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研究成果の概要（和文）：細胞内物質輸送のナビゲーション機構はこれまでほとんど判っていなかった。我々は、微小
管がGTP結合状態とGDP結合状態で異なる構造をとることを示し、神経細胞軸索起始部に局在するGTP結合型微小管が軸
索輸送のナビゲーションを行うという新しい概念を提唱している。本研究は、これを発展させ、以下の３つの課題を通
じて細胞内物質輸送のナビゲーション機構の基本原理を解明した。
①分子モーターの運動性に対する微小管の構造状態の影響の解析と、その分子機構の解明、②微小管の構造状態が細胞
内の位置特異的に制御される機構の解析、③非神経細胞における分子モーターのナビゲーション機構の解析

研究成果の概要（英文）：The navigation mechanism for the intracellular transport has remained unclear. We 
are proposing a model that the conformational differences of micorubules between the GTP-bound and 
GDP-bound state would serve as the directional cue for kinesins that drive the intracellular transport 
into the neuronal axons. In this study, we have clarified the underlying mechanisms for this transport by 
the combination of single molecule imaging and the structural analyses.

研究分野： 生物物理学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

細胞内物質輸送を担う主要な分子モータ

ーはキネシンとダイニンである。研究代表者

は、神経細胞の軸索でシナプス小胞前駆体を

運ぶキネシン KIF1A (Cell 1995)、神経細胞

の樹状突起で多胞体を運ぶキネシン KIFC2 

(Neuron 1997)を発見し、一つの神経細胞の

中で異なるキネシンが異なる部位で異なる

荷物を運んでいることを初めて示した。その

後、in vitro での一分子計測とクライオ電顕・

X 線結晶解析を組み合わせた KIF1A の運動

機構の解明 (Science 1999; PNAS 2000; Cell 

2000; Nature 2001; Nature 2003; Science 

2004; Cell 2004; Nat Struct Mol Biol 2008)と

平行してライブイメージングによるキネシ

ンの細胞・個体レベルでの機能を研究してき

た (J Neurosci 1995; J Cell Biol 1998; Cell 

1998a; Cell 1998b; J Cell Biol 1999; Cell 

2005; Nature 2005; Biophys J 2005)。一方、

ダイニンについては、研究分担者の島らによ

るダイニン遺伝子組換 え体の発現(J Biol 

Chem 2004)およびダイニンモータードメイ

ンの結晶構造の解明(Nature 2012)を契機に

分子機構の理解が急速に進んでいる。しかし、

これらの分子モーターが細胞の中でどのよ

うに制御されているか。特に細胞内物質輸送

が正しい目的地へとナビゲートされる機構

については、未だほとんど判っていない。 

代表者らは、細胞内物

質輸送のナビゲーショ

ン機構に関する最初の

報告として、KIF5(キネ

シン-1)が軸索に選択的

に集積することを示し

(図 1, J Cell Biol 2003)、

その分子機構として軸

索起始部に KIF5 に高親

和性の微小管が存在す

ることを示した (J Cell Biol 2011)。 

更に、微小管の構造が GTP 型と GDP 型

で異なること(図 2)を示し、GTP 型微小管が

KIF5 高親和性微小管の実態であることを示

した(J Cell Biol 2012)。 

 

この一連の結果から、細胞内の部位特異的

に構造状態の異なる微小管が局在し、分子モ

ーターがその構造状態の違いを読み解くこ

とで細胞内物質輸送がナビゲートされると

いう機構の存在が予想される。本研究では、

以下の３つの課題を通じて、この予想の検証

を行った。 

1) 分子モーターの運動性に対する微小管

の構造状態の影響の解析と、その分子

機構の解明 

2) 微小管の構造状態が細胞内の位置特異

的に制御される機構の解析 

3) 非神経細胞における分子モーターのナ

ビゲーション機構の解析 

２．研究の目的 

 申請者らは、微小管の GTP 加水分解に伴

う構造多型の空間分布が細胞内の地図とな

り、これを分子モーターが読み解くという全

く新しい機構を提唱している。本研究では、

以下の３つの課題を通じて、この仮説の検証

を行った。 

 

課題 1：分子モーターの運動性に対する微小

管の構造状態の影響の解析と、その分子機構

の解明 

 

図1. KIF5の軸

索への集積 

 

図 2. GTP 型微小管(上)と GDP 型微小管 

(下)の構造 左：全体像、右：横断面 



課題 2：微小管の構造状態が細胞内の位置特

異的に制御される機構の解析 

課題 3：非神経細胞における分子モーターの

ナビゲーション機構の解析 

３．研究の方法 

課題 1 では、in vitro での一分子計測によ

って、キネシンが GTP 型微小管と GDP 型

微小管を識別する動態を定量的に計測し、さ

らに、その際の微小管の動的構造変化を X 線

線維散乱により計測した。こうして得られた

微小管の動的構造変化は、一分子計測による

微小管構造変化の検出および第二次高調波

イメージングによる光学的計測により検証

を行った。さらに、クライオ電子顕微鏡法を

用いた構造解析により、微小管の構造動態の

構造的基盤を探求した。 

課題２、３では、細胞内一分子計測の高度

化により、細胞内でのキネシンと微小管の結

合速度係数など反応速度論係数の定量解析

を実現した。これにより、in vitro での一分子

計測により得られた速度論係数との定量的

比較を行い、細胞内でキネシンと微小管の結

合を制御する機構の探索を行った。 

４．研究成果 

 課題１では、我々のこれまでの予想通り、

キネシンが GTP 型微小管に高い選好性を示

すことが示された。 

それだけではなく、キネシンに対する親和

性が低い GDP 型微小管が、キネシンの結合

により一過性に親和性が上昇するという予

想外の結果が得られた。 

そこで、X 線線維散乱により、キネシンの

結合に伴う GDP 型微小管の構造変化を測定

した結果、キネシンの結合によって微小管の

構造が GDP 型から GTP 型へと協同的に変

化することが確認された。 

この結果を更に確認するために、一分子計

測および第二高調波イメージングを用いて

光学的に微小管の構造変化を計測したとこ

ろ、同様の結果が得られた。 

課題２，３については、細胞内での一分子

計測法を発展させることで、キネシンと微小

管との相互作用の反応速度論係数の定量解

析を実現した。その結果、細胞内には、キネ

シンとの親和性が異なる４種類の微小管が

存在することが判った。これを親和性が低い

微小管から順に A,B,C,D と呼ぶことにする

と、in vitro での計測結果との定量的比較によ

って、GDP 型微小管は B 型に、GTP 型微小

管は C 型に相当することが予想された。 

Taxol や TSA などの薬物処理で微小管のダ

イナミクスや翻訳後修飾を変化させると、そ

れに応じて A, B, C, D の各ポピュレーション

の比率が変化した。このことから、細胞内で

の微小管の機能分化が、微小管のダイナミク

スおよび翻訳後修飾と密接に関連している

ことが示唆された。 
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