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細胞骨格として知られる微小管は、細胞種に応じた機能を発現するための形態形成に重要な

役割を果たし、例えば神経細胞の軸索や上皮細胞の繊毛などが適切な長さになるように調節

している。微小管はα、β-チューブリン二量体が連なってできる「プロトフィラメント」が

束になり、中空の管状構造を呈している。微小管の成長端（プラス端）は外側に湾曲した構造

をしているが、伸長（重合）時と短縮（脱重合）時とではプラス端のプロトフィラメントの湾

曲度合いが異なる。プラス端の湾曲が小さければ重合が誘導され微小管が長くなり、湾曲が大

きければ脱重合が誘導され微小管が短くなる。この湾曲は多くの因子によって制御されてお

り、分子モーターとして知られるキネシンもその一つである。 

 

キネシンスーパーファミリータンパク質(KIFs)は ATPの加水分解エネルギーを利用して微小

管上を移動する。KIFsはキネシン-1〜14のサブファミリーに分類され、主に微小管に沿って

細胞内の物質輸送を担う働きが知られているが、微小管自体に作用して微小管の伸縮を調節

する種類の KIF も存在する。例えばキネシン-1 は微小管の重合を促進し、キネシン-13 は逆

に微小管の脱重合を促進することが知られている。これらは各キネシンが微小管のプラス端

に作用して湾曲の大きさを調節し、微小管の重合・脱重合を制御する分子メカニズムが報告さ

れている。一方キネシン-4 は微小管の伸縮を止めて微小管の長さの調節に働くことが知られ

ており、神経細胞の軸索や染色体分裂における紡錘糸の長さを制御する重要なモーターであ

る。これまでキネシン-4 が微小管のプラス端に作用する様子を高分解能構造として可視化す

ることが難しかったため、その制御の分子メカニズムは不明であった。今回我々は線虫のキネ

シン-4である KLP–12を用いて、遺伝学的解析、生化学的解析、全反射照明蛍光（TIRF）顕微

鏡解析、X線結晶構造解析を行い、機能と構造の両面からその分子メカニズムを解明した。 

 

まず我々は KLP–12 変異体の線虫の遺伝学的スクリーニングを行った。その結果、KLP–12 の



エクソン 4-6 を欠失しフレームシフトを持つ変異体や末端ドメイン欠失変異体では、ALM 

(anterior lateral mechanosensory) ニ ュ ー ロ ン お よ び PLM (posterior lateral 

mechanosensory)ニューロンの軸索突起が異常に伸長することが確認された。そこで KLP–12を

組換えタンパク質発現系で発現・精製し、KLP–12が微小管伸長に及ぼす影響を TIRF顕微鏡で

観察した。KLP–12存在下で微小管伸長速度を観察したところ、KLP–12の濃度が高くなるほど

微小管の伸長速度が遅くなった。また KLP–12の動きを観察すると、微小管のプラス端方向に

能動的に移動し、プラス端に到達すると、そのまま脱落していく様子が確認された。興味深い

ことに、伸長速度は抑制されたが、微小管の短縮速度や崩壊の頻度には差がみられなかった。

ATPase 活性測定実験では、KLP–12 は微小管格子および GTP 型チューブリン二量体（重合型）

に高い親和性を示したが、GDP型チューブリン二量体（脱重合型）との親和性が桁違いに低か

ったことから、KLP–12 は重合状態の微小管格子およびプラス端に結合しやすいことがわかっ

た。 

 

次に我々は KLP–12が微小管のプラス端に作用する様子を高分解能で可視化するため、X線結

晶構造解析を行った。KLP–12 が微小管のプラス端に結合している状態を再構築するため、微

小管のプラス端に結合する人工タンパク質 DARPin を、遺伝子クローニングで KLP–12 の C 末

端に導入し、微小管が重合しない工夫を施した。微小管の構成タンパク質であるチューブリン

はブタの脳から抽出し精製した。チューブリンと KLP–12−DARPin との複合体をゲル濾過クロ

マトグラフィーで精製し、様々な種類と濃度の溶媒を試して結晶化を行ったところ、良質な結

晶を得ることに成功した。この結晶を大型放射光施設 SPring-8 のビームライン BL32XU の微

小集光 X 線を用いてデータ測定を行い、解析して得られた電子密度図からコンピュータ上で

分子モデルを作成した結果、チューブリン−KLP–12−DARPin 複合体の構造を 2.9Å分解能で明

らかにすることに成功した。 



 

構造解析の結果、KLP–12 は通常のキネシンと同様にチューブリン二量体の間に結合してい

た。α-チューブリンとは KLP–12 の Lys269 とα-チューブリンの Glu155、および KLP–12 の

Arg267 とα-チューブリンの Glu414・Glu420 との静電的相互作用で結合していることが確認

された。一方β-チューブリンとは KLP–12の Arg311・Arg317とβ-チューブリンの Glu410と

の静電的相互作用で結合していることが確認された。また結晶化の際に入れた ATP アナログ

(AMPPNP)の電子密度もしっかりと確認できたことから、KLP–12 は ATP 結合型を取っているこ

とが確認された。 

 

さらに我々は KLP–12 が微小管の伸長速度を抑制する分子機構を解明するため、KLP–12 の複

合体構造を、微小管重合を誘導するキネシン-1 (KIF5B)および微小管脱重合を誘導するキネ

シン-13 (KIF2C)の複合体構造と比較した。すると KLP–12は、KIF5Bと非常に類似した構造を

取りながら、チューブリンに面する一部側鎖の相互作用の強さから、KIF5B複合体と比較して

チューブリン二量体をキネシン側（微小管の外側）に 3 度ほど大きく曲げていることが確認

された。一方 KIF2C 複合体と比較してみたところ、KIF2Cは KLP–12には存在しないループ(L2)

を持っており、KLP–12 複合体よりさらに 3 度ほど大きくチューブリン二量体を曲げているこ

とが確認された。これらのことから KLP–12は重合誘導型である KIF5Bと脱重合誘導型である

KIF2C との中間にチューブリンの曲率を精細に保つことによって微小管の伸長速度を抑制し

ていることが明らかとなった。 

 

本研究は、キネシン-4モータードメインによる微小管ダイナミクスの制御機構を原子レベル

で明らかにした。これによって軸索や紡錘糸の長さなどを適切に制御する分子メカニズムが

解明され、神経細胞ネットワーク構築の理解や、染色体分裂の精細な制御機構などの理解がさ



らに進むと考えられる。また KLP–12のオルソログであり、様々な神経変性疾患の原因となる

KIF21A/B の機能障害による疾患の分子機構を解明することや、新たな治療戦略の開発につな

がることが期待される。 
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【目的】

細胞骨格として知られる微小管は、細胞種に応じた機能を発現するための形態形成に重要

な役割を果たし、例えば神経細胞の軸索や上皮細胞の繊毛などが適切な長さになるように調節

している。微小管は a、6ーチューブリンニ量体が連なってできる「プロトフィラメント」が束になり、
中空の管状構造を呈している。微小管の成長端（プラス端）は外側に湾曲した構造をしている

が、伸長（重合）時と短縮（脱重合）時とではプラス端のプロトフィラメントの湾曲度合いが異な

る。プラス端の湾曲が小さければ重合が誘導され微小管が長くなり、湾曲が大きければ脱重合

が誘導され微小管が短くなる。この湾曲は多くの因子によって制御されており、分子モーターと

して知られるキネシンもその一つである。

キネシンスーパーファミリータンパク質(KIFs)は ATPの加水分解エネルギーを利用して微
小管上を移動する。 KIFsはキネシンー1~14のサブファミリーに分類され、主に微小管に沿っ
て細胞内の物質輸送を担う働きが知られているが、微小管自体に作用して微小管の伸縮を調

節する種類の KIFも存在する。例えばキネシンー1は微小管の重合を促進し、キネシンー13は
逆に微小管の脱重合を促進することが知られている。一方キネシンー4は微小管の伸縮を止め

て微小管の長さを調節することが知られており、神経細胞の軸索や染色体分裂における紡錘糸

の長さを制御する重要なモーターである。これまでキネシンー4が微小管のプラス端に作用する

様子を高分解能構造として可視化することは難しく、その制御の分子メカニズムは不明であっ

た。本研究は線虫のキネシンー4である KLP-12を用いて、機能と構造の両面からその分子メ
カニズムを解明した。

【方法と結果】

遺伝学的解析では、線虫の遺伝学的スクリーニングを行った結果、KLP-12変異体では軸
索突起が異常に伸長することが確認された。

全反射照明蛍光(TIRF)顕微鏡解析では、組換えタンパク質発現系で発現・精製したKLP-
12存在下で微小管伸長速度を観察したところ、 KLPー12濃度が高くなるほど微小管の伸長速
度が遅くなる一方、短縮速度や崩壊頻度には差が見られなかった。 KLP-12は微小管のプラス
端方向に能動的に移動し、プラス端に到達すると、そのまま脱落していく様子が確認された。

ATPase活性測定実験では、KLP-12は微小管格子およびGTP型チューブリンニ量体（重
合型）に高い親和性を示したが、 GDP型チューブリンニ量体（脱重合型）との親和性が桁違い
に低かったことから、 KLP-12は重合状態の微小管格子およびプラス端に結合しやすいことが
分かった。

X線結晶構造解析では、微小管のプラス端に結合する人工タンパク質 DARPinを KLP-
12のC末端に導入した KLP-12-DARPinと、ブタの脳から抽出し精製したチューブリンとの
複合体をゲル濾過クロマトグラフィーで精製し、結晶を作成した。大型放射光施設 SPring-8で
データ測定を行い、解析して得られた電子密度図から分子モデルを作成した結果、チューブリ

ン—KLP-12-DARPin複合体の構造を 2.9A分解能で明らかにすることに成功した。解析の結
果、aーチューブリンとはKLP-12のLys269とaーチューブリンのGlu155、および KLP-12の
Arg267とaーチューブリンの Glu414・Glu420との静電的相互作用で結合していた。一方 B-
チューブリンとは KLP-12のArg311・ Arg317とBーチューブリンの Glu410との静電的相互
作用で結合していた。さらに KLP-12の複合体構造を、微小管重合を誘導するキネシンー1
(KIF5B)の複合体構造と比較すると、KLP-12は一部側鎖の相互作用の強さから、KIF5B複



合体と比較してチューブリンニ量体をキネシン側（微小管の外側）に 3度ほど大きく曲げてい

た。一方微小管脱重合を誘導するキネシンー13(KIF2C)の複合体構造と比較すると、 KIF2C
はKLP-12には存在しないJレープを持っており、 KLPー12複合体よりさらに 3度ほど大きくチ
ューブリンニ量体を曲げていた。

【結論】

KLP-12は微小管重合誘導型である KIF5Bと微小管脱重合誘導型である KIF2Cとの中
間にチューブリンの曲率を精細に保つことによって微小管の伸長速度を抑制していることが明ら

かとなった。

以上、本研究は、キネシンー4モータードメインによる微小管ダイナミクスの制御機構を明らか

にしたものであり、神経細胞ネットワーク構築や染色体分裂の精細な制御機構を理解する上で

重要な貢献をしたものとして価値ある集積であると認める。よって、本研究者は、博士（医学）の

学位を得る資格があると認める。




