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研究成果の概要（和文）： 

細胞分裂時に働くキネシンおよび繊毛打運動に関与するダイニンの運動特性を検討した。分裂

期キネシン-６及び軸糸外腕ダイニンが、微小管を滑らせながらその長軸の方向に対して回転

させること（コークスクリュー運動）を新たに見出した。このコークスクリュー様運動は、Ａ

ＴＰ濃度、リン酸化や結合タンパク質の有無、外部負荷の方向などで変わった。以上より、微

小管依存性モータータンパク質のトルク発生は、外部の状況に応じて制御される可能性を示唆

する結果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have examined that the motility driven by (1) kinesins functioning in mitosis and (2) 
or axonemal dyneins being involved in ciliary movement. We found that kinesin-6 and outer 
arm dynein rotated sliding microtubules around their longitudinal axis. These 
corkscrewing motion of microtubule has not been observed in kinesin-6 or outer arm dynein 
from any source. The corkscrewing motion depends on ATP concentration in the buffer, 
phosphorylation on N-terminal region of kinesin-6 head, binding protein or direction of 
load. Our results suggested that torque generation of microtubule-based motors may be 
regulated by external conditions. 
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１．研究開始当初の背景 

生命の基本現象である細胞分裂では、紡錘
体と呼ばれる分裂装置が、細胞骨格やモータ
ータンパク質などの相互作用を通して３次
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元空間に構築される。機能の異なる生体分子
モーターが、この分裂装置に必須であること
は知られているが、各種分子モーターの詳細
な運動機構がわかっておらず、如何に分裂装
置を組み上げるのか、リン酸化などの化学シ
グナルからどのような情報の伝達を受けて
いるのかの詳細は解明されていない。紡錘体
構築の分子機構の解明を目指した観察手法
は、現状では出尽くした感もあり、例えば、
従来の生細胞を対象とするエバネッセント
照明観察では、細胞表層の２次元平面のみの
観察に限定され、また、近年の細胞観察の主
流となっている共焦点顕微鏡による３次元
観察法では、観察が蛍光だけに限定されるこ
とや、z 方向の空間分解能が低く、位置の定
量的な解析が困難である。このような状況を
打開するためには、3 次元空間でナノメート
ル（生体分子のサイズ）の空間分解能、ミリ
セカンド（酵素サイクル時間）での時間分解
能で生体分子を観察することが最低限必要
である。本申請者は、in vitro 再構成系で、
ｘｙ平面ばかりか、ｚ方向にも nm・ms の空
間時間分解能で計測できる顕微鏡システム
を用いて、分裂期キネシン－５（Ｅｇ5）が
微小管の長軸に沿った方向に力を発するだ
けではなく、微小管の長軸に対して回転させ
る特性を報告した(Yajima et al. Nat 
Strct Mol Biol, 2008)。これらの分裂
期キ ネ シ ン 分 子 が 紡 錘 体 の 構 築 に ど
の よ う に 関 与 し て い る か を 理 解 す る
ためには、微小管を直進させる運動機
構のみならず、回転させる運動機構を
も 統 合 し た か た ち で モ ー タ ー タ ン パ
ク質（キネシン）の運動メカニズムを
理 解 す る 必 要 が あ る と い う 着 想 に 至
った。  
 

 

２．研究の目的 

本申請研究では、３次元空間で蛍光粒子の
位置測定を行いながら力測定できる顕微鏡
を構築し、分子モーターが微小管の長軸及び
短軸方向にどれだけ力を出しているのかを
定量することで、キネシン分子が微小管の
長 軸 方 向 に 力 を 発 生 す る 機 構 の み な
らず、長軸とは直交した方向に力を発
生 す る 機 構 を も 統 合 し た か た ち で 微
小 管 依 存 性 分 子 モ ー タ ー で あ る キ ネ
シ ン 及 び ダ イ ニ ン の 運 動 メ カ ニ ズ ム
を解明し、微小管とモータータンパク質の
相互作用に起因する‘3 次元空間力学ネット
ワーク’を理解することを目的とした。 
 

 

３．研究の方法 

（１）観察・計測システムの構築 
３次元位置検出顕微鏡を新たに構築し、こ

の顕微システムに光ピンセットシステムを
導入する。この測定系により、ｘｙｚ方向に
ナノメートルの空間分解で生体分子の挙動
とピコニュートン程度の生体分子間の相互
作用力を同時に定量する。 

モータータンパク質により駆動される微
小管の運動を詳細に観察するため、上述の 3
次元位置検出顕微鏡により、微小管の回転の
邪魔にならないサイズの小さな目印（量子ド
ット及び蛍光色素ローダミン）を微小管側面
につけ、その目印を 3 次元空間で追跡する。 
 モータータンパク質の破弾力の測定のた
め、集光した赤外レーザーで捕捉したモータ
ータンパク質の結合したビーズを、ガラス面
上に抗体を介して固定し微小管と相互作用
させ、破断するのに必要な力を定量する。 
 
（２）運動特性を検討した生体試料 

キネシン-6及びキネシン-14は単量体及び
２量体を大腸菌内で発現させ、陽イオン交換
カラム及び微小管とヌクレオチド依存的に
結合・乖離する性質を利用して精製する。 

軸糸ダイニンは、テトラヒメナから抽出し、
ショ糖密度勾配遠心と陰イオン交換カラム
を用いて精製し、分解酵素を用いてダイニン
のモータードメインを得る。 
 
 
４．研究成果 
（１）分裂期キネシン-6、-１４及びダイニン

分子の微小管の滑り回転運動 

紡錘体で働くキネシン様タンパク質お

よび繊毛打運動に関与する軸糸ダイニン

分子をそれぞれ９０％以上の精度で精製

し、運動特性を検討した。 

細胞分裂で機能するキネシン-６が、in 

vitro再構成系で、微小管を滑らせながら

その長軸の方向に対して回転させている

ことを新たに見出した。このキネシン様タ

ンパク質は、ＡＴＰ濃度に依存してピッチ

(微小管の長軸に対して１回転する間に微

小管が直進する距離)を変え、この性質は

細胞内での小胞の運搬などに関わるキネ

シン-1とは異なる性質であった。さらに、

キネシン-6が特定のアミノ酸残基のリン

酸化修飾でどのように運動性が制御され

るのかを調べ、Ｎ末端突出領域の擬似リン

酸化コンストラクトでは、トルクが大きく

減尐し、ピッチが長くなることを見出した

。加えて、キネシン-6に結合する制御タン

パク質によりピッチが変わることがわか

り、キネシン-６のリン酸化や結合タンパ

ク質の有無に応じ、細胞周期依存的にキネ

シン-6のトルクが制御されている可能性

を示唆する結果を得た。   



 

 

 別の細胞分裂期キネシン-14 では、ガラス
やビーズに固定するアミノ酸末端の違いで、
トルク発生の有無を調整していることが分
かった。 
 軸糸ダイニンでは、ATP 濃度や協同して働
くダイニン分子の数に依存してトルクの程
度が制御されていること、軸糸ダイニンを構
成する各モータードメインが微小管の滑り
回転運動を引き起こし、トルク発生の最小単
位がモータードメインであることが明らか
になった。 

  
以上のように、微小管依存性のモータータ

ンパク質は、化学・力学シグナルに応じトル
クが制御されている可能性を示唆する結果
を得た。 
 また、温度制御可能な恒温チャンバーを設
置し、モーターの活性を温度により制御する
実験系を試作した。さらに、in vitro で生体
分子を測定する際、可能な限り生体中での運
動様式に近づけることを目的とし、微小管の
両端のみを凸凹のガラス面に結合させ、吊橋
のように配置し、モータータンパク質がチャ
ンバー側面と接触せずに３次元方向へ運動
できる実験系を確立した。今後、より生体内
に近い環境でモーター特性を精査できるよ
うになった。 
 
（２）分裂期キネシン-6の破弾力の測定 

上述のように、キネシン-6は、微小管の長
軸に平行方向への力と垂直方向への力を発
する。加えてＮ末突出領域の擬似リン酸化に
より回転速度が減尐する。このキネシンの破
弾力を測定するため、光ピンセットシステム
を確立した。高速カメラの導入により、赤外
レーザーによる捕捉力を高精度に見積もる
ように実験系を改良し、捕捉したビーズをリ
アルタイムで解析できるような実験系とし、
1分子のキネシン-6の破断力が２次元空間で
定量できるようになった。さらに、微小管か
ら鉛直方向に破弾力を測定できるよう、3 次
元位置検出顕微鏡に光ピンセットシステム
を導入し、xyz 方向でモータータンパク質の
発生する力の定量が可能となった。今後、モ
ータータンパク質と微小管の相互作用力を
定量し、微小管のすべり回転運動の分子機構
の理解がより深まることが期待される。 
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