネシン-1 の活性化
にも重要であることを見いだした。 
 一方、KLC1のこの領域には、JIP1bという
アダプター分子が結合することが知られて
いる。JIP1b は APP（アミロイド前駆体タン
パク質）という他のカーゴ受容体と結合する
事で、APPをキネシン-1に接続することを研
究代表者は報告してきた（J. Biol. Chem. 
[2002] 277, 20070)。JIP1 の KLC1 への結合
は、キネシン-1 モーターを活性化出来ない。
このことから、Alc の WD モチーフは KLC1 の
TPR領域へ結合する事でキネシン-1の構造変
換を引き起こし、autoinhibition 状態を解除
すると考えられる（図 4）。 
 
 
 
 
 

 
 本研究成果の詳細な報告は、Traffic 誌に
"A small peptide sequence is sufficient 
for initiating kinesin-1 activation 
through part of TPR region of KLC1"とし
て報告した(Traffic 13, 834-848. (2012))。 
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