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研究成果の概要（和文）：キネシンは細胞内でカーゴ輸送などに携わるモータータンパク質の1つである。キネ
シンの１つであるKIF5Aの遺伝子変異は筋萎縮性側索硬化症(ALS)の原因となる。遺伝子変異の多くはKIF5Aの
exon27周辺配列に生じ、多くがスプライシング異常によりexon27のスキップを引き起こす。本研究ではexon27の
スキップによって生じる変異型KIF5Aの解析を行った。ALS変異型KIF5Aのリコンビ ナントタンパク質を用いた生
化学解析や細胞生物学的解析から、ALS変異型KIF5Aは野生型に比べ過剰な凝集傾向を持つようになることが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：Kinesin is a type of molecular motor proteins involved in cargo transport 
within cells. Genetic mutations in KIF5A gene, a neuronal kinesin, cause amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS). Most mutations occur around exon 27 of KIF5A, leading to the skipping of exon 27 
due to mis-splicing. We analyzed the mutant KIF5A resulting from the skipping of exon 27. 
Biochemical and cell biological analyses using recombinant proteins of the ALS mutant KIF5A revealed
 that ALS-associated KIF5A protein is prone to form aggregates and oligomers in cells and in vitro.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
キネシンは細胞内で運び屋の役割をするタンパク質である。近年、KIF5Aの遺伝子変異が筋萎縮性側索硬化症
(ALS)の発症に関わることが報告されたが、発症のメカニズムは分かっていなかった。本研究は、ALS変異型の
KIF5Aタンパク質においても、運び屋としての機能は保たれていることを示した。逆に、細胞内で塊になってし
まうという、本来は持っていない性質を獲得してしまっていることが明らかとなった。これらの知見は、KIF5A
を原因として発症するALSの発症機構解明や治療法の確立に繋がる知見である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) モータータンパク質は細胞内の物質輸送に携わるタンパク質
群である。細胞内に存在するオルガネラの多くはモータータンパ
ク質による細胞内輸送を受ける(図 1)。モータータンパク質の機能
異常およびそれに伴うカーゴ輸送の異常は個体の機能に深刻な
影響を及ぼし、ヒトの疾患とりわけ神経変性疾患の原因となる。
細胞内輸送によるオルガネラの適切な分布・局在は細胞の機能維
持に不可欠である。 
 (2) モータータンパク質の一つであるキネシンは微小管のマイ
ナス端からプラス端すなわち順行性の小胞輸送に携わる。キネシ
ンには多くの種類が存在し、キネシンスーパーファミリー
(Kinesin Super Family: KIF)と呼ばれる。KIFのうち、最も初め
に見出されたものが Kinesin-1という呼び名でよく知られている
KIF5である。Kinesin-1はイカ巨大軸索から 1985年に発見され
たタンパク質であり、神経軸索輸送に主要な役割を果たす。その
後の解析から Kinesin-1 は Kinesin Heavy Chain と Kinesin 
Light Chain それぞれ 2 分子から構成されるヘテロ四量体タンパク質であることが明らかにな
り、KIFのクローニングが始まる端緒となった。KIFのクローニングが進められる中で Kinesin 
Heavy Chain は KIF5 と呼ばれるようになった。KIF5 は N 末端に微小管に結合し ATP 依存
性の運動を行うモータードメイン、C末端にカーゴ結合部位や、Kinesin Light Chainの結合部
位が存在する。一方 Kinesin Light Chainはモータードメインを持たないため KIFとは呼ばれ
ない。KIF5は線虫から哺乳類まで高度に保存されており、核、ミトコンドリア、アミロイド前
駆体タンパク質やリソソームなどの多様なカーゴの輸送に携わる。カーゴは KIF5に直接結合す
るものもあるが、多くは Kinesin Light Chainを介して結合する。Kinesin Light Chain および KIF5
の C 末端はカーゴ結合に必要であると共にモータードメインの活性を抑制する自己阻害に関わ
ることが知られている。KIF5 はそれ自体で分子内部相互作用による自己阻害を行う。Kinesin 
Light Chainによる KIF5の阻害は KIF5の分子内相互作用とは別のメカニズムで阻害を行う。こ
の２つの自己阻害様式は、カーゴ非存在下でのモーターの不要な活性化を防ぐために働いてい
るものと考えられている。これまでに申請者は、他のキネシンモーターである KIF1A タンパク
質では自己阻害の異常による過剰な活性化が異所性のシナプス形成を通じて神経変性の原因と
なることを明らかとしてきた。したがって、KIF5の二重自己阻害も KIF1A 同様に生体にとって
重要な仕組みであることが予想された。 
(3) キネシンの一つである KIF5A の遺伝子
変異は筋萎縮性側索硬化症（ALS)の原因と
なることが近年報告された。遺伝子変異の多
くは KIF5A の exon27 周辺配列に生じ、ス
プライシング異常によりエクソン 27のスキ
ップを引き起こすと予想されている(図 2)。
エクソン 27 の欠失は、ヒト KIF5A タンパ
ク質を構成する 1032 アミノ酸のうち、998
番目のグリシンでフレームシフトを起こす。
したがって 999 番目以降の 34アミノ酸は、
変異型 KIF5A では 39 アミノ酸からなる別
の配列に置き換わる。ALS変異体において生
じるこの新規配列をここでは新規 C 末端と
呼ぶ。新規 C末端を獲得することが KIF5A
の分子機能にどのような影響を与えるかは
調べられていない。 
 
２．研究の目的 
 
  本研究では KIF5A の遺伝子変異が ALS を引き起こすメカニズムを明らかにするため、特に
新規 C末端が KIF5Aの分子機能に与える影響を解析した。特に KIF5Aの適切なカーゴ輸送に
必要となる、上記の二重自己阻害に対する新規 C 末端の影響に着目した。自己阻害に重要な
KIF5Aの分子内相互作用は、N末端のモータードメインと C末端の尾部ドメインが相互作用す
ることにより引き起こされる。フレームシフトは尾部ドメインの中に生じることから、KIF5の
分子内相互作用に影響を与えることが強く示唆される。また、Kinesin Light Chainの結合領域
も尾部ドメインの近傍に位置していることから、Kinesin Light Chain 依存性の KIF5の自己阻
害にも新規 C末端が影響を与える可能性が考えられた。 

 
図 1 KIF5Aによる細胞内輸送
の模式図 
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図 2 ALS変異による KIF5Aのミススプライシング 
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３．研究の方法 
 KIF5A タンパク質自体の機能変化を解析するため、はじめに KIF5A のリコンビナントタン
パク質を用いた生化学的な解析に取り組んだ。N末端に蛍光タンパク質であるmScarlet、アフ
ィニティー精製のための StrepIIタグを付加したヒト KIF5Aを Bac to Bac システムを用い昆
虫細胞で発現した。バクミドの調製は DH10Bac を用い常法にて行った。昆虫細胞 Sf9 は Sf-
900II 培地中、27℃のインキュベーターを用いて回転式シェーカー(120 rpm)で浮遊培養した。
タンパク質の発現は細胞密度 2 x 106 cells/mlの Sf9細胞 300 mlにバキュロウイルス液を加え
65 時間培養することで行った。細胞は 3,000 x gで遠心することで回収し、液体窒素で凍結した
のち-80℃で保存した。常温にした上記の Sf9細胞に Protein Buffer (25 mM Hepes, 150 mM 
KAce, 2 mM MgSO4, 10%Glycerol, pH7.5, 1 mM PMSF, 1 mM ATP, 0.5% TritonX-100)を加え
懸濁した。懸濁液を 50,000 x gで 30分遠心することで上清を得た。上清は Strep-Tactin XT ビ
ーズを充填したカラムを用いてアフィニティー精製した。カラムに上清を通したのちレジン容
量の 5 倍量の Protein Bufferにより洗浄し、100 mM Biotinを含む Protein Bufferを用いて溶
出した。溶出液は 100 MWCOのコンセントレーターを用いて濃縮し、液体窒素で凍結したのち
-80℃で保存した。続いて、ゲル濾過クロマトグラフィーを NGC クロマトグラフィーシステム
(Bio-Rad)を用いて行った。カラムは BioSep SEC-s4000 7.8 x 600 mm (Phenomenex 社)を用い
た。タンパク質溶液 500 µlをインジェクションしたのち GF150 Buffer (25 mM Hepes, 150 mM 
KCl, 2 mM MgCl2, pH7.2)を流速 0.8 ml/minで通液し、UV 280 nmの吸光で検出した。得ら
れた画分は SDS-PAGEを行ったのち目的タンパク質の含まれる画分を回収、濃縮した。得られ
たタンパク質を用いて全反射顕微鏡による一分子観察(文献①)を行った。また同様に N 末端に
蛍光タンパク質を付加した KIF5Aを哺乳類神経細胞由来の細胞株である CAD細胞に発現し、
分化誘導を行ったのち KIF5Aの細胞内局在を共焦点顕微鏡(LSM 800)により解析した。 
 
４．研究成果 
 リコンビナント KIF5Aタンパク質の一分子運動観察において、ALS変異型 KIF5Aは野生型よ
り 10 倍以上高い微小管への結合頻度を示した。野生型 KIF5Aでは自己阻害が働いているのに対
し、ALS変異型KIF5Aにおいては自己阻害機構が破綻していることが予想される。さらにKinesin 
Light Chain との複合体を形成するか検討したところ、ALS 変異型 KIF5A においても Kinesin 
Light Chain との結合は保持されていることが明らかになった。ALS変異型 KIF5Aの微小管結合
頻度は Kinesin Light Chain との複合体形成によってやや低下するが、依然として野生型 KIF5A
より高かった。したがって、ALS変異型 KIF5Aにおいても Kinesin Light Chain 依存的な自己阻
害は働いているが、自己阻害全体に対する KIF5A 分子内相互作用の寄与が大きいため、分子全
体の活性としては ALS 変異型 KIF5A は野生型 KIF5A よりはるかに高い運動能を示すことにな
ると考えられる。 
 また、リコンビナントタンパク質のゲル濾過クロマトグラフィーと培養細胞内の局在観察に
より ALS変異型 KIF5Aにおいてはタンパク質の凝集が起こることを明らかにした。ゲル濾過ク
ロマトグラフィーにおける溶出位置は、野生型 KIF5A にくらべ ALS 変異型 KIF5A では高分子
量側へとシフトした。また CAD 細胞において野生型 KIF5A はほぼ一様に分布するが、ALS 変
異型KIF5Aは多数の凝集体を形成する(図 3)。SOD1
をはじめとした他の ALS 原因タンパク質において
も細胞内凝集体の形成が報告されていることから、
KIF5Aの凝集体も ALS発症に主要な役割を果たし
ていると考えられた。これに加え、自己阻害の破綻
による KIF5A の過剰な活性化が、細胞内輸送の異
常を通して細胞毒性の増悪に働いていることが考
察される。以上の研究成果は文献②、③で発表済
みである。 
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図 3 KIF5Aの細胞内凝集(文献③) 
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