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第 1章 序論 

 

1-1) 研究の背景 

 

1-1-1) キネシン動作メカニズムに関する過去の研究 

 

conventional kinesin(kinesin-1; 以下キネシン)は、ATP加水分解のエネルギー

を使って微小管の上を運動し、神経細胞等で小胞輸送を担っているモーター蛋白質

である(図 1-1。Vale et al., 1985, Vale 2003)。キネシンは、ATP加水分解能を持つ 2

つの頭部と、頭部間をつなぐネックリンカーからなり、あたかも人が二足歩行する

ように 2 つの頭部を交互に微小管に結合・解離させながら、8 nm の歩幅(微小管上

の結合サイトの間隔)で 100歩以上の長距離(>1 m)を高速(60歩/秒=500 nm/s)に連

続歩行する。 

キネシンが長距離を高速に運動するためには、2 つの頭部が協調して働く必

要がある(分子内協調)。具体的には、キネシンは歩行に際して微小管と 2 つの頭部

が結合した両足状態と片方の頭部だけが結合した片足状態を繰り返しているが、効

率よく前に動くためには、両足状態において後ろ頭部が先に外れる必要があり、ま

た片足状態において浮いた頭部が後ろではなく前に結合する必要がある。 

単頭の頭部ドメイン自体の性質については、生化学的実験による bulkレベル

での活性評価(Hackney 1994)、結晶構造解析による静的な構造の解析(Kull et al., 

1996)、蛍光共鳴エネルギー移動（Fluorescence resonance energy transfer: FRET） 

を用いた動的な構造変化の解析(Rice et al., 1999)等が調べられてきた。 

二量体としての歩行運動の研究は、一分子蛍光観察(Vale et al., 1996; Yilditz et 

al., 2004)、光ピンセット法 (Svoboda et al., 1993; Svoboda and Block 1994; 

Schnitzer and Block 1997; Visscher et al., 1999)によって分子としての挙動は知られ

ている。ただし、分子内の協調メカニズムについては未知の部分もある。これは、

ステップサイズが 8 nm と小さく、通常の光学顕微鏡を用いた観察では、詳細な運

動解析が限られていたことや、後述するように、蛋白質変異体をベースとしたアプ

ローチでは完全に解明するには限界があったためである。 

. 

1-1-2) 運動機構の 2つのモデル: レバーアームモデルと拡散モデル 

 

キネシンの 2つの頭部は、頭部の C末側から伸びたネックリンカー(323-336

の 14 残基)と呼ばれるペプチド鎖でつながれている。分子内協調を生み出すために

は、2 つの頭部をつなぐネックリンカーが何かしら重要な役割を担っていると推測
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される。 

ネックリンカーがキネシンの運動に方向性を生み出すモデルとして、大きく

レバーアームモデル(Rice et al., 1999)と拡散モデル(Okada and Hirokawa 1999)の 2

つが提唱されてきた(図 1-2)。レバーアームモデルは、ATP結合に伴うネックリンカ

ーの構造変化により、頭部位置の前方へのシフトが生じるというものであり、頭部

が前方へ移動するドライビングフォースはネックリンカーの前方への構造変化であ

る。一方、拡散モデルは、頭部とレール上の結合サイトとの結合安定性が、前後の

足で何かしら異方性をもつことにより方向性が生じるというものであり、前方へ移

動するドライビングフォースは拡散である。 

レバーアームモデルは、まるでレバーアームが前方に倒れるように、ネック

リンカーが前方に向かって頭部に結合し、そのレバーアームの振れによって一定の

歩幅が得られる、というモデルである。レバーアームモデルでは、この前方へのシ

フトが一方向運動のドライビングフォースであると考える。このモデルはいくつか

の実験から支持されてきた。まず、ネックリンカーがヌクレオチド状態依存的に、

頭部に結合(dock)・解離(undock)する事が示された(Rice et al., 1999)。続いて、ネッ

クリンカーを頭部に架橋すると、一方向運動が方向性のない運動に変化する事が報

告された(Tomishige and Vale 2000)。また、ネックリンカーをランダムな配列にす

ると、ATP 加水分解速度は 1/3 程度にしか落ちないものの、微小管の滑り運動が 2

桁以上低下する事が報告された(Case et al., 2000)。これらの研究から、ネックリン

カーがレバーアームとして働くことが運動に重要であると考えられてきた。また、

レバーアームモデルでは、2 つの頭部が運動に必須であると考えられる。実際、生

化学的な解析(Hackney 1995; Jiang et al., 1997)や、微小管のすべり運動解析(gliding 

assay: モーター蛋白質を地面に固定し、その上を運動する微小管を解析)からは、1

方向運動には、双頭構造が必要である事が報告されていた(Hancock and Howard 

1998)。 

一方、拡散モデルにおいては、蛍光一分子観察を用いて、単頭のキネシン

(KIF1A)が 1 m 以上の距離(100 歩以上に相当)に渡って方向性のある運動をする事

が報告され(Okada and Hirokawa 1999)、注目を集めた。この際、ネックリンカーは

結合異方性を生み出すコミュニケーションの媒体として働くと考えられる。拡散モ

デルでは、「後ろの頭部が微小管から先に外れる⇒外れた頭部が再結合するまで他方

の頭部は微小管との結合を維持する⇒外れた頭部が後方ではなく前方の結合サイト

に強く結合する⇒…」といったサイクルの繰り返しにより、一方向に運動している

と考える。このサイクルは 2 つの頭部の結合を制御する、すなわち、2 つの頭部の

結合に異方性を生じさせることにより維持されているが、その異方性を生み出す源

がネックリンカーを介した頭部間のコミュニケーションであると考えられる。その

際は、ネックリンカーを介して頭部間に働く張力がコミュニケーションを担う媒体
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であると考えられ、実際、光ピンセットの実験結果から、モーター頭部にネックリ

ンカーを介して張力をかける方向を変えることで、ヌクレオチドのアフィニティー

が変化する事が報告されている(Uemura and Ishiwata 2003; Hirono-Hara et al., 

2005)。モーター蛋白質は結合しているヌクレオチドの状態でレールに対する結合の

強さが変わるため、この機構を使えば、レバーアームを用いなくても一方向の運動

が可能であると考えられてきた。 

これらのレバーアームモデルや拡散モデルを組み合わせたハイブリッドモデ

ルも考えられる。キネシンと同じモーター蛋白質の 1つである MyosinV の運動メカ

ニズムに関しては、MyosinV の足に硬い微小管を結合させ、歩いている際中の足の

動きを観察した実験(Shiroguchi and Kinosita 2007)や金コロイドで高時空間分解能

で観察した結果(Dunn and Spudich 2007)から、単純にレバーアームのみや、拡散の

みによって運動するのではなく、レバーアームと拡散の両方を上手く使って、歩い

ている事が示されている。キネシンも同様に、2 つの機構を組み合わせている可能

性があるが、2 つの機構が両方ともに運動に不可欠なものなのか、もしくは片方の

機構だけでも運動できるのかは結論が出ていなかった。 

キネシンの 2 つの運動機構(レバーアームモデルと拡散モデル)を区別するた

めには、ネックリンカーを改変した変異体の挙動を調べる必要があるが、ネックリ

ンカー配列の変更がキネシン頭部のATP加水分解能自体を低下させることが知られ

ていたため、レバーアームが失われた影響と ATP加水分解能が低下した影響を区別

するのが困難であった。また、ネックリンカーをランダム配列に入れ替えたとして

も、アミノ酸主鎖同士の弱い相互作用によって、docking と同様の状態を取れる可

能性は否定できない。実際に、ネックリンカーをランダム配列に入れ替えたキネシ

ン変異体を筆者らが観察したところ、野生型キネシンと同様に 8 nm ステップの運

動が観察されたが、これだけでレバーアームが不可欠ではない、という結論を導き

出すのは難しいと考えられた。 

キネシンの運動機構を明らかにするためには、ネックリンカー配列を残した

まま、レバーアームの影響や頭部間のコミュニケーションを変えるアプローチが必

要だが、蛋白質変異体をベースとした手法では限界があった。 

 

1-1-3) 頭部間協調の 2つのモデル: 促進モデルと抑制モデル 

 

上述の 2 つの運動機構は、いずれの場合も、長距離に渡った連続歩行のため

に頭部間が協調する必要がある。前述のように、その際は、頭部間にかかる張力が

2 つの頭部間のコミュニケーションを担っていると考えられてきた。これは、キネ

シンの 2 つの頭部は、足とコイルドコイルをつなぐ「ネックリンカー」と呼ばれる

配列(14aa, 323-336番目のアミノ酸残基)によってつながっているが、ネックリンカ
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ーは 2 つの結合部位間をギリギリ届く程度の長さしかなく、両足結合状態において

は、両足はお互いを引っ張り合っている状態にある(図 1-3)。そのため、両頭結合状

態の時に働く張力が 2 つの頭部の状態を制御することにより(頭部間協調)、長距離

歩行を実現していると考えられている。 

具体的には、キネシンが微小管から離れず運動し続けるためには、常にどち

らかの頭部が微小管との結合を維持し、また、解離の際は常に後頭が解離する、と

いった 2 つの頭部が協調する仕組みが必要である。これらの頭部の協調には頭部間

のコミュニケーションが不可欠であり、checkpoint 機構によって、特定の結合や構

造変化があるまで、歩行サイクルが一時停止(stall)されていると考えられている

("gating"と呼ばれている)。gating のメカニズムとしては、様々な物が提案されてい

るが、大きく分けて、以下の 2 つのモデルが考えられている(図 1-4、Block 2007; 

Hackney 2007)。 

・mechanical gate model: 

前方頭部が dockすることにより後方頭部に張力がかかり、ATP加水分解および

それに伴う微小管からの解離が促進される(Hancock and Howard 1999) 

・chemical gate model: 

前方頭部にかかる張力が前頭への ATP 結合、およびそれに引き続き起こる解離

を抑制する事で、結果的に後頭が先に解離する(Rosenfeld et al., 2003; Klumpp et 

al., 2004) 

2 つのモデルを区別するために、ネックリンカーの長さを変えることで頭部間の張

力(内部負荷)を変え、キネシン活性への影響が調べられている(図1-5、Hackney et al., 

2003; Yildiz et al., 2008)。ネックリンカー とコイルドコイルの間におのおの 1 - 12

個の余分なペプチド鎖を追加した実験の結果、kcat や速度(multi motor sliding 

velocity of axoneme)は変化しないものの、kinetic processivity(微小管に 1回結合し

た際に加水分解される ATP数)が非常に低下した(Hackney et al., 2003)。野生型キネ

シンを用いた別の生化学実験でも、モノマー(張力が働かない)とダイマーで ATP 加

水分解速度が変わらず、ダイマー化による促進効果はない、との報告があり

(Rosenfeld et al., 2003)、これらの生化学的な結果は chemical gate modelを支持し

ているように見える。しかし、1 分子での研究は、それと相反する結果が報告され

ている(Yildiz et al., 2008)。Yildizらは 1 - 26個の polyproline や seven repeats of 

glycine-serine residues(14GS)を挿入し、一分子観察した。その結果、processivity(連

続歩行距離)には変化がないものの、速度が非常に低下する事を報告している。興味

深い事に、この速度の低下は光ピンセットによる外部負荷で assist forceをかけると、

回復が観察された。assist forceは後ろ頭部に力がかかると考えられるので、彼らの

結果は、外部負荷が内部にかかる張力の低下を補償したと解釈する事ができ、

mechanical gate model を支持している。 
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このように同じような蛋白質変異体を用いて相反する解釈が報告されている

ことから、結論を出すには新しいアプローチによる実験が求められていた。特に、

ネックリンカーの長さを変えた変異体については、頭部間にかかる張力が変化する

だけでなく、浮いた頭部が前方の結合サイトへアクセスする際の届きやすさ(衝突頻

度)も変化してしまい、両方の原因で運動性能が変化してしまう。そのため、蛋白質

変異体ベースの手法では、張力の影響のみ、あるいは、頭部間距離の影響のみを個

別に評価することは困難であった。 

 

1-1-4) 多分子協調に関する過去の研究 

 

細胞内で、キネシンは、小胞輸送を担っている(Hirokawa 1990)。その際、キ

ネシンは単分子で動作しているわけではなく、複数分子(～4分子)のキネシンや、あ

るいは、逆方向(細胞の辺縁部から核に向かう方向)のモーター蛋白質であるダイニ

ン(～5 分子)等と協調して運動を行っている(Shubeita et al., 2008; Leidel et al., 

2012; Hendriks et al., 2010)。多分子間の協調性を理解することは、小胞輸送を理解

する上で重要である。従来、多分子のモーター蛋白質の性質は、微小管のすべり運

動解析(gliding assay、Vale et al., 1992)や、プラスチックビーズを用いた実験(Vale et 

al., 1985)、あるいは、人工小胞(リポソーム)を用いて行われてきた(Tomishige and 

Vale 2002)。しかし、これらの手法では、分子の密度の制御は可能であるが、分子

の空間配置に関しては、制御が難しい。そのため、運動の変化が分子数の変化に起

因しているのか、あるいは、分子間の距離に起因しているのかは不明である。一方

で、数理モデルからは、分子配置によって、小胞の輸送速度に違いが出ることが予

測されており、小胞輸送の詳細を理解するためには、分子数の影響だけでなく、空

間配置を理解する事が重要であり、分子数と分子配置の両方を評価できる新たな実

験系が必要と考えられた。 

 

1-1-5) DNAナノファブリケーションの発展 

 

DNAは生物の遺伝情報を担う物質であるが、配列情報を持つため、工学的に

も有用な物質である。1982年にアメリカの Ned Seeman は、Holliday junction にヒ

ントを得て、DNAのナノ構造の作製を提唱した(Seeman 1982)。この方法では、複

数の短い DNA 鎖を混ぜ合わせ、10 nm 程度のサイズの motif を作製する。motif 同

士が連結する事でより大きな構造を形成できる。この方法は、少ない数の DNA鎖で、

高次構造を形成できるという利点がある。しかし、個々の DNA鎖の量比を厳密に制

御する必要があったり、構造の大きさを制御できないといった欠点があった。2006

年にアメリカの Paul Rothemund は、発想を逆にし、大きな 1本鎖 DNA(Scaffold と
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呼ばれる)を短い DNA 鎖(Staple と呼ばれる)で折りたたんでいく DNA origami とい

う手法を提唱した(Rothemund 2006)。この方法では、DNA ナノ構造の大きさは、

scaffoldの塩基数(通常、用いられる M13ファージ由来の M13 mp18 ssDNA では、

7,249 塩基)によって規定されるが、staple の量比を厳密に制御する必要がなく、よ

り簡便にDNAナノ構造を構築することが可能となった。DNAナノ構造では、scaffold

と stapleの結合が設計通りに起こるので、コンピューターで設計した構造を、溶液

中で再現することが可能である。その際、staple が組み込まれる場所が 3 次元的に

決まっているので、特定の場所に特定の分子を配置することが可能であり、この性

質を用いて、分子の個数と空間配置を制御し、その影響を調べることが可能である

と期待される。 

 

1-2) 本論文の概要 

 

本論文では、分子間の空間配置に着目し、キネシンの運動機構を、分子内な

らびに、分子間の協調性を軸に調べた。まず、分子内協調性を調べるために、短い

1 本鎖 DNA にキネシンの酵素部位(頭部)を共有結合し(DNA-キネシン)、2 本のキネ

シンを混ぜあわせる事で、2 量体を作製し、運動を解析した(図 1-6A)。短い 2 本鎖

DNAは堅い棒とみなすことが可能であるので、柔らかい紐であるペプチド鎖でキネ

シン頭部をつなげた場合とは違い、分子間の距離を設計することが可能であり、分

子間距離の影響を評価する事が可能であった(図 1-7)。また、DNA とキネシン頭部

をつなげるリンカー部分の堅さを変化させることで、張力の影響も評価することが

可能となり、蛋白質変異体ベースの実験で問題であった、張力と距離の影響を区別

して評価することが可能となった。この実験系を用いて、運動機構を評価したとこ

ろ、前足の後頭部に分子間張力がかかることが、長距離運動には重要であり、また、

張力は、前足の解離を抑制している事を明らかにした。また、キネシンは、レバー

アームモデルと、拡散モデルのハイブリッドな機構で運動していることを明らかに

した。 

続いて、分子間の協調性を明らかにするために、シート状の DNA ナノ構造

(60x90 nm、高さ 2 nm)に、キネシン分子を共有結合させ、分子数がどのように運動

に寄与するのかを調べた(図 1-6B)。その結果、分子数が多くなるにつれ、連続歩行

距離(Run length)は伸びたが、一方で速度に変化は観察されなかった。この結果は、

DNA ナノ構造-キネシン複合体がレールである微小管から解離しにくくなったと解

釈された。また、DNA ナノ構造の分子配置技術を用いると、特定の場所に特定の分

子種を配置する事が可能である。そこで、ATP 加水分解変異体を、野生型と一緒に

配置した。全部で 9分子のキネシンのうちの、1分子を ATP加水分解変異体に置換

した所、速度が 1/5 に低下した。また、3 分子を置換したところ、ほとんど運動が
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観察されなかった。これらの結果は、ATP 加水分解変異体が負荷として働き、周り

の分子が、その負荷に打ち勝って運動することが難しいことを示している。本研究

で数と配置を制御することが可能なことが示唆されたが、この実験系を発展させる

ことで、より詳細に多分子による運動を解析することが可能となると考えられた。 
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14アミノ酸(4nm)

ネックリンカー

コイルドコイル

Vale & Milligan (2000)

＋－

前方の頭部への
ATP結合

 

 

 

 

A                              

 

 

 

 

 

B            C     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 キネシンの概略図 

  

A)野生型の全長のキネシン。実際には荷物と結合する尻尾の部分を切断し(切断箇所

は 490番目のアミノ酸残基)、頭部付近のみにしたキネシンを用いた。Vale 2003 よ

り転載許可を得て転載。 

B)キネシン頭部付近の構造。キネシンの構造(3KIN)を改変。2 つの頭部がネックリ

ンカーとよばれるペプチド鎖でつながれた構造である。2 つのモノマーがコイルド

コイル部でより合いダイマー化している。 

C)ATP加水分解により運動する。Vale and Milligan 2000より 転載許可を得て掲載。 
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図 1-2 レバーアームモデルと拡散モデル 

 

キネシンの運動に方向性を生み出すモデルとして、大きくレバーアームモデル(Rice 

et al., 1999)と拡散モデル(Okada and Hirokawa 1999)の 2つが提唱されてきた。レ

バーアームモデルは、ATP 結合に伴うネックリンカーの構造変化により、頭部位置

の前方へのシフトが生じるというものであり、頭部が前方へ移動するドライビング

フォースはネックリンカーの前方への構造変化である。一方、拡散モデルは、頭部

とレール上の結合サイトとの結合安定性が、前後の足で何かしら異方性をもつこと

により方向性が生じるというものであり、前方へ移動するドライビングフォースは

拡散である。

ネックリンカー

レバーアームモデル：
Dockingによる前方へのシフト

拡散モデル：
頭部間張力による制御



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

13 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3 両足間の距離とネックリンカーの長さはほぼ等しい 

 

ネックリンカーは 2 つの結合部位間をギリギリ届く程度の長さしかなく、両足結合

状態においては、両足はお互いを引っ張り合っている状態にある。このため、両頭

結合状態の時に働く張力が 2 つの頭部の状態を制御することにより(頭部間協調)、

長距離歩行を実現していると考えられている。Sablin and Fletterick 2004 より 転載

許可を得て掲載 

ネックリンカーの図

8nm

4nm

ネックリンカーの長さ（4nm） x 2

≒
両足結合時の両足の距離
（8nm）
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図 1-4 促進モデルと抑制モデル 

 

キネシンの 2 つの頭部が協調する仕組として、大きく分けて、2 つのモデルが考え

られてきた。1つは、促進モデル(mechanical gate model)で、前方頭部のネックリ

ンカーが dock することにより後方頭部に張力がかかり、ATP 加水分解およびそれ

に伴う微小管からの解離が促進されるというものである(Hancock and Howard 

1999)。他方は、抑制モデル(chemical gate model)で、前方頭部にかかる張力が前頭

への ATP結合、およびそれに引き続き起こる解離を抑制することで、結果的に後頭

が先に解離するというものである(Rosenfeld et al., 2003; Klumpp et al., 2004)。

促進モデル(Mechanical gate model)

抑制モデル(Chemical gate model)
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図 1-5 ネックリンカー伸長変異体 

 

頭部間張力が寄与すると考えられている 2 つの歩行モデルを区別するために、ネッ

クリンカーの長さを変えることで頭部間の張力(内部負荷)を変え、キネシン活性へ

の影響が調べられてきた。図は、2 つの頭部のネックリンカーとコイルドコイルの

間におのおの 12 個の余分なペプチド鎖を追加しした場合。キネシンの構造(3KIN)

を改変。 

 

Wild type

Neck linker extended construct
(add –12 glycines / head)

Poly-glycines
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図 1-6 DNA 二重鎖-キネシンと DNA シート-キネシン 

 

(A) キネシンの分子内協調を調べるために、短い 1 本鎖 DNA にキネシンの酵素部位(頭

部)を共有結合し(DNA-キネシン)、2 本のキネシンを混ぜあわせることで、2 量体を作製し、

運動を解析した。堅い棒である DNA を用いることで、頭部間距離の影響を評価した。また、

DNA とキネシンの間のリンカーを調整することで、頭部間の張力を調整し、距離と張力の

影響を個別に評価することに成功した。 (B) 分子間協調を調べるために、DNA ナノ構造

の分子配置技術を用いて、分子の数と配置を制御した。下図左は、Vale 2003 を改変。転

載許可を得て掲載。 
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直径2nm

らせん1周
=10塩基対
=3.4nm

 

 

 

A            B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-7 DNA の構造 

  

(A) DNA 二重鎖のらせん構造。Wikipedia より転載(https://en.wikipedia.org/wiki/DNA)  

(B) 赤：センス鎖とアンチセンス鎖の 3‘末端同士、5’末端同士の螺旋構造における距離。

青：DNA の長さ。DNA の長さは塩基数 x 0.34 nm で計算した。末端間の距離は、

dsDNA が直径 2 nm の円柱で、1 bp 増えるごとに片方の端が 36°回転すると仮定して

計算した。(計算式は Clegg et al., 1993 より) 
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第 2章 DNA二重鎖-キネシンを用いた 

    キネシン分子内の協調メカニズムの解明 

 

2-1) 概要 

 

2-1-1) 目的 

 

2-1-1-1) 目的① ネックリンカーの 2つの機能の切り分け 

 

ネックリンカーの 2 つの機能である、ネックリンカーの構造変化による位置

シフト(レバーアームモデル)と、ネックリンカーを介したコミュニケーション(拡散

モデル)について、片方のみで運動できるのか、あるいは両方を上手く使っているの

かを明らかにすることを目的とした。 

そこで、DNA-蛋白質複合体の「蛋白質の接続場所が制御できる」という特徴

を生かし、メカニズムの切り分けを試みた。DNAを介して 2つの頭部をつなげる方

法により、ネックリンカーの配列は残したまま任意の場所間を連結できる。Cys 残

基の導入さえできれば、ネックリンカーの根元や、頭部の特定の場所同士を接続す

ることが可能である。ネックリンカーの途中で接続することにより、酵素活性を阻

害することなくレバーアームによる位置シフトを減らすことができる。また、ネッ

クリンカー以外で接続することによりネックリンカーの影響を大きく減らすことが

可能であると考えた。 

 

2-1-1-2) 目的② 頭部間張力の運動への寄与の検証 

 

頭部間コミュニケーションを担う頭部間張力が、キネシンの歩行を制御する

メカニズムのより詳細な解明を目指した。具体的には、後ろ頭部が前に引っ張られ

ることで、後ろ頭部の解離を促進するという「促進モデル」と、前頭部が後ろに引

っ張られることで解離が抑制され、結果的に後ろ頭部が先に解離するという「抑制

モデル」のいずれのモデルが歩行の中で用いられているのかを検証した。 

それぞれのモデルが成り立っていると仮定した場合、頭部間張力を弱めた時

に生じる影響を考えると、促進モデルでは解離の促進が失われるため、運動速度に

影響すると考えられる。一方、抑制モデルは、前方頭部の解離を抑制することで、

結果的に 2 つの頭部が同時に微小管から解離するのを抑制していることから、歩行

速度よりも連続歩行距離への影響が大きいと考えられる。そのため、頭部間張力を
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弱めた時に運動速度・連続歩行距離のどちらに対する影響が大きいかを見ることに

より、2つのモデルの検証ができると考えられる。 

従来の蛋白質の変異体ベースのアプローチでは、運動性能に重要な影響を与

える、「頭部間張力」と「浮いた頭部が前方の結合サイトへアクセスする際の届きや

すさ」の 2 つを個別に制御することは難しかったが、DNA 二重鎖-キネシンの特性

を利用することで、頭部間張力のみの影響の検証を目指した。 

もう 1 つの残された課題は協調がどのような構造に由来するのかである。最

近、Yildizらは mechanical element(neck linker)や fuel(ATP)がなくても、外力によっ

てキネシンが stepできる事を示し、キネシンの頭部(motor domain)そのものが、張

力を感じ、応答する、という仮説を提唱している。張力を感知している場所がわか

れば、作用機構の糸口となる可能性があるが、従来はネックリンカーを変異させた

変異体を用いて解析していたので、頭部に対する張力は、常にネックリンカーを介

してかかっていた。そのため、キネシン頭部全体で張力を感じているのか、あるい

は、特定の部分のみで感じているのかは明らかでなかった。そこで、さまざまな場

所で接続できるという DNA 二重鎖-キネシンの特性を生かし、キネシン頭部のどの

部位が張力を検知するのかの推測を試みた。 

 

2-1-2) 本章の構成 

 

本章では、まず DNA二重鎖-キネシンの作製手法について(2-2節)、続いて運

動観察方法概要および、得られた画像から運動性能を解析する方法を述べる(2-3節)。

DNA 二重鎖-キネシンは新たなアプローチであったことから、メカニズムを検証す

る前に蛍光一分子観察が可能であることを確認した(2-4節)。続けて、ネックリンカ

ーの機能の 2 つのモデルである、レバーアームモデルと拡散モデルのキネシン運動

に対する寄与を検証した(2-5節)。最後に、拡散モデルにおける頭部間コミュニケー

ションの担い手である頭部間張力が機能するメカニズムについて、過去に提唱され

ている促進モデル、抑制モデルの 2 つのモデルのうち、どちらが支配的なのかを検

証した(2-6節)。 
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2-2) DNA二重鎖-キネシンの作製手法の確立 

 

本章では、観察試料としてキネシンおよびその変異体にオリゴ DNAを標識さ

せた後、ハイブリさせた DNA 二重鎖-キネシンを用いた。本セクションでは、まず

DNA二重鎖-キネシンの作製方法を説明した後、生化学的手法により、DNA二重鎖-

キネシンの DNAがハイブリしていることを Bulkレベルで確認した結果を示す。 

 

2-2-1) キネシン蛋白質の精製 

 

キネシンの特定の位置にオリゴ DNA を標識する手法として、CLM(Cystein 

Light Mutant)を用いている。これは、野生型の蛋白質の表面に露出したシステイン

残基を別のアミノ酸に置換し(C7S, C65A, C168A, C174S, C294A, C330S, C421A

の 7残基)、標識したい位置のみにシステインを導入する、という手法である。また、

キネシンには、精製時に溶液から不要な物質を取り除きキネシンのみを分離回収す

るために、特定のカラムに吸着するタグ、本章では His タグと呼ばれるものをつけ

ている。 

こうした所望の蛋白質を得るためにはアミノ酸の配列を変える必要があり、

アミノ酸の配列を変えるためにはDNAを組み換えることが必要となる。組換えDNA

から、目的の蛋白質をコードしている領域の DNA(インサート DNA)を切り出し、蛋

白質発現を目的としたプラスミド(自己複製能を持つ DNA)に組み込む。こうするこ

とによって、目的の蛋白質を発現させることが可能なプラスミドを得ることができ

る。遺伝子操作によって得られたプラスミドを DNA 受け入れ能の高い大腸菌(大腸

菌コンピテントセル)の中に導入し、プレート上で培養することによって、単一のプ

ラスミドをもつ大腸菌由来のコロニーが形成できる。 

プレート上で少量培養された大腸菌を液体培地で大量に培養した後、目的の

蛋白質を発現させる。そして、超音波によって大腸菌を細胞破砕して、目的のモー

ター蛋白質を含む溶液を得る。このようにして得られた溶液には、目的以外の物質

が多く含まれているため、精製を行う必要がある。まず、溶液を遠心分離すること

によって重い不要な凝集蛋白などを取り除く。その後、カラムを用いて His タグの

ついた目的のモーター蛋白質を得る。 

表記方法として、例えば K349CLM の 342 残基にシステインを導入したコン

ストラクトは K349CLM 342C と表記する。 

 

2-2-2) DNA二重鎖-キネシンの作製方法 

 

DNA 二重鎖-キネシンは、キネシンの単量体にオリゴ DNA を標識し、DNA
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のハイブリを利用することにより、多量体化したものである(図 2-1)。 

DNA 二重鎖-キネシンの評価、ラベルに使用した試薬の評価、およびキネシ

ンに DNAが標識されているか確認した実験を行ない、目的のコンストラクトが得ら

れていることを確認した。 

 

2-2-2-1) DNA二重鎖-キネシンの作製 

 

末端標識オリゴはシグマ アルドリッチ ジャパン株式会社に注文した。この

オリゴ DNAは、一方の端に色素(Cy3 or Cy5 or Rhodamine)、他方の端にアミノ基

を導入してある。マレイミド化オリゴ DNAはアミノ基をマレイミド化して得た。 

マレイミド化反応に用いた試薬は、マレイミド基と N-ヒドロキシスクシンイ

ミド活性エステルを分子の両端に持つものである。アミノ基に対しては活性エステ

ルが反応し、SH基とはマレイミド基が選択的に反応する。本実験では二つの反応基

間のスペーサー構造が違う EMCS(同仁化学社、cat#344-05051)、AMAS(Pierce 社、

cat#22295)、KMUS(同仁化学社、cat#345-06201 の 3種類の試薬を用いた(図 2-2)。

こ れ ら の 試 薬 は 水 に 溶 け に く い こ と か ら 、 有 機 溶 媒 で あ る DMF 

(N,N-Dimethylformamide、和光社 cat#048-24501)に溶かして用いた。反応は、まず

30分間室温反応させた後、NAP-5 column(GE Healthcare 社, code#17-0853-02)で

ゲルろ過精製を行ない、buffer中の塩と未反応の架橋剤を取り除いた。 

得られたマレイミド化オリゴ DNAを、以下の手順によりキネシンに標識した。

まず、キネシンのモノマー(5 M)をマレイミド化オリゴ DNAとモル濃度比 1:1で混

合し、氷上で 3時間程度反応させ、キネシンのシステイン部位に DNAを標識した。

反応溶液は FRET buffer(PIPES 25 mM, EGTA 1 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 2 mM)を

用いた。続いて、未反応の遊離オリゴ DNAをスピンカラム精製で取り除いた。遊離

オリゴ DNAは、キネシン頭部と上手く結合したオリゴ鎖同士の結合を競争阻害する

上、蛍光色素がついているので、背景光を上昇させる。スピンカラムとしては、

CHROMA SPIN+TE-30(BD社, cat#636069)を用いた。CHROMA SPIN+TE-30は、

30 bp以下のオリゴDNAを効率的に取り除く事ができるカラムである。精製の結果、

未反応のオリゴ DNAはカラム中に残るが、キネシンと結合した DNAは分子量が大

きくなっているため、遊離溶液として回収できる。ただし、CROMA SPINは蛋白を

吸着しやすいので、初めに 1 mg/mlのカゼイン溶液もしくはジメチルカゼイン溶液

(DNA分解酵素を失活させるために滅菌したもの)を流し、カラムに吸着させてから、

精製を行なった。この方法により、未反応の遊離オリゴ DNAを取り除くことができ、

所望のオリゴ DNAキネシンを高い精製度で得ることができた(2-3-2-6参照)。 

 

2-2-2-2) DNA二重鎖-キネシン作製手法の確認 
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以上の手順で所望のオリゴ DNA-キネシンが精製度高く精製できているか、

下記の①②のとおり評価を行ない、問題ないことを確認した。 

 

① オリゴ DNAキネシンの精製度評価 

検討初期段階では、オリゴ DNAをゲルろ過した後、マレイミド化 DNAの精

製度をさらに高めるため、HPLC⇒乾燥して濃縮・バッファー交換を行なっていた。

しかし、10 nt以下のオリゴ DNAにおいて、乾燥後の溶解時にうまく溶解せず沈殿

してしまうという問題が生じた。この問題への対処および操作の簡便さを考慮して、

前述のとおり、ゲルろ過後のマレイミド化オリゴ DNAをそのままキネシンに標識す

ることとした。この方法によって、目的の DNA標識キネシンを得られているか、ま

た未反応の遊離オリゴ DNAを取り除けているかの確認を行なった。 

10 nt の Cy3 ラベル DNA と K349CLM 342C を用いて、標識を行ない、

CHROMA SPINにより精製した。DNAやキネシン頭部を CHROMA SPIN にかけた

サンプルと、電気泳動の泳動度、および吸光度を比較したところ、DNA標識キネシ

ンを高い精製度で得られていることが確認できた(図 2-3)。 

 

② CLMの確認 

本研究では、2-1-1で述べたように CLM(Cystein Light Mutant)とよばれる表

面のシステインを取り除いたキネシン変異体を用いている。DNAを標識したい位置

にシステインを導入した CLMを用いることにより、所望の位置に選択的に DNAを

標識することが可能である。しかし、システイン以外にも、マレイミド基と反応性

をもつ残基も存在し、それらの位置に DNAが標識されてしまう可能性がある。その

可能性を評価するために、表面に露呈したシステインのないキネシン(K349CLM)の

ラベル率と表面にシステインを残したキネシン(K349CLM 342C)のラベル率を比較

した。 

①と同様、電気泳動と吸光度測定により評価を行なったところ、K349CLMの

ラベル率は K349CLM 342Cの 10分の 1程度になった(図 2-4)。この結果から、本研

究で用いたシステイン導入キネシンを DNA標識した場合、ほとんどの DNAはシス

テインの位置に選択的に標識されていると考えられる。 

 

2-2-3) 評価したコントラストと表記方法 

 

キネシン蛋白質は、コイルドコイルと呼ばれる 2 つのへリックスが疎水的

相互作用により重なり合ったような構造をもっており、コイルドコイルによってキ

ネシンはダイマー化し、二足歩行できるようになっている。DNA 二重鎖-キネシン



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

23 

はコイルドコイルの代わりに DNAのハイブリを利用して、キネシンをダイマー化し

たコンストラクトである。 

DNA 二重鎖-キネシンは、DNA をハイブリさせる方向によって大きく 2 つの

タイプに分かれる(図 2-1参照)。DNAを parallelにハイブリさせると、2つの頭部が

同じ端にくるが、これを野生型のキネシンと比較すると、キネシンの Cの部分を二

重鎖 DNAに置き換えた形になっている。そこで、このタイプのコンストラクトを「コ

イルドコイル置換型」と呼ぶことにした。それに対し、DNA を anti-parallel にハイ

ブリさせると、2つの頭部が別々の端にきて、二重鎖 DNAが両頭部の間のスペーサ

ーとなる。このタイプのコンストラクトを「ネックリンカー伸長型」と名付けた。 

コンストラクトの表記方法については、用いたキネシンコンストラクト

(K349CLM、K336CLM…)・標識場所(=Cys導入部位、342、333…)・DNA配列(DNA

の長さ、センス配列かアンチセンス配列か、付加されている蛍光色素)・標識に用い

た架橋剤(EMCS、AMAS…)などが、表記から識別できる必要があるため、本論文で

はその識別が可能な表記方法を用いた。 

キネシン頭部にオリゴ DNAを標識させた、DNAをハイブリさせる前の DNA-

キネシンモノマーについては、「K349CLM 342_20GS」のような表記法を用いた。

K349CLM は用いたキネシンコンストラクト、342 は標識位置、20 は標識したオリ

ゴ DNAの長さ、Gは Cy3が付加されていることを表し(Rは Cy5)、Sはセンス配列

であることを表す(Aはアンチセンス配列)。また、DNAをハイブリさせた後の DNA-

キネシンダイマーについては「K336CLM 337_20bp」のように表記した。これは

K336CLM の 337 の位置に DNA が標識され、20 bp の DNA でダイマー化したコン

ストラクトを表している。なお、標識に用いた架橋剤については、特に明示されて

いない場合については EMCSを用いており、他の架橋剤を用いた場合はその旨を言

及する(主に 2-6)。 

キネシンの頭部として K349CLM と K336CLM の両方を利用したが(図 2-5)、

K349CLM にはコイルドコイル部分が少し残っていて(343-349)、(DNA のハイブリ

ではなく)この配列の相互作用によりダイマー化している可能性が完全には排除で

きない。また、アミノ酸鎖の立体障害の違いや電荷による微小管とのアフィニティ

ーの違いなどにより、同様の接続方法の DNA 二重鎖-キネシンでも運動性能が異な

る可能性がある。そこで 2-4)の一部検討を除き、本章ではキネシン頭部に K336CLM

を用いた。 

 

2-2-4) 生化学的手法による DNAのハイブリの確認 

 

DNA-キネシンは、DNA のハイブリによって二量体化するようにデザインさ

れている。しかし、キネシンに標識した DNAは、蛋白質が近傍に存在することによ
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る立体的障害や静電気的相互作用により、通常のオリゴ DNAと比べてハイブリしに

くくなっている可能性がある。そのため、二量体が観察されなかったり、DNAの結

合定数から期待されるよりもハイブリする DNA-キネシンが少ない可能性がある。

そこで、DNA 二重鎖-キネシンを一分子観察の系に導入する前に、キネシンに標識

した DNA が期待通りハイブリするかを、生化学手法を用いて bulk レベルでの確認

を行なった。具体的手法としては SDS-PAGE電気泳動およびゲルろ過を用いた。 

 

①SDS-PAGEによる DNAのハイブリの確認 

 

まず、SDS-PAGE電気泳動により、ハイブリの確認を行なった。 

試料は 20 ntのセンス鎖・アンチセンス鎖を結合させた DNA-キネシンを用い

た。2-4)で後述する蛍光一分子観察でのサンプル調製法と同様に、100 M@ハイブ

リ溶液(BRB12 + 10 mM(f. 12 mM) MgCl2)で 10分反応させた後、Mg5 Buffer(BRB12 

+ 3 mM MgCl2(f. 5 mM))で試料を希釈して、コントロールのモノマーの DNA-キネシ

ンと共に電気泳動にかけた。その結果、反応させたサンプルでは、モノマーと異な

る位置にダイマーと思われるバンドが現れた。このバンドが、DNAがハイブリした

ものなのか、もしくはハイブリ以外の相互作用により結合したものなのかを確認す

るために、制限酵素を用いた検証実験を行なった。 

制限酵素は、二重鎖 DNAの特定の配列を認識し、切断する酵素である。今回

は KpnIと呼ばれる制限酵素を用いた。20 bp DNA には KpnIの認識配列が含まれて

いるため、DNA がハイブリしていた場合、KpnI により切断され、ダイマーのバン

ドは現れないはずである。上の実験と同様、ハイブリ溶液で反応させた後、Kpn I

の反応溶液である L bufferで 4 Mに希釈し、室温で 1.5時間反応させた。比較のた

め、L bufferで希釈して Kpn Iを加えないサンプルも 1.5時間置いた後に泳動にかけ

たが、そのサンプルには非特異吸着防止のために Triton X を 0.015%加えた(Kpn I

を加えた溶液にも Kpn I 保存溶液由来の Triton Xが同濃度含まれる)。反応させた後

電気泳動にかけた結果を見ると、KpnIと反応させたレーンではダイマー由来のバン

ドが見られないことから、キネシンに標識したオリゴ DNAはハイブリ可能であるこ

とが確認できた(図 2-6A)。 

 

②ゲルろ過による DNAのハイブリの確認 

 

SDS-PAGEによって、センス鎖とアンチセンス鎖がついた分子が、ハイブリ

している事はわかったが、期待している分子ができているかは不確定であったので、

ゲルろ過を用いた確認も行った。SDS-PAGE では、以下の点で問題がある。まず、

ハイブリダイズ効率は塩濃度等の溶液条件に影響されるが、電気泳動時の溶液条件
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は、実際の観察溶液との違いが大きい。また、DNAの存在により電気泳動度が変わ

るため、ハイブリしてできた複合体の分子量の評価ができないという欠点がある。 

実験には、AKTA explorer(GE Healthcare)に分光器(日本分光、FP2050)を組

み合わせた装置を用いた。まず、ハイブリ溶液で 5分反応させた後、泳動溶媒(HKM 

buffer(25 mM HEPES(pH7.4), 5 mM MgCl2, 100 mM KCl) + f. 0.1 mg/ml BSA(Sigma 

A2058) + f. 1 mM ATP)で 24倍に希釈し、ゲルろ過カラム(Superdex 200 10/300 GL, 

GE healthcare社, code#17-5175-01)にかけた。検出は Cy5の蛍光を用いた(ex:635 

nm, em:665 nm, gain: x1000)。試料は SDS-PAGEと同様に 20 bpの DNAを結合さ

せた物を用いた。コントロールとしては、ダイマーキネシン(K490CLM 416C)、モ

ノマーキネシン(K336CLM 337C)を Cy5標識したものを用いた。ゲルろ過の結果か

ら(図 2-6B)、60%程度のアンチセンス鎖付キネシン頭部はセンス鎖付キネシン頭部

と上手くハイブリしている事、また、アンチセンス鎖付キネシン同士ではほとんど

ハイブリをしていない事が示された。 

 

③ 短い DNAでの確認 

 

上の 2つの実験は、比較的長めの 20 bp の DNAを標識した DNA-キネシンを

用いた。DNAは長さが短くなるほど結合が弱くなり、ハイブリが不安定になる。一

分子観察では、最も短いもので 6 bpのものまで使用しているが、6 bpの DNA-キネ

シンが安定的にハイブリするのかを調べた。 

まず、SDS-PAGE で確認したところ、ハイブリのバンドは観察されなかった。

一方、ゲルろ過でサンプル濃度を上げて測定したところ、二量体のピークが観察さ

れた(図2-7)。ゲルろ過で観察されてSDS-PAGEで観察されなかった原因としては、

1)低濃度で泳動するため、2)泳動中は泳動溶液の温度が上がり、解離が促進された

ため、などが考えられる。 

一分子観察を行なうような低濃度条件での衝突頻度と 6 bpの DNAの解離速

度を基に、単量体と二量体の平衡を考えると、一分子観察の条件では二量体はほと

んど観察されない計算となる。しかし、後述するように 6 bpの二量体と思われる蛍

光像が観察されている。また、後述の 2-4-2)にて、軸糸上に結合した分子のうちハ

イブリした分子の割合を 6 bpのDNA二重鎖-キネシンにてカウントしたところ、7%

と高くはないものの一定の割合が得られている。これは、キネシンと親和性の高い

軸糸が存在することにより、軸糸周辺の DNA 二重鎖-キネシンの実効濃度が高くな

っているためではないか、と推測される。 
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2-3) 観察方法および運動性能解析方法 

 

主に DNA 二重鎖-キネシンの運動速度や連続歩行距離を測定するために、全

反射蛍光顕微鏡を用いて蛍光一分子観察を行なった。基本的にはハイブリさせた 2

つのコントラストを別々の蛍光色素で標識して、2 色が同時に光った分子のみをハ

イブリした分子として解析に用いたが、一部の測定で FRET(Fluorescence 

Resonance Energy Transfer)を用いた。得られた動画から、DNA二重鎖-キネシンの

運動速度や連続歩行距離の解析を行なった。 

本節では、各々の観察法について観察系、測定系および観察により得られた

画像データの解析方法を説明する。 

 

2-3-1) 全反射蛍光顕微鏡 

 

測定系には全反射蛍光顕微鏡 (Total Internal Reflection Fluorescence 

Microscope, TIRFM)を用いた。TIRFMとは、光を水とガラスの境界で全反射させた

ときに、表面の反対側に染み出すエバネッセント波を蛍光の照明として用いる顕微

鏡である。照明に全反射光を用いるとガラス表面の蛍光色素のみを局所的に励起す

ることができるので、微小管をガラス表面に吸着させることで、軸糸上に結合した

キネシンのみを選択的に観察することが可能となる。 

 

2-3-1-1) エバネッセント波 

 

ガラスの屈折率を n1、水の屈折率を n2 とし (n1>n2)、図 2-8A のように x-z

平面内を光が進むと考える。入射角をφ1、屈折角をφ2 とするとスネルの法則によ

り、 

2

1

2
1 sinsin φφ

n

n
  

                                              (2-1) 

である。入射角が臨界角より大きく、光が全反射している場合、φ2は存在しないが、

式 2-47から数学的に、 

 
1

/

sin
cos

2

12

1

2

2 
nn

i
φ

φ                                        (2-2) 

と求められる。ガラス表面( z = 0 )での電場振幅を T0、角周波数をω、試料中の波数

を k2( = 2πn2 /λ : λは波長)とすると、z > 0でのエバネッセント波の電場ベクトル

の大きさ E(x,z)は、 
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     2220 cossinexp, φφω zxktiTzxE                         (2-3) 

と表され、この式に式 2-1、式 2-2を代入すると、 
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となり(2-2 式のプラスの値は z→∞で E→∞となるため除く)、エバネッセント波の

電場ベクトルの大きさは指数関数的に減少する。式 2-50から、エバネッセント波の

浸み出しの深さ d (光の強度が 1/eになる距離。光の強度は電場の平方に比例)は、 

2

21

22

1 sin4 nn
d




φπ

λ
                                        (2-5) 

で与えられる。この式に、ガラスの屈折率 n1(カバーガラス:1.52, 石英:1.45)、

水の屈折率 n2 = 1.33、本実験で用いた入射角φ1 = 69°を代入すると、d = 0.32λと

求められる。したがって、本研究で用いたレーザー(波長は 514 nm、635 nm) の浸

み出しの深さは 180 nm 程度となり、エバネッセント波はガラス表面付近のみに浸

み出していることがわかる。 

 

2-3-1-2) 観察条件 

 

本研究では、モーター蛋白質を走らせるレールとして、微小管の束であるべ

ん毛軸糸を用いた。軸糸はウニの精子から精製した。ガラス上に吸着した軸糸

(axoneme)上を歩くキネシンを観察するため、観察用セルを作製した(図 2-8B)。 

スライドガラスはガラスの自家蛍光を抑えるために、Matsunami 社の石英ガ

ラス(26 mm × 56 mm、厚さ 1 mm)を、カバーガラスは Iwaki社の code#2918(18 

mm × 18 mm)を用いた。モーター蛋白質がガラスに吸着するのを防ぐために

casein(Sigma 社、C-5890)を、活性酸素を除去するために酸素除去剤として

glucose(Sigma社、G-5767)、glucose-oxidase(Sigma社、G-2133)、catalase(Sigma

社、C-40)を、還元剤として-メルカプトエタノール (Sigma社、M-6250)を加えた。 

 

2-3-1-3) 光学系・測定装置 

 

倒立型顕微鏡(OLYMPUS社、IX70ないし IX71)を使用して、プリズム型TIRFM

による観察装置を組み立てた(Funatsu et al., 1995; Taguchi et al., 2001; Tomishige 

et al., 2006)。本研究で用いた装置と光学系の概略図を図 2-9 に示す。基本的には

TIRF顕微鏡に高感度・高時間分解能のカメラを組合わせたものである。 

励起照明として、波長 514 nmのレーザー(Melles Griot社、35LAP321、40 mW)
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および波長 635 nm のレーザー(Coherent社、Radius635、25 mW)を用いた。レー

ザーはまずλ/4波長板(Sigma Koki社製)に通したあと、集光レンズ(Sigma Koki社、

PLB-15-100PM)、直角プリズム(Sigma Koki機社、20 mm × 20 mm × 6 mm)を

通って試料面に入射する。プリズムにはレーザー光を約 32°で入射させ、試料面へ

約 69°で入射させてガラスと試料の界面で全反射させる(臨界角は約 66°)。全反射

した界面からは、前述したようにエバネッセント波が浸み出し、約 160 - 200 nm の

領域が励起される。励起された試料から出た蛍光を 100倍 ( OLYMPUS社、PlanApo 

100x Oil / N.A. 1.40)、ないし 150倍(UApoN150XOil / NA1.45) の対物レンズで集め、

適当な光学フィルターを通した後、カメラで観察した。 

カメラは、高感度カメラとして背面照射型 EMCCD カメラ (Electron 

Multiplying CCD , Andor DV860DCS-BV)を用いた。EMCCDは、受光部にて光子を

電子に変換した後、A/D 変換する前に 103倍程度の電子増倍を行なえる、という特

徴がある。通常の CCDや CMOSでは A/Dコンバータでシグナルを読み出した後に

信号を増幅するため、読み出し時に発生するノイズも増幅されてしまうが、EMCCD

だと読み出し前の増幅により読み出しノイズを小さくすることができることから、

蛍光一分子観察のように微弱光の観察に適したカメラである。一方、CCD の欠点、

特に CMOSカメラに対する欠点の 1つとして、各画素が物理的に大きくなってしま

うことが挙げられる。100 倍対物を使っても通常であれば、ピクセルサイズに対し

て蛍光色素由来の輝点の大きさが同程度になってしまうが、本研究では、CCDテレ

ビコンバーター(酒井ガラス MC-03)で 3倍に拡大して各輝点が十分分解する条件で

観察した。 

本研究では、センス鎖・アンチセンス鎖がハイブリしてダイマー化した DNA

二重鎖-キネシンのみを観察するため、2 波長の光(Cy5 蛍光、Cy3 蛍光) を同時に

観察しなければならない。本実験では、Dual View(Photometrics社)という分光装置

を EMCCDカメラの前に設置し、2 波長同時観察を行った。顕微鏡から来た蛍光は、

まずダイクロイックミラー(Chroma社、635DCXR)によって低波長成分は反射され、

高波長成分は透過するので直進する。直進した高波長成分は、Cy5 フィルター

(Chroma 社、HQ700/100m)を通り、反射された低波長成分は Cy3 フィルター

(Chroma社、HQ580/80m)を通る。このようにして、CCD カメラの右側には Cy5 蛍

光が、左側に Cy3 蛍光が映し出され、異なる 2 種類の蛍光を 1 つのカメラで同時

に観察することができる。 

撮影したデジタル映像は、画像ボードを通じてパソコンに取り込まれ、Andor

社のソフトウェア によって 32 ビット階調の sif ファイルとして保存される。 

観察手順は以下の通りである。 

 

1. セルのカバーガラスの上に、イマージョンオイル (OLYMPUS 社製、
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nd=1.516)を少量乗せる。 

2. セルをカバーガラスが下になるようにステージに乗せて、テープでステー

ジに固定する。 

3. レーザーをセルに照射し、エバネッセント波であることを確認する。 

4. 画像を見ながら照射領域とピントの調整を行い、適当な観察領域を視野中

心にもってくる。 

5. Emission filterを使用するレーザーに合わせて変更し、レーザーを照射する。 

6. 部屋の照明を落とし、撮影、解析を行う。 

 

2-3-2) 運動性能解析手法 

 

実験によって得られた sif ファイルは、画像解析ソフト”ImageJ”により解

析を行った。各々の解析方法について説明する。 

 

2-3-2-1) 運動速度・連続歩行距離 

 

キネシンの運動の速度および連続して歩行した距離を定量的に解析するため

に、カイモグラフを以下の手順で作成した。カメラで取得された画像から、微小管

に沿った直線部分のみを抜き出し、それをフレームごとに積み重ねることにより、

カイモグラフを作成した(図 2-10A)。カイモグラフの横軸は微小管に沿った距離、縦

軸は時間を表しており、微小管上を動いているキネシンの軌跡は、斜めの線として

カイモグラフ上に現れ、斜線の傾きがキネシンの速度に、横軸方向の幅が連続歩行

距離に相当する(図 2-10B)。 

複数のコンストラクトの間で比較するために、1 つのコンストラクトに対し

て多数の分子の速度と連続歩行距離を計測した後、ヒストグラムをとって分布の比

較を行なった。さらに定量的な比較のため、平均速度と平均歩行距離を算出した。

速度は単純に加算平均をとったが、歩行距離は指数分布と仮定してフィッティング

により平均を算出した。キネシンの歩行は一歩歩くごとに、ある決まった確率でレ

ールから外れるというポアソン過程であると考えられるからである。また、単純に

ヒストグラムをとってフィッティングを行なうと、binningのサイズによって計算値

が大きくかわってしまうことから(特にデータ数 Nが少ない場合で顕著)、binningの

サイズをできるだけ小さくし累積の分布を利用してフィッティングを行なった。 

 

2-3-2-2) 運動確率 

 

キネシンの歩行距離が短い(ピクセルサイズに近い)場合、2-3-2-1)の方法で運
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動速度および歩行確率を定量すると、ピクセルの読み取り誤差の影響が大きくなっ

てしまう。また、運動する分子数も少ないことから、コンストラクト間の比較をす

るために運動速度と連続歩行距離の平均を出そうとすると、サンプル数を増やすた

めに観察や解析の手間がかかってしまう。そこで、運動速度と距離の代わりに、簡

易的に運動性能の比較ができる指標として、「運動確率」というパラメータを導入し

た。 

運動確率は微小管に結合した全分子数に対する運動する分子数の割合を定量

したものである。ただし、一瞬微小管に結合する分子なども存在することから、全

分子数を定量するのは不可能であるので、一定時間以上結合した分子についてカウ

ントした。解析の条件を揃えるため、運動確率の定量には 30 fpsで撮影した画像の

みを使用し、5 frame(= 167 ms)以上微小管に結合した輝点数に対して、2 pixel(= 160 

nm)以上運動した輝点数の割合で定義した。ただし、1 frame間に 1 pixel以上変位

していた場合は、一度微小管から解離し飛んでしまったと解釈し、運動したものと

みなさなかった。連続歩行距離の分布が指数分布をとることから、一定距離以上歩

いた分子の割合を示す運動確率は連続歩行距離と相関のあるパラメータであると考

えられる。後述の 2-4-5)で運動確率と連続歩行距離の整合性を検証し、強い相関の

あるパラメータであることを確認した。 

 

2-3-2-3) 変位解析 

 

変位解析では、DNA 二重鎖-キネシンが野生型キネシンと同じく微小管の＋

端方向に一方向運動するかどうか確認するため、DNA 二重鎖-キネシンが微小管に

結合してから解離するまでの微小管上での変位を解析した。具体的には、30 fpsで

撮影した画像のカイモグラフを作成し、5 frame(= 167 ms)以上滞在した分子に関し

て、微小管と結合した点の座標と解離した点の座標を目視で読み取り、その差分か

ら変位を計算した。全分子の変位のヒストグラムを作成して、変位分布に偏りを見

ることでそのコンストラクトの運動の方向性を判別した。この解析では、frame 間

で 1 pixel(= 80 nm)以上飛んでいる分子に関してもカウントした。 

変位は＋端方向と－端方向の 2 方向があるが、微小管の＋端方向に目印をつ

けているわけではないため、このままだと方向性を判定することはできない。その

ため、Cy5 を標識した野生型キネシンを微小量混ぜて、その動きを見ることで観察

している微小管の方向性を判断した。DNA 二重鎖-キネシンと野生型キネシンの蛍

光像を区別するため、以下の手順で観察を行なった。FRET 効率の高い DNA-キネシ

ン(DNA長が 15 bp 未満)に関しては、まず 635 nm 励起で野生型キネシンの動きを

見て微小管の方向性を確認した後、514 nm 励起で DNA 二重鎖-キネシンの FRET

像を観察した。また FRET 効率の低い DNA二重鎖-キネシン(DNA 長が 15 bp 以上)
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に関しては、514 nmと 635 nm を同時励起して、Cy5側だけ光る野生型キネシンで

方向性を確認し、Cy3 と Cy5が同時に光る DNA-キネシンのみを解析に用いた。 

変位解析という解析方法が動きの方向性を見るのに有効かどうかを確かめる

ため、動かないコンストラクトや一方向に動くことがわかっているコンストラクト

の解析を行なった。まず、この解析方法の測定誤差を見るため、動かないコンスト

ラクトの解析を行なった。コンストラクトとして、モノマーである K336CLM 

333_10GS を使用した。モノマーは次の結合サイトに結合するフリーの頭部を持た

ないことから、滞在時間が短く、微小管に結合した場所から離れるまでの変位も見

られないと考えられる。このコンストラクトの変位分布で広がりが見られたとする

と、動きのあるコンストラクトを解析した際に、変位の小さな動きや二方向の小さ

な分布の偏りは測定の誤差に埋もれてしまうことになってしまう。測定結果を見る

と、95%以上の分子は変位なしという分布となり、この解析方法で小さい変位も検

出できることが確認できた(図 2-11 上)。次に、一方向に動くことがわかっている

K336CLM 328_7bp について同じく変位を測定したところ、＋方向に偏った分布と

なり(図 2-11 下)、変位解析により運動の方向性を正しく検出できることが確認でき

た。 

 

2-3-2-4) 平均二乗変位解析 

 

平均二乗変位解析は、拡散定数の定量で一般的に用いられる解析法であるが、

分子モーターの研究では、観察中の運動が方向性をもったものかランダムな運動か

を判別する際によく使用される。平均二乗変位は、ある時間⊿tの間に注目する物体

が移動した距離 xを二乗し、全区間・全物体で平均したもの<x2>である。<x2>が⊿t

に比例する場合はランダムな運動、⊿t2 に比例する場合は方向性をもった運動と判

別することができる。変位解析では、運動開始地点と終了地点の変位のみに着目し

運動途中の振る舞いについては加味していないのに対し、平均二乗解析では運動途

中の振る舞いも解析していることから、連続的な一方向運動なのかをより厳密に判

断することができる。 

観察法としては変位解析の場合と同様に 30 fpsで観察し、60 frame以上(= 2 s

以上)微小管上を運動した分子に関して解析を行なった。まず、各 frame での分子の

変位を、カイモグラフ上で輝度の重心を計算することにより求めた。続けて、複数

分子の変位の時系列データから平均二乗変位を計算した。時間に対して平均二乗変

位をプロットし、0 - 30 frame(= 0 – 1 s)のデータを利用して、平均二乗変位が時間

の何乗に比例するかをフィッティングで求めた。測定系のノイズや揺らぎによる重

心位置の推定誤差により、運動に由来しない変位が含まれるため、フィッティング

の際にこれらの影響を除く必要がある。測定系由来のばらつきは時間によらず一定
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であると考えられることから、下の式を用いて平均二乗変位のフィッティングを行

なった。 

 

<x2>= a * ⊿tk + b                       (2-6) 

 

係数 k が 2 に近ければ一方向性の運動、1 に近ければ方向性のないランダムな運動

であると考えられる。 

この解析方法が有効かどうかを確かめるため、一方向に動くことがわかって

いるコンストラクトの解析を行なった。コンストラクトとしては、野生型キネシン

である K490CLM 416と DNA-キネシンである K336CLM 328_7bp(速度:289 nm/s、

歩行距離:200 nm)を使用した。解析結果を見ると、K490CLM 416では k = 1.99と

ほぼ係数が 2になったのに対し、K336CLM 328_7bp では k=1.81と 2より若干低い

係数となった(図 2-12)。これは、測定系の誤差の影響が表れていると考えられる。

運動速度が 500 - 600 nm/s と速い野生型キネシンでは推定誤差の影響が小さいが、

速度が 200 – 300 nm/sと比較的遅い DNA二重鎖-キネシンでは誤差の影響が無視で

きなくなっているのではないかと考えられる。DNA 二重鎖-キネシンの解析におい

ては、kが 1.8より大きければ一方向の運動と見なした。 

 

2-3-3) FRETの観察と解析 

 

2-3-3-1) FRETの原理 

 

FRET は、吸収発光波長域にお互いにオーバーラップをもった蛍光色素の間

で起こる。すなわち、ドナーの発光波長域とアクセプターの吸収波長域が重なって

いた時、ドナーの放出波長がアクセプターの励起に使われてしまう、つまりエネル

ギー移動がおきるのである。具体的には、ドナーを励起しても、アクセプターにエ

ネルギーが移動し、アクセプターが発光するという現象が起こる。 

また、エネルギー移動の大きさは色素間の距離によって変化し、距離が小さ

いほどエネルギー移動は大きくなる。エネルギー移動の大きさを示す指標であるエ

ネルギー移動効率 EFRETは、2つの蛍光色素の距離を Rとすると、 

 6
0

1

1

RRII

I
E

DA

A
FRET





                                    (2-7) 

ID : ドナーの蛍光強度、IA : アクセプターの蛍光強度 

 

と表される。ただし、ここで R0は EFRETが 50%となる距離(Förster 距離)を表し、

以下の式から求められる。 
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JnR D

42256

0 10785.8                                        (2-8) 

       dFdFJ DDA

4                                 (2-9) 

A() : 波長  におけるアクセプターのモル吸光係数 

FD() : 波長  におけるドナーの蛍光強度 

 : 波長 


2 : 配向因子 

D : ドナーの量子効率 

n : 溶媒の屈折率 

 

ここで、J は、ドナーの発光スペクトルと、アクセプターの吸収スペクトルの重な

りの大きさを表す量で、[M-1 cm3] の単位を持つ。 

本研究では、FRET 観察の際、ドナーとして Cy3を、アクセプターとして Cy5

を用いた。ドナーとアクセプターともにランダム配向をとると仮定すると、
2 = 2/3 

とすることができ、R0 = 5.0 [nm] と求めることができる。これを(2-7)式に代入する

と、FRET 効率は R0 (= 5 nm) 付近で大きく変動することから、Cy3と Cy5を組み

合わせて FRET 効率を測定することによって、2 – 8 nm 程度の大きさの構造の計測

に用いることができる。 

本研究では、6 – 20 ntのオリゴ DNAがハイブリしているかどうかを確認す

るのに FRET を用いた。 

 

2-3-3-2) FRET効率の算出 

 

本実験で得られた画像の 1 ピクセルは 80 nm に相当し、キネシンの蛍光像

は直径約 8 ピクセル(約 500 nm) の輝点、カイモグラフ上では 8ピクセル幅の線と

して検出される。まず、取得したカイモグラフの一部を 10(800 nm) x 10(333 ms、

30 fps時)の Region of Interest (ROI)で囲み、その内部の輝度の平均値 Iraw[ i ] を測定

した。輝点が存在しない部分でも 10 x 10の ROIをとり、3つの ROIの内部輝度を

平均して、これをバックグラウンド Iback とした。キネシンの発する蛍光強度を I [ i ] 

= Iraw[ i ] - Ibackとした。Cy3・Cy5両方の蛍光強度を測定するが、その際に必ず Cy3・

Cy5で同じ位置の ROIを使用した。FRET効率 EFRETは以下の式によって求めた。 

35
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ICy3 : Cy3 の蛍光強度、ICy5 : Cy5の蛍光強度 
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2-4) DNA二重鎖キネシンの一分子蛍光観察への導入 

 

このセクションでは、2-2)で作製・評価した DNA 二重鎖-キネシンを 2-3)で

説明した一分子蛍光観察の実験系に適用できるかどうかの確認、および DNA二重鎖

-キネシンの 1分子レベルでの性質の確認を行なった。 

DNA 二重鎖-キネシンを運動メカニズムの解明に用いる上で、懸念されるリ

スクとして大きく以下の 3つがあった。 

①DNAという物質の存在がキネシンの酵素活性・運動を阻害する 

②キネシンに標識した DNAがハイブリせず、ダイマー化できない 

③観察溶液中で DNA-キネシンが意図した構造をとらない 

 (3分子以上が結合してしまう、二重鎖 DNAが堅い構造をとらない) 

本セクションにおいては、一分子蛍光観察条件下にてこれらのリスクに対する評価

を行ない、問題ないレベルであることを確認した。 

また DNA二重鎖-キネシンの運動性能評価を行ない、DNA長と運動性能の相

関から、作製時に意図したとおりの頭部間距離になっていることを確認した。 

 

2-4-1) 観察条件の最適化 

 

DNA二重鎖-キネシンは、観察前に DNA相補鎖を混ぜ合わせダイマー化させ

る。効率的に実験を行なうには、相補鎖のハイブリ効率をできるだけ高くする必要

がある。DNAのハイブリは可逆的で一本鎖と二本鎖の平衡反応であるから、平衡を

できるだけ二本鎖寄りに傾ければよい。最も簡単な方策は、できるだけ DNA濃度を

高くすることである。また DNAの相補鎖結合が安定化する条件においてハイブリさ

せるとよい。そのための方策としては、イオン濃度を高くする、温度を下げる等が

考えられる。ただし、同じ配列の DNA同士でも部分的にハイブリしたり、長いオリ

ゴ DNA だと、自身の配列同士で部分的に結合し二次構造をとったりすることから、

通常の DNA操作においては一度温度を 90°C程度まで上げて直鎖状にしたのち、温

度を下げてハイブリさせるという操作を行なう。しかし、DNA 二重鎖-キネシンで

は、キネシンは熱に弱いため温度を上げられないことから、この手法はとれない。

本実験では室温(25°C)でハイブリさせた。 

一方、蛍光一分子観察においては、1 分子を区別するために蛍光サンプル濃

度を低くする(nMオーダー)必要がある。また、キネシンは、高イオン濃度下では微

小管に結合しにくいという性質をもつ。このことから、観察条件は、ハイブリ効率

とキネシン蛍光観察の両方を適度に満たす条件でなければならない。過去の研究か

ら DNAハイブリの平均解離時間は 20 bpで 45分程度と、比較的ハイブリの解離は
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遅いことがわかっている(多田隈尚史, 早稲田大学博士論文)。そこで、本研究では、

DNA がハイブリしやすい高サンプル濃度、高イオン濃度下でハイブリさせたのち、

キネシンの蛍光一分子観察に適した低サンプル濃度、低イオン濃度条件において観

察する、という方策をとることにした。イオン濃度に関しては、二本鎖の結合を安

定させる効果が、Mg2+は K+や Na+と比較して強いことが知られており、実験によっ

ても確かめられたため、Mg2+濃度を上げて、ハイブリ効率を高める事とした。具体

的には、DNA 二重鎖-キネシンのハイブリは[Mg2+] = 10 mM で行ない、観察時は 

[Mg2+] = 5 mMの条件で行なった。 

以下で、溶液最適化の検討結果を示す。 

 

2-4-1-1) DNAの蛋白への非特異的吸着 

 

DNA二重鎖-キネシンは、キネシンの一分子観察系に DNAを導入することに

他ならない。DNA 二重鎖-キネシンの観察に先立って、DNA が主に非特異的吸着に

よりキネシンの運動観察に悪影響を与えないかどうかを調べた。 

まず、DNAが単体でレールである微小管に非特異的吸着をしないかどうかを

確認した。Cy5 標識した 20 nt のオリゴ DNA 125 nM をフローセルにいれて、

Axoneme への吸着を調べた所、輝点の数は、0.18 個/m Axoneme (= 7 個 / 40 m

の Axoneme)と非常に少なかった。実際の観察ではさらにこれの 1/100程度の DNA

濃度で観察するので、吸着は実験に支障はないと判断した。この結果は、DNAの主

鎖がマイナスに帯電しており、同じくマイナスに帯電している微小管の C末端と反

発するためと考えられる。 

続いて、キネシンと DNAが非特異的吸着しないかどうかを調べた。微小管と

静電気的相互作用で結合するキネシンの頭部はプラスに帯電していることから、最

も危惧されることはマイナスに帯電する DNAがキネシン頭部に吸着し、キネシン頭

部と微小管の結合を阻害することである。そこで、通常のキネシン一分子観察条件

下に過剰量の DNAを入れて、キネシンの運動に変化がないか調べることにより、キ

ネシン頭部への吸着を評価した。まず、Cy5標識したキネシン(K490AV 215-Cy5, AV

は avidin tagを用いて精製したことを示す)約 0.1 nMに対し、20 ntのオリゴ DNA10 

nMを加えて観察したところ、通常のキネシンと同様の運動が観察された。次に 0.5 

Mでハイブリさせた 20 bpの二重鎖 DNAを 10 nM加えて観察したところ、同様の

結果が得られた。これらの観察結果から、DNAの非特異的吸着によるキネシン運動

活性への影響は少ないことがわかった。 

 

2-4-1-2) Mg2+濃度の最適化 
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イオン濃度、特に Mg2+濃度を上げると DNA 二本鎖の結合が安定することが

知られている一方、キネシン分子の運動については、イオン濃度(K+濃度)が上がる

につれて連続歩行距離が短くなるとの報告がある。よって、DNAがハイブリしやす

い高サンプル濃度、高イオン濃度下でハイブリさせたのち、キネシンの蛍光一分子

観察に適した低サンプル濃度、低イオン濃度条件において観察するのが望ましいと

考えられる。ただし、観察時もイオン濃度が低すぎると DNA二本鎖の結合が不安定

になりダイマーを維持できない可能性があるため、DNA二本鎖の結合が安定しつつ

キネシンの連続歩行距離が確保できるイオン濃度を設定しなければならない。ここ

では 20 bp の DNA二重鎖-キネシン(K349CLM 342_20bp)を用い、観察溶液条件の

最適化を行なった。 

まず、Mg2+濃度の野生型キネシン活性への影響を調べた。Cy5で標識した野

生型のキネシンを従来キネシンの観察に用いていた BRB12([Mg2+] = 2 mM)をベー

スとしてMg2+濃度を2 - 20 mMの範囲で変えて観察したところ、カイモグラフ(3-5-1

参照)は図 2-13Aのようになり、連続歩行距離、微小管への結合頻度とも濃度を上げ

るにつれやや低下するものの、10 mM 程度までは大きな影響はないと考えられる。

[Mg2+] = 2 mMと[Mg2+] = 5 mMの条件に関して、運動速度と連続歩行距離を定量し

たところ、[Mg2+] = 2 mMでは、速度：480±70 nm/s、平均歩行距離：1.4 m、[Mg2+] 

= 5 mMでは 469±94 nm/s、平均歩行距離：1.3 mとなり、5 mMまでは運動性能

が変わらないことを示した(図 2-13B)。 

続いて、DNA 二重鎖-キネシンの観察に用いる溶液条件の検討を行なった。

ハイブリ条件と観察条件を別々に検討した。 

 

①ハイブリ条件 

 

イオン濃度を上げると DNA 二本鎖結合が安定するが、その際に 2 価のイオ

ンが特に有効であると考えられている。そこで、2価イオン(Mg2+)の濃度を上げずに

1 価イオン(Na+)の濃度を上げた溶液と、1 価イオンの濃度を上げずに 2 価イオンの

濃度を上げた溶液でそれぞれ DNA-キネシンをハイブリさせた後に運動を観察し、

効果に差があるかどうか調べた。検討した条件は以下の通りである。 

 

 

 

２ 

 

それぞれの条件で一分子蛍光観察を行なったところ、図 2-14のように条件 2

の方で運動する分子が見られた。また、Cy3と Cy5が一致して光る分子の数も条件

条件1 条件2

ハイブリ溶液
FRET Buffer
(NaCl100mM)

Mg10
(BRB12＋MgCl2 10mM)

観察溶液 Mg10 Mg10
DNA-キネシン濃度0.5nM 0.5nM

 
2 
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2 の方が高く、ハイブリの安定には 2 価イオン濃度が寄与していることが確認でき

た。以降、DNA二重鎖-キネシンのハイブリは Mg10条件下で行なった。 

 

②観察条件 

 

観察する際の溶液もある程度イオン濃度を上げないと、DNA 二重鎖-キネシ

ンのダイマーが不安定となる可能性がある。そこで、観察溶液の Mg2+濃度を 2 - 10 

mMで振ってみて、運動性能の比較を行なった。効果の比較のため、Na+濃度を上げ

た条件の観察も行なった。 

 

 

 

 

 

それぞれの条件で一分子蛍光観察を行なったところ、図 2-15のように条件 1

と 2では微小管に結合する分子がほとんどいないのに対し、条件 3と条件 4では結

合する分子が多数見られた。一方、条件 3 と 4 で結合する分子数自体は大きな違い

はないものの、条件 3 の方がより運動する分子が見られ、また微小管へ結合した分

子の平均滞在時間も長かったことから、観察時の溶液としては Mg5が適していると

判断した。 

 

2-4-2) DNA二重鎖キネシン一分子観察の確認 

 

2-4-1)において、ダイマー化したと思われる DNA二重鎖-キネシンを蛍光一分

子観察条件下で観察できた。しかし、この方法では、DNA相補鎖が二本鎖を形成し

ているかどうかを確認することはできない。特に、DNAは短いほど相補鎖の結合が

弱く不安定になるが、20 bp以下の短い DNAが観察条件下で安定的にダイマー化し

ない可能性がある。そこで、20 bp以下の短い DNA-キネシンを用いて、観察条件下

でのハイブリの様子の検証を行なうことにした。コンストラクトとして、6、10、

15 bpの DNAを K336CLM 333Cに標識したものを用いた。これらの DNAは長さが

6 nm 以下と短いことから、DNA 両端に標識した色素間距離が短く、FRET が生じ

る。これらのコンストラクトの一致率、FRET 効率といったパラメータを計測し、

一分子観察環境下でも相補鎖がハイブリしていることを確認した。一方、20 bp 以

上の長い DNA に関しても、Cy3 と Cy5 を同時に励起したところ FRET がほとんど

観察されず、結合した分子の 70%以上は Cy3 と Cy5 の輝点の位置が一致していた

ことから、ほとんどの分子は相補鎖でハイブリしていると判断した。 

条件1 条件2 条件3 条件4
ハイブリ溶液 Mg10 Mg10 Mg10 Mg10

観察溶液 BRB12 FRET Buffer
Mg5
(MgCl2 5mM)

Mg10

DNA-キネシン濃度 0.1nM 0.1nM 0.1nM 0.1nM
 2 
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また、DNA 二重鎖-キネシンの運動が ATP 加水分解によるものであることを

確認するため、ATP 濃度を変えたときの運動速度を観察し、ミカエリス・メンテン

型の変化を示したことから、ATP 加水分解による運動が観察できていることを確認

した。 

 

2-4-2-1) DNA二重鎖キネシンのハイブリ効率確認 

 

相補的配列がハイブリして二本鎖を形成しダイマー化するもの以外にも、

DNA のハイブリ以外の相互作用や蛋白同士、蛋白と DNA 間の相互作用によってダ

イマー化するものがいる可能性がある。相補的配列のハイブリによってダイマー化

するものがどの程度いるかを評価するためのパラメータとして、「一致率」を測定し

た。 

DNA長が 5 nm以下の 6 – 15 bpのDNA二重鎖-キネシンについて考えると、

514 nm レーザーで励起した時、相補鎖でダイマー化したものは FRET を起こして

Cy5の輝点として観察され、それ以外のものは Cy3の輝点として観察される。その

ため、Nallを全分子数、NCy5、NCy3をそれぞれ Cy5、Cy3で観察された輝点の数とす

ると、 

35

55

CyCy

Cy

all

Cy

NN

N

N

N


                                   (2-11) 

は、相補鎖でハイブリした分子の割合を表していると考えられる。微小管上の輝点

のみを利用して計測しているため、溶液中のハイブリした分子の割合とは異なる可

能性があるが、定性的な傾向は反映していると考えられる。514 nm で励起、30 

frame/sで撮影し、解析では、カイモグラフ上で 2 frame(= 66 ms)以上滞在したもの

を軸糸に結合した輝点とみなし、変位の有無に関わらずカウントした。キネシン

-DNAのモノマーの平均結合時間は 170 msであったことから、この方法で大部分の

輝点をカウントできると考えられる。 

まず、センス鎖同士、アンチセンス鎖同士が溶液中でハイブリして運動しな

いか 10 bpの DNA二重鎖-キネシン K336CLM 333_10bpで確認したところ、図 2-16

のように、軸糸上においてセンス鎖同士、アンチセンス鎖同士の分子はほとんど見

られなかった。一致率を定量したところ、センス鎖-アンチセンス鎖の一致率は

43%(NCy3=405 / NCy5=303 )になったのに対し、センス鎖-センス鎖の一致率は 1%以

下(NCy3=681 / NCy5=1 )、アンチセンス鎖-アンチセンス鎖の一致率は 2%以下

(NCy3=538 / NCy5=10 )と低い値であった。 

DNA が長くなるほどハイブリの安定性は高くなることから、一致率は DNA

長によって異なり、長いほど一致率が高くなると考えられる。そこで、10 bp と同
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様の方法、条件で 6 bp と 15 bpのコンストラクトの一致率を計測した(図 2-17)。た

だし、K336CLM 333_6bpとK336CLM 333_10bpでは、FRET効率が高いため、FRET

を起こした Cy3の輝点はほとんど見えないが、K336CLM 333C_15bpでは FRET 効

率が 50%くらいで Cy3 と Cy5 の蛍光強度は同程度になるため、Cy3 側でも Cy5 側

でも輝点として観察できる。そこで、 

3

55

Cy

Cy

all

Cy

N

N

N

N
                                   (2-12) 

を一致率として算出した。計測の結果、6 bpでは 7% (NCy3=1419 / NCy5=108)、10bp

では 43%、15 bpでは 71% (NCy3=731 / NCy5=520)と、想定通りの結果が確認できた。 

 

2-4-2-2) FRET効率による二重鎖 DNAの構造確認 

 

前節の実験で相補鎖同士で結合していることは確認できたが、3 分子以上の

DNA-キネシンが結合している可能性がある。蛍光強度を測定して軸糸に結合する輝

点の Cy3と Cy5が 1分子であること、つまり DNA二重鎖-キネシンが 1分子ずつで

ダイマー化していることを確認した。また、DNAが部分的にハイブリしているだけ

で螺旋構造をとっていない可能性もある。そうすると、後述の 2-4-3)で頭部間距離

を算出する際の「DNA＝硬い棒」の仮定が成り立たなくなり、それを前提として算

出した頭部間距離の分布が実際の分布と大きく異なってしまう。そこで、FRET 効

率から色素間距離を算出し、想定される距離と一致するかどうかを調べた。 

K336CLM 333_10bpを用いて、蛍光が1分子であることを確かめた。まずは、

蛍光色素の退色を用い、1 段階で退色した輝点を 1 分子とみなすことにより、1 分

子の Cy3・Cy5の蛍光強度を計測した。K336CLM 333_10bp を AMPPNP 1 mM条

件下で軸糸上に固定し、輝点が消えた励起光は 514 nm レーザー・2 mW で、20 

frame/sで撮影し、2-3-3)に従って測定した。10 bp は FRET を起こすことから、Cy5

が一段階退色→Cy3 の蛍光が復活→Cy3 が一段階退色、が観察された分子に着目す

ることにより、FRET中でのCy3、Cy5 1分子の蛍光強度の定量を行なった(図 2-18A)。

Cy3と Cy5の蛍光強度の分布を見ると、ピークが 1つあるガウス分布に近い形にな

っており、想定通り 1分子の蛍光色素の強度を反映していると考えられる(図 2-18B

上)。次に、ATP 1 mM条件下で運動中の K336CLM 333_10bp を観察し Cy3、Cy5

の蛍光強度を計測した。AMPPNP条件下と励起・観察条件を揃えて(514 nm レーザ

ー・2 mW、20 frame/s)撮影し、10 frame(= 0.5 s)以上滞在し、2pixel(= 160 nm)以

上変位した分子について解析を行なった。Cy3 と Cy5 の蛍光強度は AMPPNP 条件

下と同様に、ピークが 1 つあるガウス分布に近く、ピーク位置も AMPPNP 条件と

ATP 条件でほぼ一致した(図 2-18B 下)。さらに、FRET 効率も 70%、71%と同程度
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になったことから、ATP 条件下で運動している分子は、センス鎖とアンチセンス鎖

が 1分子ずつハイブリした分子であることを示している。 

なお、運動中の分子の中には、FRET 効率が低いものが見られた(16% = 

25/156 分子)。これは、Cy5 が退色したか、暗状態であるか、あるいはセンス鎖同

士でハイブリしている分子と考えられる。しかし、蛍光強度の解析から、センス鎖

同士でハイブリしている分子である可能性は低いと考えられる。もしも、センス鎖

同士でハイブリしているのであれば、Cy3の蛍光強度は 1分子の 2 倍程度の強度を

示すはずであるが、Cy3 の蛍光強度分布では、Cy3 2 分子の明るさの分子の割合は

非常に少なかった(4% = 6/156 分子)。よって、ほとんどの分子は、正しくセンス-

アンチセンス結合しており、また、期待された螺旋構造を取っていると考えられた。 

続いて、FRET効率からDNA両端距離を見積もった。10 bpについては、FRET

効率 70%という結果から、4.5 nm 程度と推定される。一方、DNA二重鎖が直径 2 nm

の螺旋構造をとっていると仮定すると、色素間距離はおおよそ 4 - 4.5 nm と想定さ

れ(図 1-7参照)、FRET 効率は 70-80%になると予想される。Cy5 側に Cy3の蛍光が

5%程度漏れるため、実際の FRET 効率は測定値 70%よりも若干低くなる(=距離見

積もりが長くなる)が、色素自体が大きさをもつことを考慮すると、実験結果は想定

される構造をほぼ反映したものだといえる。6 bp と 15 bpのコンストラクトについ

ても同様の方法、条件で運動中の分子の FRET 効率を計測し、DNA二重鎖両端の距

離を定量した。ただし、15 bp は運動している分子が少なかったため、変位の有無

に関わらず 10 frame(= 0.5 s)以上滞在したものについて測定した。その結果、FRET

効率は K336CLM 333_6bp では 92%、K336CLM 333_15bp では 43%となった(図

2-19)。FRET 効率から算出される色素間距離は 6 bpでは 3.2 - 3.3 nm、15 bpでは

5.2 - 5.3 nm となり、想定される距離とおおよそ一致した。以上から、15 bp 以下の

短い DNA に関しては、両端に結合させた色素間の FRET 効率が、構造から期待さ

れる値とほぼ一致したことから、正しい構造を取っていると判断した。 

 

2-4-2-3) ATP加水分解による運動の確認 

 

514 nm レーザーで励起、10 frame/sで撮影し、ATP 1 mM下で運動速度と連

続歩行距離を定量した結果、K336CLM 333_6bp は、速度：308±68 nm/s、歩行距

離：376 nm、K336CLM 333_10bp は、速度：236±64 nm/s、歩行距離：250 nm、

K336CLM 333_15bpは、速度：37±50 nm/s、歩行距離：115 nm となった(図 2-20)。

さらに、K336CLM 333_6bp と K336CLM 333_10bp について運動速度の ATP濃度

依存性を調べると、図 2-21 のようにミカエリス・メンテン型の振る舞いを示し、

Kmが野生型キネシンと同程度になったことから、ネックリンカー伸長型 DNA二重

鎖-キネシンの運動はキネシンの ATP加水分解によるものであることが確認できた。 
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2-4-3) DNA二重鎖-キネシンにおける頭部間距離 

 

過去の研究では、頭部間距離を変えるために、変異体を用いアミノ酸ペプチ

ドをネックリンカーとコイルドコイルの間に挿入する、という手法が用いられてい

る。一方、本論文で用いた DNA二重鎖-キネシンは二つのキネシン頭部の間に DNA

を挿入することによって頭部間距離を変えているが、DNAとアミノ酸の性質の違い

により、頭部間距離の分布は大きく異なる。ここでは、DNAを硬い棒、アミノ酸鎖

や DNA~蛋白質間の炭素鎖リンカーをバネと考えたモデルを仮定し、アミノ酸のみ

挿入した polyG 変異体と DNA 二重鎖-キネシンの頭部間距離の分布の違いを算出し

た。 

 

2-4-3-1) DNAの力学的特性 

 

ここでは、DNAの引っ張り、曲げ、ねじりに対する力学的特性を考える。 

まず、引っ張りに対する特性については、過去に光ピンセットを用いた研究

が行われている。これらの研究により、DNAの弾性係数はおおよそ 1000 pN (Wang 

et al., 1997)と非常に硬いことがわかっている。しかし、最近の研究で、より長い場

合には現在考えられているよりも弾性がある可能性があることが示唆されている

(Mathew-Fenn el al., 2008)。この論文では、DNAの両端距離を X線小角散乱(SAXS)

を用いて測定したところ、平均的な両端距離は DNAの塩基数の増加に比例して大き

くなったのに対し、両端距離の分布は想定されていたものより広く、塩基数に対し

て二乗に比例して大きくなることがわかった。10 bpくらいまでの短い DNAであれ

ば、従来の DNAは硬い棒であるという考え方が適応できるが、より長い DNAにつ

いては成り立たないことが示唆された。例えば、35 bpの DNAでは分布の標準偏差

が従来のモデルと比較して 10倍になってしまう。そのため、20 – 40 bpの長い DNA

を扱う場合は注意が必要であるが、2-6)で張力の詳細な見積もりを行なった 15 pb

以下の短い DNAについては、本研究では硬い棒であるとみなした。 

次に曲げについて、曲げ特性については Persistence length というパラメー

タを確認した。DNAは、Persistence Length が 50 nm(= 143 bp; Bustamante et al., 

1994)であり、ポリグリシン鎖(lp = 0.8 nm; Sahoo et al., 2006)やペプチド鎖の中で

は比較的硬いポリプロリン鎖(lp = 4.4 nm; Schuler et al., 2005)と比較して硬い構造

であると考えられる。実際、本研究で用いた 6 – 40 bpの DNAにおける両端距離を

考えると、Worm-Like Chain モデル(詳細は 2-6参照)による計算から曲げによる距離

の変化量は 1%以下であることから、本研究で用いた 40 bp以下の DNA二重鎖は硬

い棒とみなした。 
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最後にねじりについて考えると、DNA とキネシンを接続している炭素鎖が

C-C の単結合であることから、ねじり方向の自由度が非常に高い。そのため、微小

管に結合している頭部を起点とした、浮いている頭部のねじり方向の自由度につい

ては、特に考慮する必要はないと考えられる。(DNA のねじり方向の変形について

は、Hayashi and Harada 2007; Strick et al., 1999)  

 

2-4-3-2) ポリペプチド鎖とリンカーの力学的特性 

 

polyG はポリペプチド鎖が挿入されている。ポリペプチド鎖は、特異的な結

合がなければ溶液中ではランダムチェーン構造をとると考えられることから、力学

的にはエントロピー弾性をもったバネと近似できる。そのため、polyG の挿入部位

は、2 つのバネをつないだものとみなせる(図 2-22A)。それに対し、DNA 二重鎖-キ

ネシンは DNA および DNA と蛋白の間のリンカーが挿入されている。リンカーは、

DNA マレイミド化の架橋剤として EMCS を使用した場合を考えると、C12 の炭素

鎖である(図 2-1参照)。炭素鎖はポリペプチド鎖と同様にエントロピーバネと近似で

きることから、ネックリンカー伸長型の挿入部位は硬い棒の両端にバネがつながっ

たものとみなせる。 

 

2-4-3-3) 挿入部位の末端間距離見積もり 

 

以上の特性に基づいて20 bpのDNAのネックリンカー伸長型に挿入される部

位(CH2)12 + 20 bp DNA + (CH2)12の末端間距離を計算するために、ここでは以下のよ

うな簡単なモデルを仮定した。 

・C-C結合は正四面体則に従い、trans、gauche x2 の 3状態しか取らない(図

2-22B)。DNAの両端と Cの間も同様 

・trans、gauche+、gauche-は等確率で発生する 

・DNAは長さ 6.8 nmの剛直な棒と仮定し、ねじれ、引っ張り、曲げに対する

変形は考慮しない 

この仮定の下、Monte Carlo 法により、末端間距離の分布を求めたところ図 2-22C

のような分布となり、平均距離は 7.0±0.5 nm となった。この分布は、正規分布に

近い分布であるが、最小値と最大値(すぺての C-C 結合が trans をとった場合)をも

っており、狭い範囲の長さしかとれないことがわかる。ただし、実際にはリンカー

は炭素鎖だけでなく、Dockにより頭部と結合していないペプチド鎖もバネとして寄

与するため、分布はこの仮定とは異なる。しかし、DNAの長さを中心とした分布で、

分布の幅がリンカー(炭素鎖＋ポリペプチド鎖)で決まる、という考え方は同じであ

る。2-6)の張力見積もりにおいては、より厳密な見積もりを用いた。 
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一方、ポリペプチド鎖の末端間の平均距離は以下の式で表される(Rice et al., 

2003)。 

NLCL  0                        (2-13) 

C:係数(ペプチド鎖の場合は 2), L0:セグメント長(= 0.35 nm), N:アミノ酸数 

 

この式より平均距離が 7.0 nm となるには 100 残基必要であることがわかる。ポリ

ペプチド鎖の末端間距離の分布が正規分布になると仮定すると、100 残基のポリペ

プチド鎖の分布は図 2-22Cのようになり、DNAの場合と比較して幅広い分布になる。

この点が、polyG とネックリンカー伸長型 DNA 二重鎖-キネシンの最も大きく異な

る点である。 

 

2-4-3-4) 片足状態における浮いた頭部の拡散範囲 

 

この分布がキネシンの運動性能にどのような影響を与えるかを考える。DNA

の先に、直径 5 nm のキネシン頭部がついているとすると、DNA のねじれ角は 3σ

の範囲が±135度程度(cf. C-C結合の trans型とgauche型の角度差は120度)であり、

また、回転軸の緩和時間は 15 ns程度であることから、ねじれ回転軸の自由度は保

証されていると考えられる(Hayashi and Harada 2007)。よって、ネックリンカー伸

長型の片方の頭部が微小管の-tubulin に結合している時、他方の浮いている足が拡

散により拡散しうる範囲を二次元平面上に表示すると、図 2-23Aのように、結合す

る頭部を中心としたドーナツ状の領域になる。 

ただし、頭部の拡散可能な範囲を考える際には、DNAリンカーと頭部の間に

ネックリンカーに相当するポリペプチド鎖が残っており、その分だけ頭部間距離の

分布は挿入部の末端間距離の分布より広がることを考慮する必要がある。また、2-5)

で論じるように、dock状態と呼ばれる状態において、ネックリンカーは前方に向か

って頭部と結合させ、レバーアームのように浮いた頭部の位置を前方へシフトさせ

ることが知られている。例えば 337 のようにネックリンカーの先で接続した DNA

二重鎖-キネシンの場合、微小管に結合した頭部が dock 状態を取ると、ランダムチ

ェーンの末端位置が前方へシフトすることから、頭部の拡散範囲の中心も前方へシ

フトすると考えられる。同時にフリーペプチド鎖が短くなるため、拡散範囲の幅(ド

ーナツの幅)は小さくなる。一方、浮いた頭部のネックリンカーは頭部へ結合してい

ないことから、フリーのペプチド鎖として振る舞うと考えられる。 

これらの仮定に基づき、片足状態において浮いた頭部の到達できる範囲、お

よびそれから予想される運動を考える(図 2-23B)。野生型キネシンのように前方へ歩

行する際は、浮いている頭部は拡散範囲内にある-tubulin にのみ結合すると考えら
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れる。DNAが比較的短い時は、範囲内にひとつ先の-tubulinが存在し、普通のキネ

シンのように 8 nmごとに歩けると考えられる。拡散範囲の幅(ドーナツの幅)は DNA

と頭部の間のリンカーとポリペプチド鎖によって決まるので、DNAが長くなった場

合は、拡散範囲の幅は広がらず半径のみが大きくなる。ある程度長くなると、ひと

つ先の-tubulinが拡散範囲から外れるが、この時、浮いた頭部は結合できる-tubulin

がないため、次の一歩が踏み出せず歩けなくなってしまうと予想される。さらに長

くなると、ふたつ先の-tubulinが拡散範囲に入ってくることから、一歩飛ばしで(16 

nmごとに)歩けるようになると考えられる。 

 

2-4-4) 走行性能比較による距離見積もりの妥当性検証 

 

2-4-2)で 6 – 15 bp のコンストラクトに関して観察された運動の変化は、頭部

間距離の変化に対応していると考えられる。一方、それを確認するために、DNAの

長さと DNA-キネシンの運動性能に関してさらに詳細に調べた。 

6 – 15 bpの DNA-キネシンでは、FRET を起こした分子をダイマーと見なし

て測定を行なったが、20 bp(= 6.8 nm)以上では、DNA両端の Cy3と Cy5がほとん

ど FRET を起こさないと考えられることから、Cy3 と Cy5 を同時に励起し、Dual 

Viewで観察して、輝点の位置が一致したものをダイマーと見なして測定した。フレ

ームレートは 30 fpsで、励起強度は 6 – 15 bp で FRET を観察する場合は 514 nm

レーザーのみ、20 bp以上は 514 nm レーザーと 635 nm レーザーで同時励起した。

2-5)や 2-6)で運動評価を行なった際も、特に記載がない限りは同様の条件で観察し

ている。コンストラクトとしては、6 – 40 bpの DNAを K336CLM337Cに標識した

ものを用いた。 

15 – 40 bpのコンストラクトを観察したところ、18、20 bpでは連続的に運

動する分子はほとんど見られなかったが、22 – 25 bpでは少数ながら連続歩行する

分子が観察された。さらに DNAを長くして 30 – 40 bpにすると、再び運動する分

子はほとんど見られなかった(図 2-24A)。運動性能の定量化をする上で、運動する分

子数が少なく歩行距離も短いために、運動速度と連続歩行距離での運動性能の比較

は難しいことから、ここでは指標として、2-3-3)で導入・検証した運動確率を使っ

て運動性能の比較を行なった。6 – 40 bpのコンストラクトについて運動確率を計測

したところ、 

①6 – 15 bp にかけては、DNA長が長くなるにつれて運動確率が減少する 

②18 – 20 bpでは運動確率は 1%以下でほとんど動かなくなる 

③22 – 25 bpで再び運動確率が 5%程度まで上昇 

④30 – 40 bpでは運動確率 1%以下。 

という傾向が見られた(図 2-24B)。①の 6 – 15 bp では、浮いた頭部が 1 つ先の
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-tubulin に到達していると考えられるのに対し、③の 2 つ目のピークは、2 つ先の

-tubulin に到達している一歩飛ばしの歩行に対応していると推定される。1 つ先の

-tubulinは 8 nm、2つ先は 16 nm 先にあることを考慮すると、2つ目のピークは 1

つ目のピークの 8 nmより長い DNAになると考えられる。図 2-24Bの曲線のトレン

ドから見て、1つ目のピークは 6 bp(2 nm)より短い DNAで表れる可能性が高いこと

から、2つ目のピークでの DNA長が約 8 nm であるのは妥当な結果であると考えら

れる。 

それを踏まえた上でコンストラクトの頭部間距離に注目すると、①や③での

頭部間距離は、キネシンの浮いている頭部が前方の-tubulin に到達するのに適正な

距離であると考えられる一方で、②では 8 nm先の-tubulinに到達するには長すぎ、

16 nm 先の-tubulinに到達するには短すぎることから、浮いている頭部が次の結合

サイトに到達することができず、運動できないと解釈できる。つまり、2-4-3-4)で仮

定した通り、DNAを用いたネックリンカーの伸長により、浮いた頭部の拡散範囲が

一定の範囲内に制限できていると考える。また④は 16 nm 先の-tubulin に到達する

には長すぎることから再び運動できなくなる、と考えられる。 

DNA 長変化と運動性能変化の相関から、DNA 二重鎖-キネシンの頭部間距離

はほぼ狙い通りに制御できている、ということが確認できた。 

 

2-4-5) 連続歩行距離と運動確率の整合性検証 

 

キネシンの運動性能評価によく使われる指標として運動速度と連続歩行距離

の 2 つがあるが、運動確率は速度より歩行距離と相関の高い指標であると考えられ

る。それを検証するため、337 接続の DNA 二重鎖-キネシンの運動速度と連続歩行

距離を測定し、運動確率との相関を調べた。解析には運動確率と同様に 30 fpsで撮

影した画像を使用し、5 frame(= 167 ms)以上滞在し 2 pixel(= 160 nm)以上変位した

分子について計測を行なった。 

337の比較的運動確率が高い 6, 7, 8, 10, 15, 25 bpのDNA二重鎖-キネシンに

ついて、運動速度と連続歩行距離および滞在時間の定量を行なった(図 2-25)。次に、

3 つの指標と運動確率の相関を見たところ、速度とは相関が見られなかったのに対

し、歩行距離・滞在時間とは正の相関が見られた(図 2-26)。このことから、運動確

率は DNA 二重鎖-キネシンの連続歩行距離を反映した指標であることがわかった。

また、DNA 長と速度および歩行距離の関係を見ると、DNA 長が長くなるほど歩行

距離が短くなるが速度はほとんど変化しないことがわかる。これは、DNA長を長く

したことによる DNA 二重鎖-キネシンの両頭部間の張力の緩みが、歩行距離により

効いているということに相当していると推定される。頭部間の張力と DNA 二重鎖-

キネシンの運動については、2-6)で詳細に議論する。 
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2-5) 結果①：ネックリンカーの機能切り分け 

 

本セクションでは、2-1-1)で説明した、ネックリンカーが有する 2 つの機能

である「docking による前方への位置シフト」および「頭部間張力による結合/解離

の制御」の運動への寄与を切り分けて評価することを目指した。キネシン頭部のさ

まざまな場所を接続できるという DNA 二重鎖-キネシンの特徴を生かして、接続場

所によって 2 つの機能の有無の異なる 4 タイプのコンストラクトを作製した。各コ

ンストラクトの運動性能を比較することにより、2 つの機能のキネシンの運動に対

する寄与を評価することができ、「dockingによる前方への位置シフト」は運動に必

須であること、「頭部間張力による結合/解離の制御」は運動自体に不可欠とはいえ

ない一方で、効率的に連続歩行するためには必要であることが示唆された。 

本セクションでは、まず 2-5-1)でコンストラクトの分類について説明する。

2-5-2)～2-5-5)にてコンストラクトの評価結果について説明し、2-5-6)でそれらの結

果を総括し、そこから推測されるキネシンの運動メカニズムについて述べる。 

 

2-5-1) 2つの機能の有無によるコンストラクト分類 

 

DNA二重鎖-キネシンの DNAを標識する部位によって、コンストラクトを以

下のように分類した。各標識部位の位置は、図 2-27に示した。 

 

①dockingあり x 頭部間張力あり 

→ネックリンカーの末端、あるいはネックリンカーの途中で標識したもの 

 標識部位：337, 333, 328 

②dockingなし x 頭部間張力あり 

→ネックリンカーの根元で標識したもの 

標識部位：324 

③dockingあり x 頭部間張力なし 

→N末付近で標識したもの 

標識部位：2, 7 

④dockingなし x 頭部間張力なし 

→頭部を直接標識したもの 

標識部位：23, 43, 101, 215 

 

①、②はキネシン頭部のネックリンカーを介した接続に相当する。docking

状態の時、ネックリンカー(324 - 336の 13残基)は前方に向かって頭部と結合する

ことにより、レバーアームのように浮いた頭部の位置を前方へシフトさせるが、ネ
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ックリンカーの先端である 337を接続した場合は、位置シフト量は野生型とほぼ同

等になると考えられる(図 2-27B)。一方、324はネックリンカーの根元になることか

ら、ネックリンカーを介した頭部間張力は野生型や 337と同様にかかっているもの

の、dock状態でも前方への位置シフトがほとんどないと考えられることから②に分

類した。ネックリンカーの途中である 333, 328 を接続した場合は、337と同様、前

方への位置シフトがあるものの、シフト量は、ネックリンカーの根元から接続場所

までの距離の分だけであることから、①に相当するが 337よりは②に近い条件であ

ると考えられる。 

N 末に関しては、結晶構造(PDB:1BG2)の検証結果からネックリンカーが

undockの状態においては、N末付近の配列(N末 - 10付近) はネックリンカーから

解離しているのに対し、結晶構造解析(PDB:1MKJ)や分子動力学シミュレーション

(Hwang et al., 2008)から、dock状態(図 1-2参照)では N末付近は-sheet構造をと

りネックリンカーに結合していると推定される。よって、N 末接続では、ネックリ

ンカーを介したコミュニケーションはないものの、dock状態において前方への位置

シフトは存在していると考えられることから、2, 7 は③に相当するとみなした。ネ

ックリンカーでも N末でもない頭部の途中の場所(23, 43, 101, 215)で接続したコン

ストラクトは④に相当する。 

本論文において、①、③のコンストラクトの位置シフト量は、結晶構造(1MKJ)

における 324 からの進行方向での距離を算出して用いた。ただし N 末については、

dock状態でも N末(1 - 8)全部が頭部と結合しているわけではなく、根元に近い側半

分(4 - 8)だけが結合している。そのため、2については、324と 4の間の距離(1.9 nm)

を位置シフト量とした。具体的には 2, 7, 328, 333, 337 についてそれぞれ 1.9 nm, 1  

nm, 2 nm, 3.1 nm, 4.2 nm として計算した。 

コンストラクトとしては①~④いずれも K336CLM 337C に DNA を標識した

ものを用い、運動性能を比較する指標として主に、2-3)で説明した運動確率を用い

た。DNAが程よい長さでないと、そもそも前方の結合サイトへアクセスできなかっ

たり、頭部間張力が働かなかったりするため、各接続場所において 6 – 30 bp(①、

②は 40 bpまで)のコンストラクトの運動確率を測定し最適なDNA長を調べた上で、

接続場所の比較を行なった。 

 

2-5-2) dockingあり x 頭部間張力あり 評価結果 

 

337 については 2-4-4)および 2-4-5)にてすでに運動評価を行なっていること

から、ここでは 333, 328 の運動性能の評価を行なった。333の運動確率の変化を見

たところ、337の場合と同様に 6 bpをピークとして 20 bpまでは確率が単調に低下

し、25 bp で少し運動確率が上がった後、30 – 40 bpは再び動かなくなるという傾
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向が見られた(図 2-28A 中段)。一方、328 は 6 bp ではあまり動かなかったものの、

7 bpで運動確率が上昇し、8 – 15 bpまでは単調に減少して 20 bp以上はほとんど動

かなかった(図 2-28A下段)。 

一方、337, 333, 328 の各コンストラクトにおける運動確率のピークを比較す

ると、337 では 43%＠6 bp だったのに対し、333 では 28%＠6 bp、328 では 24%

＠7 bpと、接続場所がネックリンカーの根元に近づくにつれ、ピークの運動確率は

下がった。これは、ネックリンカーによる位置シフト量が大きいコンストラクトが

運動確率が高くなる、つまり連続歩行距離が長いことを示しているのではないかと

考えられる。 

328 において見られた運動確率のピークについて考察する。位置シフト量が

比較的大きい 337や 333 では、6 bpのような短い DNAでも浮いた頭部が 8 nm 先

にある 1つ前方の-tubulin に届くことができる。しかし、328は 337や 333と比較

すると前方へのシフト量が小さいことから、DNAが短すぎると浮いた頭部のアクセ

ス範囲(2-4-3-4 参照)が小さいために次の結合サイトに到達できず、運動できないの

ではないかと考えられる。一方、7 bp では頭部のアクセス範囲(ドーナツ半径)が大

きくなることから、次の結合サイトに届きやすくなり運動確率が上がると考えられ

る。一方、さらに伸ばすと、アクセス範囲には入っているのに関わらず運動確率は

下がっていってしまう。この原因については、2-6)で議論する。 

 

2-5-3) dockingなし x 頭部間張力あり 評価結果 

 

前セクションで、接続場所をネックリンカーの根元に近づけ、前方へのシフ

トを小さくしたコンストラクトの運動を見たが、本節では、接続場所を根元(324)

までもってきて、シフトがほぼないが、ネックリンカーを介した頭部間張力は働く

と考えらえるコンストラクトの運動性能を調べた。DNA長を 6 – 40 bp まで変えて

運動確率を測定したものの、どの DNAの長さでも運動確率は 1%程度以下とほとん

ど運動が見られなかった(図 2-28B)。 

一方、そもそも微小管に結合してから解離するまでの滞在時間が短かったこ

とから、この結果だけでは、DNA二重鎖の立体障害によりネックリンカーの docking

や頭部の微小管へのアクセスなどが阻害されている可能性が否定できない。一方で、 

- 野生型キネシンにおいて 324 に Cy3 や Cy5 といった 1 nm ほどの大きさのあ

る蛍光色素を標識しても運動性能に変化がない 

- 324と 337に DNAを標識した 2つの DNA-キネシンをハイブリさせた、ヘテロ

DNA二重鎖-キネシンが一方向運動を示した(詳細は 2-6-3参照) 

といった他の検討結果を考慮すると、DNAの接続そのものが運動性能に影響を与え

ている可能性は排除できるのではないかと考えられる。 
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2-5-4) dockingあり x 頭部間張力なし 評価結果 

 

キネシン頭部の N末付近の配列は、結晶構造解析や分子動力学シミュレーシ

ョンの結果から、undock状態ではネックリンカーから解離しランダムコイル状態で

あり、dock状態では頭部前方を向いてネックリンカーに結合していると推定されて

いる。そのためネックリンカーを接続した場合と同様、N末をつないだ DNA二重鎖

-キネシンも前方へのバイアスがあると考えられる。N末付近の接続場所として 2と

7を用いたが、dock状態の結晶構造を見ると N末により近い 2の方が前方に位置し

ていることから、よりバイアスが大きいと考えられる(結晶解析の結果からは、前方

への位置シフト量が 2は約 2 nm、7は約 1 nm と推定される)。 

まず、6 – 30 bp のコンストラクトの運動確率を評価したところ、2,7とも 6 – 

10 bpの短いところでは運動が見られなかったが、15 – 18 bp付近で運動が見られ、

20 bp より長いところでは再び運動が見られなかった(図 2-29)。運動確率のピーク

付近を詳しく見ると、2では 15 – 18 bpで運動が見られ、ピークが 16 – 18 bpの間

くらいであると推定されるのに対し、7 では運動が見られたのは 18 bp だけであっ

た。2, 7 ともピークの 18 bp においても、運動確率は約 5%程度と低く、速度も

150-200 nm/sと低かった(K336CLM 2_18bp が 167 nm/s、K336CLM 7_18bp が 192 

nm/s)。 

そこで、これらの運動が一方向の運動であるのかをより詳細に解析するため、

変位解析と平均二乗変位解析を行なった。コンストラクトとしては確率ピークであ

る K336CLM 2_18bpおよび K336 7_18bpを用いた。まず、変位解析を行なったと

ころ、共に一方向に偏った分布が見られた(図 2-30)。続けて平均二乗変位解析を行

なったところ、2では k = 1.93と係数がほぼ 2に近くなったが、7では k = 1.53と 1

と 2 の中間くらいの値になった(図 2-31)。この結果から、少なくとも 2 に関しては

一方向に運動していると結論付けられ、ネックリンカーを介した頭部間張力が働か

なくてもキネシンは一方向の運動が可能であると考えられる。一方、平均二乗変位

の結果から、7 の運動の一方向性は結論付けられなかった。2 と 7 でこのように結

果の差が生じたのは、7 の前方へのシフト量の小さいことから、浮いた頭部が後方

の-tubulin にアクセスする確率が無視できず、後方へのステップが時々生じている

ためではないかと考えられる。 

 

2-5-5) dockingなし x 頭部間張力なし 評価結果 

 

本節では、docking による前方へのシフトも頭部間張力による結合・解離の

制御もないと考えられる DNA 二重鎖-キネシンの評価を行なった。キネシンの頭部
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で、前方への位置シフトも、ネックリンカーを介した張力も働かないと考えられる

接続場所を考えると、ネックリンカー周辺ならびに N 末以外の場所であればよい。

しかし、ヌクレオチド結合部位に近い場所やネックリンカーが dockする際に相互作

用する部位に近い場所を接続場所として選ぶと、キネシン頭部モノマーの ATP加水

分解活性自体に影響を与えてしまう可能性がある。また、微小管に結合した時に微

小管に近い場所を選んでしまうと、ダイマーになった時に、標識した DNA が DNA

二重鎖-キネシンの運動の立体的障害になってしまう可能性が考えられる。そこで、

それらを避けた(キネシン頭部を足に例えた場合)かかとにあたる部位(23, 43)、つま

先にあたる部位(215)、ならびにキネシン頭部の頂上付近(101)を接続場所として選

んだ。 

まず、本研究にて新たに導入したシステイン導入部位の評価を行ない、DNA

接続そのものが運動に影響を与えないことを確認した。続いて、運動確率や変位・

平均二乗変位を行ない、いずれの DNA 二重鎖-キネシンも一方向運動しないことを

確認した。 

 

2-5-5-1) システイン標識部位の確認 

 

本セクションで使用した標識部位のうち、2, 7, 43, 215, 324, 328, 333, 337

については、システイン置換および蛍光色素の標識によるキネシンの活性への影響

はないことが過去の文献によって示されている(Rice et al., 1999; Tomishige et al., 

2006; Mori et al., 2007)。一方、今回新たに導入した部位である 23, 101に関しては、

システイン置換および DNA標識がキネシンの活性に影響を及ぼす可能性がある。そ

の場合、DNA 二重鎖-キネシンの活性低下が見られた時に、それが標識によるもの

なのか、キネシンのメカニズムが阻害されたことによるものなのかを結論付けるこ

とができない。そこで 23 と 101 残基のシステイン置換および標識によるキネシン

活性への影響を調べた。 

コンストラクトとしては K490CLM 23//WT-ST ならびに K490CLM 

101//WT-ST を蛍光標識したものを用いた。蛍光プローブとして Cy3や Cy5のよう

な有機色素ではなく、数 nm～十数 nm の大きさをもつ Qdot を利用した。これは、

直径 2 nm で長さが 2 – 14 nm になる DNAがキネシン頭部に標識されていると歩行

の立体的な障害になる可能性があるが、DNA 以上に大きな Qdot 標識によりこの立

体障害の有無を評価できると考えられたためである。Qdotの標識方法としては、ま

ずキネシンにマレイミド基を用いて biotinを標識し、その後表面に Streptavidin が修

飾された Qdot を混ぜ合わせた。Qdot は蛍光波長のピークが 655 nm となる

Qdot655(#Q10121MP, Invitrogen 社)を利用し、励起波長 635 nm で観察した。 

ATP 1 mM における速度を調べたところ、23//WT-ST は 499±59 nm/s、
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101//WT-ST は 472± 58 nm/s (測定数はそれぞれ N = 25, 23)となり、

215//WT-ST(502±75 nm/s)や野生型キネシンのコイルドコイルを標識した

K490CLM 416C(514±52 nm/s)とほぼ同等の結果となった。また、運動速度の ATP

濃度依存性を調べたところ、どのコンストラクトもミカエリス・メンテン型を示し、

Vmaxや Kmも 416や 215標識のものとほぼ同等となった。これらの結果から、23, 

101 をシステイン置換および蛍光標識したことによるキネシンの活性への影響は少

ないと考えられる。 

 

2-5-5-2) 運動性能評価 

 

DNAとキネシンの間のリンカー分まで考慮すると、DNA長がおおよそ 6 – 8 

nm(塩基数では 20 – 25 bp 付近)の時に動く可能性が高いと考えられることから、各

コンストラクトについて DNAの長さを 15 – 30 bpまで変えて運動性能を確認した。 

43 や 215 ではほとんど運動が見られず、運動確率も全 DNA 長で 1%以下と

低かった。一方、23 や 101 は 15 – 20 bp で双方向と思われる運動が見られた(図

2-32A)。これらのコンストラクトの運動確率については従来の解析方法では定量で

きないが、運動しやすさを大まかに定量する目的で以下のように運動する分子数を

カウントした。 

①途中で変位方向が変わったものは除外し、微小管結合から解離まで一方向に動

いた輝点のみをカウントした。 

②どちらの方向に進んだものも運動したものとみなした。具体的には、各微小管

で二方向に進むものを別々にカウントし、あとで合計した。 

その結果、15 – 20 bpで 1 - 2%程度と、43, 215 と比べるとやや運動確率が高かっ

た(図 2-32B)。なお、二方向に進む分子を各微小管で別々にカウントしたが、両方向

に進む分子数に大きな違いは見られなかった。 

23と 101のふらふらした動きが方向性のあるものなのか、それともランダム

なものなのかは、運動の軌跡を見ただけで判別するのは難しい。そこで、定量的な

判断のため、変位解析ならびに平均二乗変位解析を行なった。まず、23と 101の変

位分布を見たところ、23・101 ともほぼ二方向の分布が均等になったことからはっ

きりとした方向性のない運動であることがわかる(図 2-33)。ただ 101 の分布を細か

く見ると、やや＋端方向に偏っているように見えるが、この結果だけでは有意に＋

端方向への偏りがあるかどうか結論づけるのは難しいと考えられる。そこで続けて、

平均二乗変位分布の解析を行なった。その結果、23では k = 1.24、101では k = 0.84

と 1 に近い係数となったことから、23・101 の動きは方向性のないランダムな運動

であると考えられる(図 2-34) 
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2-5-6) 結果まとめ 

 

図 2-35A に、本章で用いた各コンストラクトの運動確率の違いをまとめた。

ここで示した運動確率は、各接続場所で DNA長を変えた時に最も高かった運動確率

である。また図 2-35Bには、図 2-35Aの各コンストラクトの dockingによる位置シ

フト量と運動確率の関係を表わした。なお、位置シフト量は前述の通り、結晶構造

(1MKJ)における 324からの進行方向での距離を算出し、頭部途中で接続したものは

ゼロとした。これを見ると、頭部間張力の有無に関わらず、位置シフト量が小さい

と運動確率が 0 に近く、大きいほど運動確率が高い傾向がわかる。23 や 101 など、

位置シフト量が 0 でも運動確率が数%のものが一部存在するが、これらは方向性の

ないふらふらとした運動であることから、一方向性の運動性能については位置シフ

トが運動に必須であることが示された。 

一方、ネックリンカーを介した頭部間張力については、N末を接続した DNA

二重鎖-キネシンにおいても一方向運動が見られたことから、運動に必須なメカニズ

ムではないと考えられる。しかし、同程度の位置シフト量の 328 と 2、7 を比較す

ると、328 の運動確率が明らかに高かったことから、ネックリンカーを介した張力

が一方向性の運動を促進するファクターであり、キネシンがその運動能力を発揮し

効率的に運動するためには不可欠な機能であることが示された。そのメカニズムに

ついては、2-6)で詳細に検証する。 
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2-6) 結果②：頭部間張力の運動への寄与 

 

2-5)では、ネックリンカーを介した頭部間張力が効率的な運動に重要である

ことを示したが、この節では頭部間張力を定量化することにより、頭部間張力がキ

ネシンの歩行を制御するメカニズムのより詳細な解明を目指した。具体的には、頭

部間張力が運動速度と連続歩行距離のどちらに影響するかを見ることで、「促進モデ

ル」と「抑制モデル」のいずれが歩行中に機能しているのかを検証した。 

本研究では、光ピンセットなどを用いてキネシンに直接張力を与えるという

アプローチをとらず、DNA-キネシンの DNA 長や接続場所を変えたコンストラクト

を作製することにより、間接的に張力を変化させている。まずは DNA 二重鎖-キネ

シンの構造をモデル化し、Worm-like Chain(WLC)モデルを仮定して張力の見積もり

を行なった。さらに、328 を異なる 3 つの炭素鎖リンカーで接続した DNA 二重鎖-

キネシンを用いて、docking による位置シフト量を変えずに、頭部間張力のみを変

えて運動性能を評価し、頭部間張力が運動速度よりも連続歩行距離に影響すること

が確認できた。この結果は抑制モデルを支持している。 

さらに、頭部のさまざまな場所を接続したヘテロな DNA 二重鎖-キネシンの

運動性能を評価し、キネシン頭部のネックリンカーだけでなく頭部後方も張力を検

知できる可能性があることを示した。 

 

2-6-1) 頭部間張力見積もり 

 

本節では WLC モデルに基づいた DNA 二重鎖-キネシンの頭部間張力の定量

化手法について説明する。DNA 二重鎖-キネシンの構造的な特徴を踏まえ定量化に

必要な各パラメータを仮定し、片足状態において微小管と結合していない浮いた頭

部が次の結合サイトにアクセスする確率、および両足状態でネックリンカーにかか

る張力の見積もりを行った。さらに、それらを通して、従来のポリペプチド挿入変

異体との差異についても説明する。 

なお、2-4)でも頭部間距離および浮いた頭部の拡散範囲を見積もったが、異

なる点としては、①WLCモデルを用いたこと、②DNAと DNAリンカーだけでなく

フリーのペプチド鎖も加味したこと、③結晶解析結果をもとに拡散中心をより厳密

に考慮したこと、である。 

 

2-6-1-1) 両足状態における頭部間距離 見積もり 

 

片足状態におけるアクセス確率・両足状態における頭部間張力は共に、両足

状態の時の頭部間距離と、DNA 二重鎖-キネシンの接続部の長さの兼ね合いで決ま
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る。WLCモデルで接続部の長さの分布の定量化を試みるが、張力見積もりにおいて

は両足状態の時の頭部間距離を正しく見積もることも重要となる。まずは、過去の

結晶解析の結果から、両足状態における頭部間距離を見積もった。 

キネシンは頭部のヌクレオチド結合状態によって構造が大きく変化すること

から、まずは歩行中の両頭部の構造の仮定をおいた。過去の結晶構造解析の研究結

果(Sindelar et al., 2002; Kull et al., 1996; Turner et al., 2001)から、キネシン頭部に

は少なくとも安定な状態が「dock 状態」「undock 状態」「ヌクレオチドが頭部に結

合していない状態(以降φ状態と記述する)」の 3つあると考えられている。Dock状

態はネックリンカーが頭部の前方に結合した構造であり、ADP もしくは

AMPPNP(加水分解しない ATPアナログ)が頭部に結合した場合の結果が報告されて

いる。一方、undock 状態は ADP が頭部に結合しているが、ネックリンカーが頭部

に結合しておらず、ネックリンカーの根元を起点に自由に拡散している状態である

(図 2-36A)。本研究では、まず ATP 状態では dock 状態(PDB:1MKJ)をとると仮定し

た。ADP状態では dock状態も undock状態も結晶構造で得られていることから、お

そらく 2 つの状態を動的に行き来しているのではないかと推測できる。しかし、ク

ライオ電顕の結果(Rice et al., 1999)や EPRの結果(Rice et al., 1999; Sindelar et al., 

2002)から、我々は ADP結合状態では undock状態が支配的であると仮定した。 

一方、φ状態については過去に報告がない。分解能の低いクライオ電顕での

結果(PDB:2P4N)を見ると、全体的な構造は dock 状態よりも undock 状態に近い。

しかし、分解能が不足しているため、ネックリンカーの位置は不明瞭である。他の

キネシンファミリーであり、ペプチド鎖の中間部分にモータードメインをもつ KinI

ではφ状態の結晶構造が報告されているが(PDB:1RY6)、この結晶において KinI の

ヌクレオチド結合部には Sulfate が入っており完全に空の状態ではない。この構造も

全体的な構造は undock 状態に近いものの、ネックリンカーの位置は同じく不明瞭

である。さらに、微小管のマイナス端側に動くモーターである Kar3においても、ク

ライオ電顕の構造が報告されている(Hirose et al., 2006)。しかし、Kar3は微小管と

の結合で重要な役割を果たす4へリックスの構造が異なっているため、参考にでき

ない。以上の結果を踏まえて、我々は、φ状態では undock 状態の構造をとってい

ると仮定した。 

以上の考察から、両足状態での構造状態を、前方頭部は undock 状態、後方

頭部は dock状態をとると仮定し、2つの構造を前後に 8 nm ずらして配置した構造

から頭部間距離を見積もった。正確には、頭部に結合していないフリーの接続部の

根元を仮定し、両頭部の根元間の距離を頭部間距離とみなして測定した。距離は

DNA二重鎖-キネシンの種類によって異なる。 

例えば、324同士の接続については、頭部間距離は 8 nm になる。一方、ネッ

クリンカーや N 末で接続した DNA 二重鎖-キネシンについては、後方頭部が dock
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しているためネックリンカーが前方を向いて頭部に結合していることから、フリー

のペプチド鎖の始点は 324 よりも前方にシフトする。例えば 328 を接続した DNA

二重鎖-キネシンでは、dock状態では 324 - 328は頭部に結合し、328からリンカー

が伸びていることから、接続部でつなぐべき頭部間距離は 324 - 328の距離、つま

り前方シフトの分だけ短くなる。よって、頭部間距離は、(324 - 324の距離 － 位

置シフト量) となると考えた。位置シフト量の算出については、2-5)と同様、dock

状態の結晶構造(1MKJ)から計測した 324 と接続場所の間の距離を用いた。(具体的

なシフト量は 2-5-1参照) 

 

2-6-1-2) 浮いた頭部の結合サイトへのアクセス確率 [片足状態] 

 

まずWLCモデルに基づき、DNA二重鎖-キネシンの接続部の長さを定量化し

た。正確には、DNA二重鎖、DNA～キネシン頭部を接続するリンカー、頭部に結合

しないフリーのポリペプチド鎖の 3 つの構成要素からなる、頭部接続部分の全長を

定量化した。その後、両足状態の頭部間距離との相関から、結合サイトへのアクセ

ス確率を定量化した。 

DNA二重鎖-キネシンのDNAとキネシンの接続するリンカーは図 2-36Bのよ

うな構造になっている。DNAをキネシンに標識する過程としては、まず 3'末端にア

ミノ基を導入した DNAに対し、マレイミド基と活性エステルを分子の両端に持った

マレイミド化試薬を用いて DNAをマレイミド化した。さらにそれをキネシン表面に

あるシステイン内のチオール基と反応させて共有結合させた。DNAの 3'末端とアミ

ノ基の間には C-C単結合 6個分のスペーサーが入っており、マレイミド化試薬につ

いてもマレイミド基と活性エステルの間に C-C 単結合のスペーサーが入っている

(長さは使用する試薬によって異なる)ことから、DNAとキネシンの間は C-C単結合

でつながれていると考えてよい。 

炭素鎖のリンカーと(フリーの)ペプチド鎖はWLCモデルに従いエントロピー

的なバネとして振る舞うと仮定した。そのため、DNA 二重鎖-キネシンの力学的構

造としては、2つの頭部が硬い棒(DNA)とその両側にあるバネ(スペーサー)でつなが

れたものととらえてよい(図 2-36C)。モデルの単純化のため、DNA の両側にあるバ

ネは片側に寄っていると考え、合成したバネ部分の両端間距離の分布である確率密

度関数 P(r)を下記の(2.14)式を用いて求めた。 
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(2-14) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

r：分子鎖の両端距離 

P(r)：分子鎖の両端距離が rとなる確率密度関数 

L：Contour Length、分子鎖を伸ばした時の最大長 

lp：Persistence length、分子鎖に沿った角度についての相関長 

C：正規化するための定数 

 

なお、P(r)を計算する際に、1つの結合当たりの長さを炭素鎖では 0.13 nm、ペプチ

ド鎖では 0.34 nm と仮定した。また、「基準点」は頭部と結合していないフリーのペ

プチド鎖が始まる最初の残基のことを意味し、結晶構造から以下のように見積もっ

た。 

・C末(ネックリンカー)で接続した DNA-キネシンでは 

前方頭部(ADP結合状態、undock状態)：324 

後方頭部(ATP結合状態、dock状態)：332 

・N末で接続した DNA-キネシンでは 

前方頭部(ADP結合状態、undock状態)：9 

後方頭部(ATP結合状態、dock状態)：4 

・頭部の途中で接続した DNA-キネシンでは、接続場所や頭部の状態に限らず 

NAminoAcid=0 

本論文では、炭素鎖リンカー・ペプチド鎖共に persistence lengthを lp = 0.8 nm と

仮定して計算を行なった。正確に計算するためには、炭素鎖とペプチド鎖を分けて

計算する必要があり、またペプチド鎖も配列によって異なるはずであるが、本論文

では単純化のため lpはすべて同一の値を使用した。なお、ポリグリシン鎖、ネック

リンカー配列、ポリプロリン鎖の lpとしては、0.8, 1.4, 4.4 nm という値が報告され

ている。P(r)は本来 3 次元の確率密度関数であるが、本論文ではキネシンの 1 次元
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的な運動(前方または後方へのステップ)のみを扱うことから、確率密度関数を 1 次

元での表式(P(r)/4r2)に変換した(図 2-37中段)。 

さらに、DNA の長さも分布に加味した。r が正負の値を取るとして両側分布

のカーブにした後、全体の分布を DNAの長さ分だけ平行にシフトさせることにより、

DNA＋バネ部分の両端間距離の確率密度関数を計算した(図 2-37下段)。 

浮いた頭部の結合サイトへのアクセス確率については、アクセス完了後の両

足状態における頭部間距離において、確率密度関数がどれだけ高いかによって決ま

る。実際に確率を計算する際には、結合サイトの大きさを考え、その領域での積分

値が確率となるが、今回はその領域の幅を 0.1 nm と仮定した(図 2-38A)。領域の幅

で絶対値の大きさは変わるものの、コンストラクトによる確率の相違には変化はな

いことは確認した。 

図 2-38Bに、接続場所を 328とした時の見積もりの結果の例を示した。後方

頭部については 328まで頭部に結合していることから、バネとして振る舞うのは炭

素鎖のみである。一方、前方頭部は undock状態を仮定しているため、324 - 328の

4 アミノ酸についてはフリーなバネとして振る舞う。通常のキネシンではネックリ

ンカー全体がフリーなペプチド鎖となるのと比較すると、フリーなペプチド鎖が短

くなっており、解釈がしやすい要因にもなっている。328の位置シフト量は 2 nm で

あることから、DNA+バネから成る接続部の長さが 8 – 2 = 6 nm の近傍 0.1 nm に入

る確率がアクセス確率となる。DNA長を変えた時のアクセス確率の変化を図 2-38B

に示したが、基本的には接続部の長さの分布と同じような形となる。 

 

2-6-1-3) ネックリンカーにかかる張力 見積もり 

 

WLCモデルを用いて、両足状態で頭部間にかかる張力の見積もりを行なった。

アクセス確率の見積もりと同様に、引っ張られる接続部の長さと接続部がつなぐ 2

点間の距離によって決まるが、これらのパラメータは、基本的にアクセス確率の見

積もりで使用したパラメータと同じ値を使用した。なお、同じコンストラクトでも、

計算により得られる張力の値は仮定したパラメータにより変わってしまうことから、

本研究では絶対値については議論せず、相対的な比較のみを行なった。 
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(2-15) 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-39に、DNA接続場所を 337、333、328と変えた場合の頭部間張力の見積もり

を示した。前節で計算したアクセス確率との相関を考えると、アクセス確率がピー

クになる点で頭部間張力はゼロになり、逆にアクセス確率が低いほど張力は大きく

なる。328は 337や 333 と比較して張力変化が大きいことから、頭部間張力と運動

性能の変化を見るには 328が適していると考えられるため、後述の 2-6-2-2では 328

に絞って評価を行なった。 

 

2-6-2) 張力による速度・歩行距離変化  

 

2-6-2-1) DNA長変化による速度・歩行距離変化 

 

2-4-5)にて、337接続の DNA二重鎖-キネシンについて DNA長と運動速度・

連続歩行距離の相関を確認したところ、DNA長が長くなるほど歩行距離が短くなる

が速度はほとんど変化しない、という相関が見られた。同様の相関を 333や 328に

ついても確認した。運動確率が高めであったコンストラクト(333は 6, 7, 8, 10 bp、

328は 6, 7, 8, 10, 15 bp の DNA-キネシン)について運動速度と連続歩行距離、滞在

時間を測定した(図 2-40、2-41)。DNA長との関係を見ると、337と同様、333、328

とも運動速度は DNA 長が変わってもほとんど変化しないが、歩行距離については

DNA長が長くなると短くなる傾向が見てとれる(図 2-42A)。 

各コンストラクトの 6 – 10 bpでの結果を用いて、前セクションで見積もっ

た張力と運動速度の相関を見たところ、図 2-42Bのようにほぼ直線状の分布となり

接続場所の違いにかかわらず高い相関を示すことがわかった。この結果から、運動

速度は接続場所の違い、つまり位置シフト量の大きさに依存しないことが示唆され

る。しかも、今回の結果を見ると張力が約 1 pN ～ 10 pNと大きく変化しているに

も関わらず速度は 30%程度しか変化しておらず、運動速度は張力から受ける影響も

小さいと考えられる。一方、連続歩行距離と張力に関しては、特に相関は見られな
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かった。これは、連続歩行距離については接続場所の違い、特に docking による位

置シフト量の大きさの違いに大きな影響を受けるためではないかと考えられる。

2-5)で得られた位置シフト量が大きい接続場所ほど運動確率が高い、という結果も

この考察を支持する。 

よって、これらの結果だけでは、頭部間張力が連続歩行距離に効いている、

と結論付けることは難しい。 

 

2-6-2-2) DNA長変化による速度・歩行距離変化 

 

前セクションの結果は、ネックリンカーの docking による位置シフト量の影

響を排除できていなかったことから、頭部間張力の連続歩行距離に対する影響が明

確にできなかった。そこで、DNA 二重鎖-キネシンの特徴を生かし、頭部との接続

場所を変えることなくバネの部分のみを変更したコンストラクトを作製した。これ

により、位置シフト量を変えることなく張力のかかり方を変えることができるため、

張力の影響のみをより明確にすることができると考えられる。具体的には、炭素鎖

の長さが異なるマレイミド化試薬である AMAS(C2)、EMCS(C6)、KMUS(C11)を用

いた(図 2-43A)。接続場所としては、頭部に結合しないフリーのペプチド鎖の影響を

最小限にするため、ネックリンカーの途中である 328を選択した。これにより、炭

素鎖の長さの違いの影響をより明確にできると考えた。 

まず、3 種類の DNA 二重鎖-キネシンのアクセス確率を計算したところ、リ

ンカーの違いによる衝突確率の違いは小さかった(図 2-43B)。頭部間距離を決める支

配的な要因は DNAの長さであることから、バネ部分の長さが変わっても確率が最大

となる DNA長は同じになり、変化するのは分布の幅だけである。一方、頭部間張力

の違いを見積もったところ、AMASと KMUSで 1.5 - 3倍程度の張力の差が生じた。

以上から、狙い通り、他の要因への影響を最小限にしつつ張力のみを変えられるこ

とを確認できた。 

まず運動確率を測定したところ、ピークの確率自体はリンカーによって大き

く変わらなかったものの、リンカーによって確率がピークとなる DNA 長が異なり、

リンカーが短いほどピークとなる DNA長が長くなる傾向が見られた(図 2-44A)。こ

れは、リンカーが短くて結合サイトにアクセスしづらくなった分を DNA長が補完し

たためだと推測できる。逆にいうと、ピークより短い DNA 長での挙動については、

頭部間張力よりもアクセス確率の影響が支配的であると推察される。そこで、頭部

間張力の影響を見る際には、確率ピークより長い DNAの DNA二重鎖-キネシンにつ

いてのみ着目した。 

続いて運動速度と歩行距離の測定を行なった(図 2-44B、2-45)。具体的には

AMASについては 8 – 10 bp、EMCSは 7 – 15 bp、KMUSは 6 – 10 bp のものにつ
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いて定量を行なった。さらに、計算した頭部間張力との相関を見たところ、2-6-2-1)

の結果と同様速度については張力との相関が小さかったものの、連続歩行距離につ

いては張力が弱くなるにつれ大きく減少し、張力は運動速度よりも連続歩行距離の

方により影響することをはっきりと示すことができた(図 2-46)。この結果は、2-6-1)

で説明した頭部間張力の制御方法に関する 2 つのモデルについて、抑制モデルが支

配的であることを示している。 

 

2-6-3) 頭部が張力を感じるメカニズムの探索   

 

本節では、さらに DNA 二重鎖-キネシンの特徴を生かし、頭部間張力が頭部

の状態を制御するキネシン頭部の構造的な要因についての検証を試みた。 

2-5)において、ネックリンカーを介した頭部間張力が重要であることを示し

たが、一方 N末でつないだ DNA二重鎖-キネシンも運動できていることから、ネッ

クリンカーほど影響が大きくないにせよ、N 末も張力を検知し頭部間協調を生み出

すことができるのではないかと推測することが可能である。つまり、張力を検知す

ることができる部位はネックリンカーに限らないのではないかと考えられる。しか

し、蛋白質ベースの手法では C 末であるネックリンカーと N 末(N 末はタンデム配

列を利用すれば可能)を介した接続について調べるのが限界であった。そこで、接続

場所を変えられるという DNA 二重鎖-キネシンの特徴を生かし、C 末、N 末以外の

キネシン頭部の途中で接続した DNA 二重鎖-キネシンを利用して他の場所で張力が

検知できるかどうかを調べた。ただし、2-5)でも見た通り、2つの頭部ともキネシン

頭部の途中でつないだ DNA 二重鎖-キネシンでは運動が見られなかったことから、

本セクションでは片側を頭部の途中、もう片側を運動性能の高いネックリンカーで

接続した、ヘテロ DNA 二重鎖-キネシンの運動を観察し、張力の影響の検証を行な

った。具体的には、片側の頭部の接続場所を頭部の途中である 23, 43, 101, 215、お

よびネックリンカーの根元である 324、もう片側の接続場所を 337 としたコンスト

ラクトを検証した(図 2-47)。 

DNA長が 6 – 25 bpのヘテロDNA二重鎖-キネシンの運動を観察したところ、

ある DNA長で一方向、ないし双方向と思われる運動が見られた。そこで、運動しや

すさの大まかな把握のため、2-5-5)と同様の方法に双方向運動でも適用可能な運動

確率の評価を行なったところ、確率ピークの DNA長は異なるものの 5%程度の運動

確率での運動が見られた(図 2-48)。次に運動の方向性を調べるため、各接続場所で

運動確率がピークとなるコンストラクトについて、変位解析を行なった。その結果、

ネックリンカーのつま先である 215 で接続したヘテロ DNA-キネシンを除き、変位

が若干片側方向へ偏っていることが確認できた(図 2-49A)。さらに、23-337, 43-337, 

101-337, 324-337について平均二乗変位解析を行なったところ、C末根元でつない



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

61 

だ 324-337 は係数が 1.9 と予想通り一方向運動が見られたのに対し、頭部後方を接

続した 23-337、43-337ではそれぞれ 1.7, 1.6と一方向運動に近いという解析結果に

なった。一方、頭部の頂上付近を接続した 101-337 は係数が 1.3 と拡散に近いこと

が判明した(図 2-49B)。これらの結果から、キネシン頭部の張力を受ける場所によっ

て張力の感受性の違いがあることが示唆され、張力を頭部全体ではなくある特定の

ドメインで検知しているのではないかと推測される。特に、ネックリンカーの根元

である 324以外だと、頭部後方に位置する 23や 43のコンストラクトが比較的方向

性のある運動を見せたことから、頭部後方のドメインが関わっている可能性が高い

と考えられる。 

一方、215はつま先の部位であることから、215が前方にある際に頭部と DNA

が立体障害を起こして両足状態がとれない可能性もあり、215 の運動確率が低く図

2-49A のように微小管上での変位量も小さいのは、張力の感受性以外の要因である

可能性も否定できない。より詳細な検証のためには、DNA 二重鎖-キネシンのステ

ップの解析や光ピンセットを用いて直接頭部に負荷をかける、といった評価が必要

であると考えられる。 
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2-7) 結果まとめ 

 

本章では、DNA 二重鎖-キネシンを利用して、キネシン運動に対するネック

リンカーの寄与の解明を目指した。 

まず、ネックリンカーの 2 つの機能である、ネックリンカーの構造変化によ

る位置シフト(レバーアームモデル)と、ネックリンカーを介した頭部間張力(拡散モ

デル)について、さまざまな場所を接続した DNA二重鎖-キネシンの運動性能を比較

することにより、一方向性の運動性能については位置シフトが運動に必須であるこ

とが示された。一方、ネックリンカーを介した張力は、運動自体に必須ではないも

のの、一方向性の運動を促進するファクターであり、キネシンがその運動能力を発

揮し効率的に運動するためには不可欠な機能であることが示された。 

次に、頭部間張力について頭部の結合・解離を制御するモデルとして「促進

モデル」と「抑制モデル」が提唱されていたが、DNAリンカーを変えることでバネ

部分のみの特性を変えた DNA 二重鎖-キネシンを利用し、頭部間張力のみの影響の

検証することにより、「抑制モデル」が支配的であることを示した。 

本研究では、DNA 二重鎖-キネシンのもつ、接続場所や長さを変えられると

いう特徴を生かすことにより、蛋白質ベースでは明らかにできなかった機構を検証

することができた。これは、蛋白質の動作機構の研究において DNA-蛋白質複合体

というアプローチが有用である可能性を示している。 
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図 2-1 DNA 二重鎖-キネシン作製方法 

 

DNA 二重鎖-キネシン作製の流れを示す。マレイミド化したオリゴ DNA をキネシンのシス

テインの部位に標識する。相補鎖の DNA をハイブリダイゼーションさせることより、キネシ

ン頭部を二つもった DNA 二重鎖-キネシンができる。色素とマレイミドを入れる端を入れ替

えることにより、parallel(コイルドコイル置換型)と anti-parallel(ネックリンカー伸長型)の 2

つのコンストラクトができる。EMBO J.から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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AMAS(C2) EMCS(C6) KMUS(C12)
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図 2-2 アミノリンカーおよび架橋剤の構造式 

 

A) DNA の端に導入したアミノリンカーの構造式。アミノ基と DNA の間に炭素鎖が挿入さ

れている。B) 本研究で用いた架橋剤の構造式。炭素鎖をはさんで左側の環状構造が活

性エステルで、右側がマレイミド基。(画像は Pierce 社、同仁化学社 HP より) 
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図 2-3 オリゴ DNA 精製チェック 

 

①10 nt オリゴ DNA(5 M、②K349CLM 342C(5M)、③ 10nt オリゴ DNA(5 M) + 

K349CLM 342C(5 M) を CHROMA SPIN に か け た サ ン プ ル を 、 そ れ ぞ れ

(A)SDS-PAGE と(B)分光器で評価した。(A)SDS-PAGE10%で 30 分泳動した結果。(左

側)CBB により蛋白質を検出。(右側)Cy3 蛍光によりオリゴ DNA を検出。M のレーンは蛋

白マーカー(Bio Rad 社、cat#161-0318)。矢印は DNA_キネシンと思われるバンド。(B) 

赤：①、緑：②、青：③をそれぞれ 3 倍希釈したものの吸光度を計測したところ、フリーの

DNA は CHROMA SPIN によりほとんど除かれていることが確認できた。 
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図 2-4 CLM 評価 

 

①10 nt オリゴ DNA(5 M)、②K349CLM 342C(5 M)、③ 10 nt オリゴ DNA(5 M) + 

K349CLM 342C(5 M)、  ④K349CLM(5 M)、⑤  10 nt オリゴ DNA(5 M) + 

K349CLM(5 M)を CHROMA SPIN にかけたサンプルを、それぞれ(A)SDS-PAGE と(B)

分光器で評価した。A)SDS-PAGE 10%で 30 分泳動した結果。(左側)CBB により蛋白質

を検出。(右側)Cy3 蛍光によりオリゴ DNA を検出。矢印の DNA_キネシンと思われるバン

ドは③でははっきり現れているが、⑤では非常に薄い。B) 赤：③、青：⑤をそれぞれ 3 倍

希釈したものの吸光度を計測したところ、⑤の吸光ピーク(0.0135@550 nm)は③(0.128)

の 10 分の 1 程度になった。なお、③・⑤ともに、①の吸光度をフリーの DNA の吸光と見

なして、差し引いた。 
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図 2-5 K349CLMと K336CLM 

 

A) 野生型の全長のキネシン(再掲)。2つのモノマーがコイルドコイル部でより合わ

さってダイマー化している。Vale 2003より転載許可を得て転載。 

B) K349CLM(左)と K336CLM(右)を頭部上面から見たもの(PDB：1MKJ を改変)。

代表的なシステイン導入位置として、342 と 337 の位置を合わせて示した。

K349CLM は、残ったコイルドコイル部によるダイマー化等の副次的な影響が懸念

されたため、本研究では主に K336CLMを用いた。 
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A                         B     

 

 

図 2-6 生化学的手法による DNA のハイブリの確認 

 

A) ①:K336CLM 337C_20GS(Cy3 標識)単体、②:K336CLM 337C_20RA(Cy5 標識)

単体、③K336CLM 337C_20GS と K336CLM 337C_20RA をハイブリさせたもの、④③

に制限酵素 KpnI を加え 1.5h 反応させたもの、の 4 種類のコンストラクトを SDS-PAGE 

10%で泳動した結果(Mはマーカー)。Cy3蛍光像(水色)とCy5蛍光像(赤)を撮影して重ね

合わせた(Cy3・Cy5 共にバンドがある場合は紫)。③のハイブリさせたレーンでは、①、②

にはないダイマーと思われるバンドを確認できた。このバンドからは Cy3、Cy5 どちらの蛍

光も検出されたことから、センス鎖とアンチセンス鎖の DNA-キネシンが結合したもののバ

ンドであることがわかる。一方、④ではそのバンドが見られないことから、KpnI ですべて切

断された、すなわちダイマーのバンドは DNA のハイブリによるものだということを確認でき

た。  B) ①K336CLM 337C_20RA 単体、②K336CLM 337C_20GS と K336CLM 

337C_20RA をハイブリさせたもの、③ダイマーキネシン K490CLM 416C,100 nM)、④

monomer キネシン(K336CLM 337C, 100 nM)をゲルろ過カラムにかけた結果。検出は

Cy5 の蛍光。②では 2 つピークが出て、分子量が大きい方は、③と④のピークの間にあり、

期待された分子量であった。また、分子量が小さい方のピークはアンチセンス鎖のみのピ

ークとほぼ一致した。また、①において、②のダイマーと思われるピークの位置にほとん

どシグナルが見られないことから、アンチセンス鎖同士のハイブリはほとんどないと思わ

れる。EMBO J. から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-7 短い DNA を用いた DNA-キネシンのハイブリ確認 

 

①K336CLM 337C_6RA 単体、②K336CLM 337C_6GS と K336CLM 337C_6RA をハ

イブリさせたもの、③ダイマーキネシン K490CLM 416C,100 nM)、④モノマーキネシン

(K336CLM 337C, 100 nM)をゲルろ過カラムにかけた結果。検出は Cy5 の蛍光。②にお

いて、③と④のピークの間にダイマーと思われるピークが観察されたため、6 bp の DNA-

キネシンもダイマー化することが確認できた。EMBO J. から転載許可を得て本著者論文

より転載。 
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図 2-8 TIRF 顕微鏡 

 

A) エバネッセント場の模式図。実験医学 別冊”バイオイメージングでここまでわかる”より

改変。B) 観察セルの概要。全反射照明により、石英ガラス表面に吸着した軸糸上を歩く

キネシンのみを S/N よく観察できる。 
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Cy3 Cy5

 

 

 

 

図 2-9 用いた光学系測定装置 

 

用いた光学系測定装置の概要。TIRF 顕微鏡に EMCCD を組み合わせて撮影した。セン

ス鎖・アンチセンス鎖がハイブリしてダイマー化した DNA 二重鎖-キネシンのみを観察す

るため、Dual View を使って 2 波長の光(Cy5 蛍光、Cy3 蛍光) を同時に観察した。 
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図 2-10 運動速度および連続歩行距離の定量 

  

A)キネシンの観察像。左から順に 0.5 秒ごとの画像。輝点一つ一つが蛍光 1 分子からの

発光を表しており、赤い矢印を付けた輝点が時間とともに上から下に軸糸にそって移動し

ている。 B)キネシンの運動のカイモグラフ。横軸が微小管上の距離、縦軸が時間を表す。 

C)カイモグラフによる速度の測定法。持続時間はモーター蛋白質が軸糸から離れずに移

動した時間。速度は、[速度]= [歩行距離] / [持続時間] で与えられる。 
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図 2-11 変位解析の妥当性検証 

 

モノマーである K336CLM 333_10GS(上)とダイマーである K336CLM 328_7bp(下)の変

位解析結果。横軸は変位、縦軸は各変位を示した分子の数。微小管上に滞在する時間

の短いモノマーでは 95%以上の分子は変位なしであったのに対し、一方向運動を行なう

ダイマー(連続歩行距離：200 nm)では＋方向に偏った分布が見られたことから、変位解

析により一方向運動を検出できると考えられる。EMBO J.より改変。転載許可を得て本著

者論文より転載。 
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図 2-12 平均二乗変位解析の妥当性 

 

A) 野生型キネシンである K490CLM 416 と DNA 二重鎖-キネシンである K336CLM 

328_7bp の平均二乗変位の測定結果と(2.6)式によるフィッティング結果。横軸はある時

間幅⊿t、縦軸は⊿t の間における分子の変位 x を二乗したものの、全区間・全分子での

平均<x2>を表わす。 B) Aの2つの軸を対数プロットしたもの。傾きが係数kに対応する。

野生型キネシン、DNA 二重鎖-キネシンとも k が 2 に近くなり、一方向運動を検知できるこ

とが確認できた。 
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図 2-13 Mg2+濃度によるキネシン活性変化 

 

A)  Mg2+濃度を 2 - 20 mM で変化させた時の、野生型キネシン K490CLM 416 の運動

の様子を表したカイモグラフ。514 nm 励起、10 fps で撮影。動速度(=傾き)は Mg2+濃度に

より変化せず、連続歩行距離(＝横幅)は 20 mM の時に、短くなっていることが見てとれる。 

B) [Mg2+] = 2 mM および 5 mM の時のキネシンの速度と歩行距離の分布。連続歩行距

離が 1 m 以下(= 16 pixel 以下)の分子は除外し、歩行距離は積分形の single 

exponential でフィッティングした。 
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図 2-14 ハイブリ時の溶液条件の検討 

 

左から、FRET Buffer、Mg10(BRB12 溶液ベースに MgCl2 濃度のみ 10 mM に上げたも

の)条件下でハイブリさせた、DNA 二重鎖-キネシン K349CLM 342_20bp のカイモグラフ。

514 nm 励起、10 fps で撮影。一致して Cy3 と Cy5 が光る分子の数(Axoneme1 本、観察

時間 1 分当たり)が、条件 1 では 15 分子に対し 条件 2 では 48 分子、さらに、一致する

分子の割合[=一致する輝点数/(Cy3+Cy5 の輝点数)]が、条件 1 では 34%なのに対し 条

件 2 では 61%と高かった。 



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

77 

 

 

 

 

BRB12

MgCl2 2mM
FRET Buffer

NaCl 100mM

Mg5

MgCl2 5mM
Mg10

MgCl2 10mM

5sec

2m

 

 

 

 

図 2-15 観察時の溶液条件の検討 

 

左から、BRB12、FRET Buffer、Mg5(BRB12溶液ベースに MgCl2濃度のみ 5 mMに

上げたもの)、Mg10(同じく MgCl2 を 10 mM に上げたもの)条件下で観察した、

K349CLM 342_20bpのカイモグラフ。514 nm 励起、10 fpsで撮影。Mg5と Mg10

で結合する分子が多数見られた。Mg5の方が Mg10より運動する分子が見られ、微

小管へ結合した分子の平均滞在時間がMg5では1.5 s、Mg10では0.6 sと長かった。 
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図 2-16 DNA 二重鎖-キネシンは相補鎖同士で結合する 

 

A) センス鎖とアンチセンス鎖をハイブリさせたもの。 B)センス鎖同士、C)アンチセンス

鎖同士をハイブリさせた DNA 二重鎖-キネシンのカイモグラフ。B と C に関しては、同じ配

列で Cy3 標識の DNA と Cy5 標識の DNA を合成してそれぞれ DNA-キネシンを作製し、

ハイブリ条件においた。514 nm 励起、10 fps で撮影。FRET を起こす分子が A と比べて

少ない。右側のカイモグラフは同じ軸糸を 635 nm レーザーで励起し、Cy5 の蛍光を直接

励起して観察したもの。EMBO J. から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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6bp 10bp 15bp

一致率 7% (1419/108) 43% (405/303) 71% (731/520)

Tm 22’C 47’C 51’C
 

 

 

 

 

図 2-17 塩基数が増えると一致率は増加する 

 

カイモグラフは、514 nm励起、10 fpsで撮影。塩基数を増やしていくと、一致率、FRET 効

率、運動性能共に変化しているのが見てわかる。DNA 長が長くハイブリの安定性が高い

ほど(Tm が高いほど)、一致率が高いことが確認できた。EMBO J. から転載許可を得て

本著者論文より転載。 
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図 2-18 運動中のハイブリッドナノマシンは 1 分子で運動している 

 

A) FRET を起こした分子の蛍光強度の時系列データの例。緑：Cy3、赤：Cy5。一つ目の

矢 印 で ア ク セ プ タ ー の Cy5 が 退 色 し 、 ド ナ ー の Cy3 の 蛍 光 が 復 活 し て い る

(Anti-corelation)。二つ目の矢印で Cy3 が退色している。退色がどちらも一段階で起きて

いることから、Cy3 と Cy5 が 1 分子ずつを観察していることがわかる。 B) 左：緑：Cy3、

赤：Cy5 の FRET 中の蛍光強度分布。右：蛍光強度より算出した FRET 効率の分布。平

均の FRET 効率は、分布を正規分布でフィッティングすることにより求めた。上段は

AMPPNP、下段は ATP 条件下。蛍光強度と FRET 効率共に、AMPPNP、ATP で同程度

の値になった。どちらも同じ励起条件、フレームレート(514 nm、2 mW、20 fps)で撮影し

た事から、この結果は、運動している分子は 1 分子であることを示していると考えられる。 
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図 2-19 二重鎖 DNA の長さにより FRET 効率は変化する 

 

上から K336CLM 333C_6bp、10bp、15bp のコンストラクトの FRET 効率。6 bp、10 bp

は 2 pixel(= 160 nm)以上動いたと思われる分子、15 bp は 10 frame(= 0.5 s)以上滞在

したすべての分子に関して計測した。平均の FRET 効率は、分布を正規分布でフィッティ

ングすることにより求めた。DNA が螺旋構造をとっていると仮定した時の色素間距離と

FRET 効率より算出した色素間距離がおおよそ一致することから、ハイブリした DNA はお

おむね螺旋構造をとっていることが確認できた。EMBO J. から転載許可を得て本著者論

文より転載。 
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図 2-20 DNA の長さにより DNA 二重鎖-キネシンの運動性能は変化する 

 

左側は運動速度、右側は歩行距離。上から、K336CLM 333C_6bp、10bp、15bp。平均

歩行距離は積分形の single exponential でのフィッティングにより求めた。 
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図 2-21 DNA 二重鎖-キネシンの運動性能は ATP 濃度依存 

 

6bp_K336CLM 333C と 10bp_K336CLM 333C の速度の ATP 濃度依存性。赤： 

6bp_K336CLM 333C 、 青：10bp_K336CLM 333C、緑：野生型。ともにミカエリス・メン

テン型の振る舞いを示した。 

 

 

 



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

84 

rod like

spring
spring

rod like

Coiled-coil

Random coil

C

C

C C

C

C

CC

trans

gauche gauche

 

A                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B            C     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-22 挿入部の末端間距離 

 

A) 左：polyG、右：ネックリンカー伸長型 DNA 二重鎖-キネシンの力学的模式図。DNA は

硬い棒、炭素鎖やポリペプチド鎖はバネと見なした。 B) trans 型と gauche 型の炭素原

子の配置。実際の炭素鎖では、立体的な重なりの少ない trans 型をとりやすく、また角度

も連続的な分布をとるが、本研究では、3 つの離散的状態を等確率でとると仮定した。 

C)20 bp DNA＋炭素鎖リンカー と 100 残基ポリペプチド鎖の挿入部の末端間距離の分

布。平均距離は同程度だが、広がりは大きく異なる。縦軸は、積分して 1 になるように規

格化した。EMBO J. から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-23 キネシン頭部が拡散できる範囲はドーナツ状になる 

 

A) 浮いた頭部の拡散できる範囲を二次元平面上で示した概略図。中心付近は拡散でき

ず、そのまわりにドーナツ状に拡散範囲が分布すると考えられる。スケールは計算結果を

反映したものではない。 B) DNA の長さを変えたときの、予想される DNA 二重鎖-キネシ

ンの運動。拡散範囲内に-tubulin が存在するかどうかにより、運動できるかどうかが決ま

ると予想される。 
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図 2-24 DNA 長変化と運動性能変化の相関 

 

A K336CLM 337_6bp および K336CLM 337_25bp のカイモグラフ。6 bp は Cy5 のみ、

25 bp は Cy3 と Cy5 のカイモグラフを示した。6 bp は 514 nm 励起、25 bp は 514 nm お

よび 635 nm 励起で、共に 30 fps。B K336CLM 337 ベースの DNA 二重鎖-キネシンの、

DNA 長変化による運動確率の変化。矢印で示した 8 nm 付近の 2 つめのピークは、2 つ

先の-tubulin に到達する一歩飛ばしの歩行に対応していると考えられる。図 B は EMBO 

J.から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-25 DNA 長変化による運動性能の変化 (337 接続) 

 

左から運動速度、連続歩行距離、滞在時間で、上から 6、7、8、10、15、25 bp。平均運動

速度は単純平均から算出、歩行距離と滞在時間は積分形の single exponential でフィッ

ティングした。 
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図 2-26 運動確率は連続歩行距離と相関が高い 

 

図 2-25 で定量化した運動速度、連続歩行距離、滞在時間および運動確率と DNA 長の相

関。運動確率に対し、連続歩行距離および滞在時間は相関が高いことがわかる。EMBO 

J.から転載許可を得て本著者論文より転載。 

 

 



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

89 

 

 

A                             B 

あり なし

あり
①ネック
リンカー

③N末

なし ②根元※ ④頭部途中

Dockingによる
位置シフト

頭部間張力による制御

Dockingによる
位置シフト量

 

C     

337

333

328

324

2

7

215

101

43
23

①② ③ ④

 

 

 

 

図 2-27 DNA 二重鎖-キネシンコンストラクト 

 

A) ネックリンカーの 2 つの機能の有無による、DNA 二重鎖-キネシンの分類。 B) 

Docking による構造変化の様子と、それに伴う位置シフト。□、〇は Dock 状態での 337、

7 の位置を示していて、大小 2 つの赤い矢印の長さが、それぞれ 337、7 の位置シフト量

を示す。 C) 本研究で用いた DNA の標識部位、および A の分類との対応。図 B、C は

EMBO J.より改変。転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-28 ネックリンカーを接続した DNA二重鎖-キネシン 

 

A) 337、333、328 および B)324 を接続した DNA 二重鎖-キネシンの、DNA 長変

化による運動確率の変化。337は図 2-24再掲。 
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図 2-29 N 末を接続した DNA 二重鎖-キネシン 

 

A) K336CLM 2_18bp および K336CLM 7_18bp のカイモグラフ。ともに Cy3 側で、30 fps

で撮影。 B)2、7 を接続した DNA 二重鎖-キネシンの、DNA 長変化による運動確率の変

化。 
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図 2-30 N 末接続 DNA 二重鎖-キネシンの変位解析 

 

K336CLM 2_18bp および K336CLM 7_18bp の変位解析の結果。参考に K336CLM 

328_7bp の変位も示した。2、7 共に変位は＋側に偏っている。EMBO J.より改変。転載

許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-30 N 末接続 DNA 二重鎖-キネシンの平均二乗変位解析 

 

K336CLM 2_18bp および K336CLM 7_18bp の平均二乗変位解析の結果。右は左の結

果を両対数プロットしたもの。 
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図 2-32 頭部途中を接続した DNA二重鎖-キネシン 

 

A) 左から、K336CLM 23_20bp、K336CLM 43_20bp、K336CLM 101_20bp、

K336CLM 21C_25bp のカイモグラフ。左側：Cy3、右側：Cy5で、30 fpsで撮影。

23と 101で動く輝点が見られるが、動きの方向性は不明確。 B) 23、43、101、215

の運動確率。23、101 については本文中に記載した、双方向運動でも適用可能な運

動確率を定量した。右に標識部位を再掲した。EMBO J.より転載許可を得て本著者論

文より転載。 
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図 2-33 頭部途中を接続した DNA 二重鎖-キネシンの変位解析 

 

K336CLM 23_20bp および K336CLM 101_20bp の変位解析の結果。参考に K336CLM 

328_7bpの変位も示した。23、101共に明確な方向性は見られない。EMBO J.より改変。

転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-34 頭部途中を接続した DNA 二重鎖-キネシンの平均二乗変位解析 

 

K336CLM 23_20bp および K336CLM 101_20bp の平均二乗変位解析の結果。右は左

の結果を両対数プロットしたもの。328 や 2、7 と比較すると、明らかに k は 1 に近く、方向

性のない運動であることを示している。 
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図 2-35 機能の有無による運動性能の比較 

 

A)各接続場所における、DNA 長を変えた時に最も高かった運動確率。 B) A の運動確率

のピーク値と、各コンストラクトの docking による位置シフト量の相関。コンストラクトに関

わらず、位置シフトがないと運動できず、位置シフトが大きいほど運動確率は高くなる。ま

た、位置シフト量が同程度でも、ネックリンカーを介した頭部間張力の有無で運動確率は

大きく異なる。C) B)の結果をコンストラクトの分類に従って整理した。EMBO J. から転載

許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-36 DNA 二重鎖-キネシンの力学的モデル 

 

A) Dock 状態および undock 状態におけるネックリンカー(C 末)および N 末の構造。ADP

状態では、ネックリンカーは頭部に接続せず自由に拡散する undock 状態をとっていると

考えられる。 B) DNA リンカーの詳細な構造。C) DNA 二重鎖-キネシンは、2 つの頭部が

硬い棒(DNA)とその両側にあるバネ(スペーサー)でつながれたものと仮定した。EMBO J. 

から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-37 DNA＋バネ部分の両端間距離の確率密度関数 

 

A) (2.14)式に従って計算したバネ部分のみの確率密度関数。ここでは r は 3 次元の変数

で、全体の積分値が1 になるように標準化されている。 B)キネシンの 1次元的な運動(前

方または後方へのステップ)のみを扱うことから、バネ部分のみの確率密度関数を 1 次元

での表式(P(r)/4pr2)に変換した。C) B)の両側分布(黒線)に対して、DNA 長(ここでは 20 

bp)を加味し DNA＋バネ部分の両端間距離の確率密度関数(赤線)を計算した。 

計算は全て EMCS を用いて 328 で接続した場合。EMBO J. から転載許可を得て本著者

論文より転載。 
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図 2-38 浮いた頭部の結合サイトへのアクセス確率 

 

A)確率密度関数からアクセス確率を計算する際に仮定したモデル。ネックリンカー

の docking による前方への位置シフトの分だけ、結合サイトに対しアクセスしなけ

ればならない距離が短くなったと考えた。328接続の場合は 6 nm。結合サイトの大

きさは 0.1 nm と仮定した。  B) 左：DNA 長によって結合サイトへのアクセス確

率(328接続の場合、6 nmでの確率密度関数)が変化する。右：328接続における、

DNA 長によるアクセス確率の変化。アクセスしなければならない距離と一致する

DNA長が、アクセス確率のピークとなる。EMBO J. から転載許可を得て本著者論文

より転載。 
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図 2-39 頭部間張力の見積もり 

 

(2.15)式に従って、6 - 20bp の DNA 二重鎖-キネシンの頭部間張力を見積もった。337、

333 より 328 の場合の張力変化が大きいのは、undock 状態にある浮いた頭部のネックリ

ンカーはフリーなペプチド鎖であるが、接続場所がネックリンカーの根元側の方がフリーな

ペプチド鎖が短くなり、力学的にはより「硬いバネ」になるからである。また、328 は

docking による位置シフトも少ないことから、6 bp の DNA は次の結合サイトにぎりぎりア

クセスできる程度の長さとなり、張力が大きくなる。一方、337 や 333 は位置シフトが大き

いため、6 bp は「長すぎて」アクセス確率が高くなってしまい、張力も小さくなると考えられ

る。 
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図 2-40 DNA 長変化による運動性能の変化 (333 接続) 

 

左から運動速度、連続歩行距離、滞在時間で、上から 6、7、8、10 bp。平均運動速度は

単純平均から算出、歩行距離と滞在時間は積分形の single exponential でフィッティング

した。 
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図 2-41 DNA 長変化による運動性能の変化 (328 接続) 

 

左から運動速度、連続歩行距離、滞在時間で、上から 6、7、8、10、15 bp。平均運動速

度は単純平均から算出、歩行距離と滞在時間は積分形の single exponential でフィッティ

ングした。 
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図 2-42 頭部間張力による運動速度変化は小さい 

 

A) 図 2-40、41 で定量化した運動速度、連続歩行距離、滞在時間および運動確率と

DNA 長の相関。左が 333、右が 328 接続。DNA 長に対して、運動速度が 20%以内の変

化であったのに対し、運動確率、連続歩行距離および滞在時間はより変化が大きかった。 

B) 337、333、328 を接続した 6 – 10 bp の DNA 二重鎖-キネシンにおける、運動速度と

頭部間張力の相関。接続場所に関わらず相関が見られたが、張力が１桁変わっているの

に対して、速度は 30%程度しか変化しない。EMBO J. から転載許可を得て本著者論文

より転載。
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図 2-43 DNA リンカーの異なる DNA 二重鎖-キネシン 

 

A) 用いた 3 つの DNA リンカーと、DNA 二重鎖-キネシン上での挿入箇所。バネ部分の長

さがかわることで、バネの硬さが変わると考えた。 B) 328 接続において DNA リンカーを

変えた時の、結合サイトへのアクセス確率(左)と頭部間張力(右)の違い。頭部間張力につ

いては、同じ DNA 長における AMAS と KMUS での頭部間張力の比率を右上に示した。

EMBO J. から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-44 DNA リンカーの違いによる運動確率と運動速度の変化 

 

A) 328接続でDNAリンカーを変えたコンストラクトにおける、DNA長変化による運動確率

の変化。EMCS は 6 – 25 bp、AMAS、KMUS は 6 – 10 bp をプロット。 B)同じく、運動速

度の変化。EMCS は 6 – 15 bp、AMAS、KMUS は 6 – 10 bp をプロット。中抜きの点は

運動確率のピークより短い DNA のコンストラクトであることから、張力との相関を見る際

にはこれらのデータは使用しなかった。図 A は EMBO J. から転載許可を得て本著者論

文より転載。 
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図 2-45 DNA リンカーの違いによる連続歩行距離の変化 

 

328 接続で DNA リンカーを変えたコンストラクトにおける、DNA 長変化による運動確率の

変化。積分形の single exponential でフィッティングした。 
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図 2-46 頭部間張力は運動速度より連続歩行距離に影響する 

 

頭部間張力と運動速度(赤)、および連続歩行距離(青)の相関。縦軸は左に運動速度、右

に連続歩行距離のスケールを示した。頭部間張力が 1 – 7 pN と変化する中で、運動速度

は 20%程度しか変化しなかったのに対し、連続歩行距離は約 2.5 倍の変化が見られた。

EMBO J. から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-47 ヘテロ DNA 二重鎖-キネシン 

 

A) 337 のモノマーとヘテロに接続させた箇所。B) 各接続場所のヘテロ DNA 二重鎖-キネ

シンについて、337 が後方の結合サイトに結合した両足状態における、予想される配置。

EMBO J. から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-48 ヘテロ DNA 二重鎖-キネシンの運動確率 

 

23、43、101、215、324 を 337と接続したヘテロDNA 二重鎖-キネシンの運動確率。DNA

長は 6 – 25 bp まで変化させた。双方向運動でも適用可能な運動確率を評価した。

EMBO J. から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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図 2-49 ヘテロ DNA 二重鎖-キネシンの変位および平均二乗変位解析 

 

A) 23、43、101、215、324 を 337 と接続したヘテロ DNA 二重鎖-キネシンの変位解析。

上に、参照としてモノマーDNA-キネシンの変位を示した。DNA 長としては、各接続場所で

運動確率がピークとなったものを用いた。215 では変位そのものが小さく変位の偏りは見

られなかったが、他のコンストラクトは、変位が若干片側方向へ偏っていることが確認でき

た。 B) 23、43、101、324 を 337 と接続したヘテロ DNA 二重鎖-キネシンの平均二乗変

位解析。ネックリンカー根元を接続した 324 は予想通り一方向運動であったが、23、43 に

ついても一方向運動に近い傾向が見られた。これは、ネックリンカー以外に 23 や 43 の位

置する頭部後方も張力の検知に関わっている可能性を示唆している。図 A は EMBO J. 

から転載許可を得て本著者論文より転載。 
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第 3章 DNAシート-キネシンを用いた 

    複合体内の分子間協調の探索 

 

3-1) 概要 

 

細胞内で、キネシンは、逆方向性モーター蛋白質のダイニンと共に、複数

の分子で協調して小胞輸送を担っている。小胞輸送では、積荷によって運動方向を

制御する必要があり、何らかの方法によって、協調機構が機能していると考えられ

る。例えば、Grossらは、in vitroの実験で得られるパラメーターで細胞内の小胞輸

送を説明しよう試みたが、両方向のモーター蛋白質による単純な力学的な綱引きで

は、説明できなかった(Kunwar et al., 2011)。また、小胞は均一な組成でできている

わけではなく、様々なマイクロドメインが存在しており(Kusumi et al., 2005)、協調

機構の基盤となっている可能性がある。更に、小胞体上で、モーター蛋白質は荷物

アダプター蛋白質を含む様々な蛋白質で複合体を形成しており、空間的な配置が重

要となる。例えば、ダイニンに関しては、輸送複合体の試験管内再構成が行われて

おり(McKenney et al., 2014)、クライオ電顕を用いた複合体解析も進んでいる

(Urnavicius et al., 2015; Carter et al., 2016)。しかし、従来の運動解析は、主に関わ

っている分子数や分子の数変化に着目が置かれていた。これは、主に用いられてき

た 2 つの方法(光ピンセットや蛍光一分子観察)では、ナノメートル精度での分子配

置決定が困難だったからである。より詳細な解析のためには、分子配置を考慮しつ

つ、輸送複合体の運動解析が可能な実験系が必要であった。 

 

3-1-1) 目的 

 

分子間協調を調べるにあたり、蛋白質分子の種類・数や接続場所を制御した

複合体の再構成とその運動解析が重要である。そのために本研究では、ナノメート

ル精度で分子配置可能な DNA origamiに着目し、複合体内の分子間協調の解明を目

指した。本研究ではその最初のステップとして、シート状構造(60 x 90 nm)の DNA

ナノ構造(DNAシート)を用い、DNAシート上に野生型キネシン分子および低運動活

性のキネシン変異体をさまざまな空間配置で結合させた DNA シート-キネシンの運

動性能評価を行ない、キネシン分子の数や種類がどのように複合体の運動に影響を

与えるかを調べた。 

 

3-1-2) 本章の構成 
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本章では、まず、DNA シート-キネシンの作製方法を述べる(3-2節)。次に、

運動観察を行う観察手法について述べ(3-3節)、そして、分子数や、固定化された分

子の活性が複合体全体の活性にどのように影響を与えるかを評価する(3-4節)。最後

に得られて結果に関して考察を行う(3-5節)。 

 

3-2) DNAシート-キネシンの作製手法の確立 

 

本節では、DNAシート-キネシンの作製方法を説明する。作製にあたっては、

キネシンを DNA シートに結合させるが、複数の方法を比較した。生化学的解析や

AFM(原子間力顕微鏡)で評価た結果、DNA ハイブリダイゼーションと比べて、タグ

蛋白質(Haloタグおよび SNAPタグ蛋白質)を用いた手法が有効であった。 

 

3-2-1) 作製方法概要 

 

本研究で用いた DNA シートは、DNA ナノ構造を構築するための手法の 1 つ

である DNA origamiという手法を用いて作製した(Rothemund 2006)。この手法は、

M13mp18 という 7249 nt の環状 DNAをベースに、40 nt程度の短い staple と呼ば

れるオリゴ DNAをつなぎとして編み込むことにより、2次元ないし 3次元の構造を

構築する手法である。Staple の塩基配列をうまく設計することにより、さまざまな

形状のナノ構造を構築することが可能であることが報告されている(図 3-1A)。本研

究では、できるだけ単純な構造という方針で、60 x 90 nm のシート状の構造をとる

配列を用いた(図 3-1B)。本研究では用いたシート構造は、1層構造の DNAナノ構造

であるので、ナノ構造の形成時間が短く、また、収率も高いので、複雑なナノ構造

でしばしば必要となる精製操作(ゲル切り出し等)が不要である。このため、蛋白の

固定方法の評価が容易であると期待された。一方で、DNAナノ構造の観察において

は、作製したナノ構造が連結や凝集をせずに単粒子状態を保つ事が重要であるので、

DNAシート同士が結合しにくいような工夫も施した。 

DNA シートに蛋白質を特異的に結合させるためには、DNA シート上の特定

の場所に、結合用の「鍵」を提示する必要がある。この際、鍵が DNAシートの表面

そのものに存在する場合は、蛋白質がアクセスしづらく、結合定数が下がる可能性

がある。そこで、シート上からリンカーDNA 鎖(7 塩基)を伸ばして、その先に鍵を

提示するようにした。固定場所としては、DNAシートの片側の表面に 3 x 4の計 12

箇所を用意した(図 3-2A)。ターゲットの蛋白質を特異的に結合させるための鍵はい

ろいろと手法が考えられるが、本研究では①DNAハイブリダイゼーション、②タグ

蛋白質－タグリガンド の 2つの手法を検討した(図 3-2B)。 
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①DNAハイブリダイゼーションは、第 2章で検討した DNA二重鎖-キネシン

のダイマー化と同様に、センス鎖を鍵として提示することで、対応するアンチセン

ス鎖を標識した蛋白質のみを特異的に結合させる手法である。DNAは配列情報を持

っているので、配列を変えるだけで、新たな鍵を設計する事が可能であり、非常に

多数の鍵を用意可能である。また、合成依頼した DNA鎖を加工せずにそのまま用い

る事が可能であるので、費用や手間の点でも有利である。さらに、配列を工夫する

事で、キネティックスも含めて結合・解離のコントロールも可能であり(toe-hold法、

Zhang and Winfree 2009)、複合体の構成を動的に変えたい用途においては非常に有

用な手法であると考えられる。一方、ハイブリは可逆反応であることから、濃度や

配列の設計によっては解離する側に平衡が偏り、結果的に結合効率が低くなる可能

性がある。また、DNA シートの形成自体にハイブリを利用しているため、鍵の配列

が DNAシート形成を妨害する可能性がある。 

②タグ蛋白-タグリガンドについては、共有結合性の Halo タグおよび SNAP

タグの 2 つを検討した。共に、天然の酵素 (Halo タグの場合は、バクテリア

(Rhodococcus rhodochrous)の haloalkane dehalogenase 由来、Los et al., 2008)を

遺伝子改変し、反応中間体でリガンドがタグ蛋白質に共有結合したままにしたもの

である。リガンドは、DNA origami を作製する際の高い温度(～85 度)にも耐えられ

るので、タグリガンド付 stapleを用いる事で、特定の場所に蛋白質結合用の鍵を定

時させる事が可能である。Haloタグ、SNAPタグともに不可逆結合のため、最初に

高濃度条件下で結合させておけば、低濃度条件であっても結合効率が高い状態が実

現できる。また、Haloタグ蛋白については表面の Cys残基が無いので、特定表面残

基に色素結合用の Cys 残基を導入したキネシン分子と融合させて、FRET 観察が可

能になると期待された。FRET 観察を用いれば、キネシンが運動に伴って観察され

る構造変化検出が可能となり(Tomishige et al., 2006; Mori et al., 2007)、個別の分子

の活性を観察しながら、輸送複合体の運動を観察する事が可能になると期待される。

なお、SNAPタグ蛋白については、結合速度が速いことが報告されている SNAPfタ

グ蛋白を用いた。 

 

実際のおおよその作製手順としては、①、②ともに下記の通りである。 

 

1. M13mp18 と stapleオリゴ DNAを混ぜ合わせる 

2. PCRを使って、85°Cに一度上げたのち 40分かけて室温まで下げ(-1度/30

秒)、シート DNAを形成させる 

3. スピンカラム(GE MicroSpin S-300HR)を用いて、フリーのオリゴ DNAを

除去 

4. 精製後の DNA シートと、アンチセンス鎖ないしタグ蛋白のついた蛋白質
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の溶液を混ぜ、室温で結合させる 

5. 過剰な蛋白質を除去する(2色同時観察による一分子観察時) 

 

3-2-2) DNAシート-キネシン作製方法評価の手法 

 

DNA シートに蛋白質を結合させる手法を比較検討するために、AFM による

評価およびアガロースゲルの電気泳動による評価を行なった。本節では、各手法の

概要および DNA シート-キネシンの評価を行なう上での手法の最適化について述べ

る。 

 

3-2-2-1) AFMによる測定 

 

AFM(Atomic Force Microscopy, 原子間力顕微鏡)は、試料表面の凹凸を nm～

Åレベルで測定するために開発された顕微鏡である。図 3-3 のように、AFM では、

カンチレバーを高速に共振周波数にて振動させており、カンチレバーの先端にある

チップがサンプルに接すると、カンチレバーの振動が変化して表面を検知する。チ

ップを 2 次元に走査させて、高さが変わると振動が変化するため、段差を測定する

ことが可能である。振動の変化はカンチレバーにレーザーをあて、その反射光のポ

ジションで検知している。チップが試料に接した時に振動が敏感に変化することか

ら、非常に高精度で凹凸を測定することが可能である。また、微細加工技術を用い

てチップの先端を先鋭化させることで、2 次元の分解能も高めている。一方で、高

速に振動するカンチレバーを試料に押し当てることから、基本的には破壊測定であ

る。また、試料をマウントする基板として、面精度が高い特別な基板を用いる必要

がある。 

AFM は、DNA ナノ構造の形状測定においてしばしば用いられる。本研究で

も、DNA シートへの蛋白質結合の確認だけでなく、DNA シートの形状や孤立して

いるかどうかの確認にも用いた。 

具体的な手順としては、3-2-1に従ってDNAシート-キネシンを作製したのち、

十分に希釈した上で、AFM測定用の基板上に吸着させ、測定を行なった。測定には、

金沢大学の安藤敏夫研究室で開発され、生体分子計測研究所が販売している液中高

速原子間力顕微鏡を用いた。 

 

3-2-2-2) アガロースゲル電気泳動による測定 

 

アガロースゲル電気泳動における移動度の違いを利用して、DNAシートとキ

ネシンの結合定数の定量を行なった。結合させる時間を変えたサンプルを用意し、
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それらのサンプルの結合比率を電気泳動で確認することで、結合比率の時間変化を

追うことが可能である。Cy5標識したDNAシートとCy3標識したキネシンを用い、

蛍光ゲル撮影装置(GE社、ImageQuant LAS4000)にてゲルを撮影した。泳動条件と

しては、Mg2+が多い方が DNA 構造は安定である半面、発熱が生じるため、TBE ベ

ースの泳動条件において、ゲル中の MgCl2濃度は高め(10 mM)にしつつ、泳動バッ

ファーとしてはMgCl2 2 mMを用いた。 

最初に、通常 DNA の泳動で用いられる 1～2%程度のアガロースゲルにて、

Haloタグで接続した DNAシート-キネシンを泳動させたところ、DNAシートの Cy5

側は 1つのバンドしか見えず、Cy3側では 2 つのバンドが分かれて見えたものの、

明確に分かれておらず比率を計算するのは困難であった。そこで、バンドが明確に

分かれる条件を検討したところ、0.2%のアガロースゲルを使うと Cy3側のキネシン

のバンドは明確に分かれることがわかった。しかし、この方法でも Cy5側のバンド

は分かれなかった。キネシンに対して DNAシートが非常に大きいことから、キネシ

ンの結合によってもほとんど泳動度が変化しないためではないかと考えられる。そ

こで、Cy3側のバンドを用いて結合比率の定量を行なった。一方、0.2%のアガロー

スゲルは非常に柔らかく、撮影前に変形してしまったことから、構造支持のために

1%アガロースゲルを作製した後、その上に 0.2%アガロースゲルを形成させた。ま

た、サンプルをロードする際に確実に 0.2%アガロースゲル部分のみに applyするた

めに、コームの高さを調整し、0.2%ゲル部分のみにウェルを作製した(図 3-4)。 

Cy3のキネシン側のバンドを用いた定量に関して、基本的には DNA シートの

濃度に対して、より拡散しやすいキネシンをモル比で多めに混ぜ合わせたことから、

直接的な結合効率の定量にならないことに注意が必要である。つまり、仮に DNAシ

ートにキネシンが 100%結合していたとしても、フリーのキネシンのバンドは残っ

てしまうことから、DNA シートに結合したキネシンとフリーキネシンの比率から、

間接的に結合効率を見積もる必要がある。泳動結果を安定させ比率をより正確に見

積もるために、①DNA シートやキネシンを濃度調整してから、30 分ほど時間を空

け濃度が均一化したのちに反応させる、②DNAシートやキネシンの溶液を低吸着処

理したチューブで扱う、③DNAシートとキネシンを結合させる際に、吸着防止でカ

ゼインを 50 g/ml混ぜる、といった細かい工夫も行なった。 

電気泳動後のゲルのイメージと強度プロファイルの代表的な例を図 3-5 に示

す。具体的には、まず Cy3(キネシン)側の 2 つのバンドについて、DNA シートと一

致したバンドの輝度を Ibound、一致しない方のバンドの輝度を Ifreeとすると、全キネ

シンのうち DNAシートに結合する相対的な結合比率 Rは、 

R = Ibound / (Ibound + Ifree) 

となる。DNA シート上の結合サイトの数に関わらず DNA シートとキネシンの結合

を単純な 1 段階反応だと仮定し、結合比率の時間変化を指数関数で近似し結合速度
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を見積もった。一方、各アッセイにおける DNAシートとキネシンの濃度比から理想

的に結合効率が 1だった時の結合比率 R1を予測できるので、十分反応時間が長かっ

た場合の飽和結合比率 Rsatとの割合 Rsat / R1が、DNAシート 1分子に結合したキネ

シンの数の実測値となる。 

 

3-2-3) DNAシートとキネシンの接続方法の検証 

 

DNA シートとキネシンの接続方法の検証を行なった。まずは、DNA-キネシ

ンと同様に、DNA 鎖のハイブリダイゼーションでの接続を試みたが、AFM で確認

したところ、キネシンを過剰に加えた飽和状態においても DNAシートに対するキネ

シンの結合効率が悪かった(3 割程度)。続いて、Halo タグや SNAP タグの電気泳動

で Bulk レベルでの結合定数の定量評価を行ない、Halo は結合速度が遅いものの、

Halo、SNAPとも一定の結合速度と結合効率が得られることが確認できた。 

 

3-2-3-1) DNAハイブリダイゼーションによる接続 

 

前述したとおり、DNA シート上には接続場所を設定できる箇所が 12 箇所あ

り、各々の場所において結合の鍵を提示するかどうかで、蛋白質が結合する場所を

特定することができる、という特徴がある。まず AFMを用いて、蛋白質が DNAシ

ートに結合する場所を、設計どおりコントロールできているかどうかを確認した。

サンプルとしては、DNAシートは、キネシンを結合させたい位置からフリーのセン

ス鎖 20 nt を表面に提示させたもの、蛋白質は、第 2 章でも用いたキネシンのモノ

マーK336CLM 337Cに 20 ntのアンチセンス鎖 DNAを標識したものを用いた。1 - 3

箇所に同じ配列のセンス鎖を導入した DNAシートに対し、アンチセンス鎖を標識し

たキネシンを混ぜ合わせ、室温にて 3 h ほど置いた。その後適当な濃度に希釈して

基板上に垂らして AFMで観察したところ、図 3-6のように、センス鎖を導入した場

所と DNAシート上のキネシンらしき白い点のパターンが一致したことから、想定し

た場所にキネシンを接続できていることが確認できた。 

続いて、実際の実験系を想定し、キネシンダイマーの DNAシートへの結合効

率がどの程度かを見積もった。サンプルとしては、DNAシートはそのままでキネシ

ンダイマーとして K490CLM 416Cに 20 ntのアンチセンス鎖を標識したものを使用

した。まずアガロースゲル電気泳動での見積もりを試みたが、DNAシートのバンド

と一致するキネシンダイマーをほとんど見られず、見積もりができなかった。この

結果は、①キネシンのアンチセンス鎖と DNAシート上のセンス鎖を結合させる条件

は比較的高濃度で、平衡がハイブリ側に傾いている状態に対して、泳動中は希釈さ

れた状態に 30 - 40分ほど置かないといけないこと、②泳動中に電圧をかけると溶液
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温度が上昇し、平衡がさらに解離側に傾きやすいこと、などにより、泳動中にキネ

シンが解離してしまった可能性が考えられた。そこで、次に AFMによる見積もりを

試みた。図 3-4Aの結合サイトの 1、3、8の位置からセンス鎖を出した DNAシート

を用い、高濃度でキネシンと DNA シートを結合させた後に、十分に希釈して AFM

で観察したところ、DNAシートにキネシンが結合している状態をはっきり観察する

ことができた(図 3-7A)。続いて、各 DNAシートに結合しているキネシンの数をカウ

ントし分布を見たところ、3箇所ともにキネシンが結合している DNAシートは見ら

れず、1 箇所のみないし全く結合していない DNA シートがほとんどであった(図

3-7B)。結合数ゼロが多いのは、キネシンが結合している側が基板に吸着し、その裏

側の設計上キネシンが結合しない面を観察している DNA シートを観察しているた

めだと考えられるが、それを加味したとしても結合効率は高くないと考えられる。 

以上から、DNA ハイブリダイゼーションを用いた接続方法は効率が悪く、

DNAシートとキネシンを接続する方法としては適さないと結論付けた。 

 

3-2-3-2) タグ蛋白-リガンドによる接続 (Halo/SNAP) 

 

本セクションでは、タグ蛋白-リガンドによる接続方法である Halo タグ、

SNAPタグの結合定数、結合効率の測定、および最適化を行なった。 

まず、不可逆的な接続方法の優位性を確かめるため、前セクションと同様

AFM で結合効率を見積もり、比較を行なった。AFM の観察で結合定数を見積もる

ことは難しいものの、ハイブリによる接続方法との結合効率の比較は可能である。

サンプルとしては、DNAシートとしては前セクションでの検討と同様 1、3、8の位

置にHaloタグリガンドを提示したもの、キネシンダイマーとしてはK490CLM 216C

に Halo タグを融合させたものを用いた。DNA シートとキネシンを混ぜ合わせ 3 h

室温に置いた後 AFM で観察し、DNA シートに結合しているキネシンの数をカウン

トした(図 3-8)。その結果、ハイブリでの接続と比べ、2 箇所、3 箇所にキネシンが

結合している DNAシートが多数見られた。3箇所の各結合サイトへの結合は独立・

無相関の反応で、かつすべて同じ確率で結合すると仮定し、フィッティングにより

結合効率を見積もると 0.8 となった。ただし、キネシンが結合する面が基板と結合

している DNA シートについては結合数が実際よりも少なく見積もられる可能性が

あることから、結合効率や結合定数の定量は生化学的な手法を用いる必要がある。

以上から、Halo タグによる接続は DNA ハイブリでの接続より結合効率が高いこと

がわかったが、この結果はハイブリでの接続が可逆的なのに対し、Haloタグでの接

続が不可逆であるためだと考えられ、希釈した状態で結合効率を高めるには不可逆

的な接続方法を用いることが不可欠であることを示している。 

AFMにて結合効率が比較的高いことがわかったが、本研究ではさらに結合効



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

119 

率を高めるために、1箇所の結合サイトから 1つのHalo/SNAPタグリガンドが出る、

という通常の手法の代わりに、1箇所のサイトから 3つの Halo/SNAPタグリガンド

(Halo x3 および SNAP x3 タグリガンドと表記)を提示できるものを用いた。SNAP 

x3 タグリガンドを用いて図 3-7 に示した方法で DNA シートに結合するキネシンの

数を測定したところ、通常の SNAP タグリガンドだと、3 箇所の結合サイトをもつ

DNA シートにキネシンダイマーを結合させた時、結合したキネシンの数が 2 - 2.5

個と、期待される 3個より少し低かった。一方、SNAP x3タグリガンドを用いると、

2.5 - 3個と結合効率が高かった(図 3-9)。一方、結合速度自体は大きな違いはなかっ

た。DNAシートを用いた複合体構築においては、多数の蛋白質を 1つの複合体に結

合させるケースも想定されるため、結合効率ができるだけ 1 に近い方が望ましいこ

とから、Halo x3/SNAP x3 タグリガンドを用いることとした。これ以降は、特に断

らない限りは Halo x3/SNAP x3 タグリガンドを用いた。 

反応速度について、蛋白質同士の結合など、数ナノレベルの分子同士の結合

に Halo タグや SNAP タグを用いた際の結合速度が十分速いことが知られているの

に対し、本研究で用いた DNAシートは非常に大きく拡散が遅く、さらに DNAシー

ト上の結合サイトが限定、固定されていることから、DNAシート上の結合サイトと

キネシンが接触する過程が律速過程であると予想される。一方、DNA二重鎖自体は

表面にマイナスチャージをもっているために DNA ナノ構造体の表面は基本的にマ

イナスチャージを持つことから、DNAナノ構造体との衝突確率はイオン濃度に大き

く依存すると考えられる。そこで、反応速度にとって最適な塩濃度、特に一価イオ

ンの K+濃度を検討した。なお、二価イオンである Mg2+については、DNA 構造体の

安定性に関わっており、低いと構造体が支持できない可能性があるのに対し、逆に

高すぎると DNA構造体同士がスタックしてしまう可能性があるため、生成時と同じ

く 10 mMに固定した(50 mMまで増やしても速度が大きく変わらないことは確認)。

Halo/SNAP共に結合サイトが 1箇所(図 3-2Aの 1)だけ出た K+濃度を 20 – 100 mM

まで変えたところ、Halo タグ、SNAP タグともイオン濃度が低い 20 mM の条件で

反応速度が速いことが確認できた(図 3-10)。また、DNAシート 1分子に結合したキ

ネシンの数(結合効率)も 1 に近く、高い効率かつ一定の速度で結合が可能であるこ

とが確認できた。 

Haloタグと SNAP タグの結合速度を比較するため、速度定数を測定した。具

体的には、DNA シートに対し濃度過剰な条件下でキネシンの濃度比を変えながら、

結合速度を測定して、濃度に対する運動速度の傾きを速度定数として定量した(図

3-11A)。その結果、Haloタグに対して SNAPタグの方が、3 - 4倍ほど結合速度が

速いことがわかった(図 3-11B)。これは、Halo タグ単体の等電点が 4.9 であるのに

対して(キネシンとの複合体は 5.2)、SNAPタグ単体では、6.0であり(キネシンとの

複合体は 5.6)、この影響がでていると考えられる。 
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今までの測定は、片方のタグ蛋白質(Halo タグのみ、SNAP タグのみ)と融合

したキネシンのコンストラクトを用いて行なったが、実際の検討は DNAシート上に

Haloタグリガンド、SNAPタグリガンドの両方を配置し、Haloタグ蛋白、SNAPタ

グ蛋白両方を融合させた蛋白質を混ぜて行なうことが想定される。そこで、予期し

ない Halo タグリガンド-SNAP タグ蛋白、または SNAP タグリガンド-Halo タグ蛋

白のクロスでの結合が生じないことを確認した。Halo/SNAPタグリガンドを結合サ

イトから出したDNAシート 15 nMに対して、SNAP/Haloタグ蛋白キネシンを 120 – 

125 nMと過剰に入れた条件で 6 h置いて、電気泳動で確認したところ、DNAシー

トと一致するキネシンのバンドは見られなかった(図 3-12)。よって、予期しないク

ロスでの接続はほとんど生じないと結論付けた 

 

3-2-4) 作製方法まとめ 

 

DNAシート-キネシンの作製は、3-2-1)に記載の手順に従って行なった。DNA

シートとキネシンの接続方法については、DNAハイブリダイゼーションを用いた接

続は適さないことがわかったため、Haloタグと SNAPタグを用い [K+] = 20 mM条

件下で結合させることにした。以上により、高効率かつ一定以上の速度で、DNAシ

ート上の特定の場所にキネシンを結合させることができる。 
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3-3) DNAシートキネシンの一分子蛍光観察への導入 

 

第 2 章にて、DNA 二重鎖-キネシンについて検証済みであることから、DNA

がキネシンの活性そのものや一分子蛍光観察に影響を及ぼさないことについては確

認済である。一方、DNA二重鎖-キネシンと DNAシート-キネシンで DNA構造体の

大きさが全く異なることから、DNAシートの非特異的吸着の影響については再度検

証を行なう必要がある。特に、DNAシート全体はマイナスチャージを帯びているこ

とから、非特異的吸着を防ぐにはイオン濃度を適切に設定することが重要である。

また、運動性能の解析にあたり、DNA シート-キネシン同士が観察条件下で多量体

化せず、1分子として孤立しているかどうかを確認する必要がある。 

本節では、適切なイオン濃度の検討および DNA シート-キネシンが 1 分子で

あることの確認を行なった。 

 

3-3-1) 観察条件 

 

蛍光一分子観察時の溶液条件、観察条件については、基本的には DNA二重鎖

-キネシンの観察条件を踏襲した。観察時のイオン条件については、DNA 二重鎖-キ

ネシンの場合と同様、DNAシートの構造安定性を確保するため、Mg2+が 5 mMの状

態で観察を行なった。一方、一価イオンの K+については、低い条件で観察を行なっ

たところ、ガラス面への非特異的吸着が目立った。DNAシートのマイナスイオンが

一因と考え、K+を 100 mMに上げたところ非特異的吸着が改善したことから、 [K+] 

= 100 mMで観察を行なった。 

 

3-3-2) DNAシート-キネシンの一分子観察の確認 

 

DNA シートが 1 分子で観察できているか確認するため、また観察時に DNA

シートに結合するキネシンの数が想定通りか確認するため、蛍光の輝度分布を測定

した。 

DNA 二重鎖-キネシンと同様、AMPPNP 条件下で DNA シート-キネシンを軸

糸上に固定し退色させた分子の明るさを 1分子の明るさとみなし、ATP条件下で運

動する DNA シート-キネシンの蛍光の明るさと比較することで 1 分子にあたるかど

うかを調べた。また、キネシンの接続数を 3箇所にしたキネシンについても ATP条

件下での蛍光の明るさを測定し、DNAシートの明るさが 1分子相当なのに対し、キ

ネシン側の明るさが想定通り 3 分子相当になるかどうかを調べた。接続方法として

はキネシンの CLM を用いることができる Halo タグ、キネシンとしては K490CLM 

215Cを用いた。DNAシートを Cy5、キネシンを Cy3で標識し、514 nm と 635 nm
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で励起して、DualView装置を用いて観察を行なった(図 3-13)。 

DNAシートとキネシンを結合させる際、モル比でキネシンを多めに入れるた

め、最終的にフリーのキネシンが残る。キネシンを色素標識しない場合は問題ない

が、本検討は Cy3 標識するため、フリーのキネシンが観察の邪魔になってしまう。

そこで、フリーのキネシンを除去するために、スピンカラム(GE MicroSpin S-300HR)

を用いてフリーのキネシンの除去を試みた後に観察を行なった。 

Halo タグリガンドの接続が 1 箇所の DNA シート-キネシンを AMPPNP 条件

下および ATP条件下、さらに接続が 3箇所のものを ATP条件下で観察し、2-4-2と

同様の方法で明るさの定量を行なった(図 3-14)。その結果、Cy5の DNAシート側に

ついては、どの条件においても同様の明るさ分布になり、1 分子であることが確認

できた。一方、Cy3のキネシン側については、接続が 1箇所のものは、一部 Cy3蛍

光が観察されないDNAシートがあったもののおおむね AMPPNP条件下に分布が近

かったのに対し、接続が 3 箇所のものは 3 分子相当の明るさと思われる輝点もある

ものの、2 分子、1 分子と思われる分子の方が多かった。3-2 の測定では DNA シー

ト上の Halo タグリガンドと Halo タグ蛋白を融合させたキネシンの結合効率は高か

ったことから、本検討ではキネシンの標識ないしフリーの分離がうまくいっていな

い可能性がある。キネシン単独で測定した時の標識率は 90%以上であることから、

フリーの分離がうまくいっていない、つまりフリーのキネシンだけでなく DNAシー

ト上のキネシンもスピンカラムの過程で、Halo タグリガンドの伸びたオリゴ DNA

ごと抜けてしまっている可能性がある。キネシンが抜けないように、キネシンが吸

着しにくい溶液条件でスピンカラムを行なったところ、今度はフリーのキネシンが

多すぎ一分子観察が困難であった。フリーのキネシン除去条件の最適化は今後の課

題である。 

以上から、DNA シートに関しては 1 分子で運動していることが確認できた。

キネシン側については、フリー除去の過程が最適化できなかったことから、これ以

降の運動性能の検討は無標識のキネシンを用い、フリーのキネシンの除去をせずに

行なった。 
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3-4) 結合する蛋白分子の数・種類による運動性能変化 

 

続いて、DNAシートに結合した分子の数・種類による DNAシート-キネシン

複合体の挙動の変化を観察した。 

 

3-4-1) 結合するキネシンの数による運動性能の違い 

 

まずは、野生型キネシンの数を変化させた時の運動を検証した。キネシンと

しては K490CLM に Halo タグ蛋白質を融合させたもの、DNA シートは、結合サイ

トとして図 3-4のポジション 1 - 9のうち 1 ~ 9 箇所に Haloタグリガンドを提示し

たものを用いた。具体的な結合サイトとしては、1箇所のものは 1、3箇所のものは

1、2、3、9箇所のものは 1 - 9全てを用いた。運動を観察したところ、DNAシート

-キネシンの運動速度はキネシン結合サイトの数を変えてもほぼ同程度なのに対し、

連続歩行距離については結合サイトが増えるほど長くなる様子が観察された(図

3-15)。第 2章で用いた解析と同様の方法で運動速度や連続歩行距離の定量を行なっ

たところ、1、3、9箇所の結合サイトをもつ DNAシート-キネシンの運動速度が 490、

533、557 nm/sと大きく変わらなかったのに対し、連続歩行距離は 0.5、1.4、4.0 m

と大きな違いが見られた(図 3-16)。野生型キネシンの K+ 100 mM 条件下での運動速

度、連続歩行距離がそれぞれ 550 nm/s, 0.8 m であることを考えると、複合体にキ

ネシンが複数個結合することにより、運動速度は変化しないが連続歩行能力につい

ては上昇することがわかった。 

ただ、野生型はもともと単独で運動することから、連続歩行距離が伸びたと

いう結果は、単純に複合体が軸糸から外れにくくなった、つまり、複合体内のキネ

シンの数が多いほど少なくともそのうちのひとつが軸糸に結合している確率が高く

なった結果であり、結合させたキネシン同士が複合体内で協調しあったためだとは

必ずしも言えない。そこで、DNAシート上のキネシン分子が協調しうるのかを探る

ため、単独では運動しないキネシンとして、キネシンモノマーを結合させた時の運

動を検証した。用いた試料としては、DNAシートはダイマーのケースと同じ、キネ

シンとしては純粋なモノマーではなく、キネシンダイマーの 2 つの頭部のうち、片

側の頭部のみ除いたヘテロダイマー(片足キネシン)を用いた。この片足キネシンは

コイルドコイルの部分はダイマーと同様残っており、頭部が 1 つ欠けている以外の

要因については、ダイマーのケースと条件が同じため、結果の比較が容易である。

運動を観察したところ、片足キネシンを 1 箇所だけ接続した場合はキネシンモノマ

ーと同様に、軸糸上に短時間滞在した後運動せずにすぐに外れてしまったが、3 箇

所、9 箇所接続した DNA シート-キネシンはキネシンモノマーと異なり運動を見せ

た(図 3-17)。運動性能は、3箇所、9箇所接続したものについて、それぞれ運動速度
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が、360 nm/s、321 nm/s、連続歩行距離が 0.6 m、1.1 mとなり、連続歩行距離

はダイマーの場合と比較してかなり短くなったものの、運動速度は半分強と予想外

に高い運動性能を見せた(図 3-18)。 

 

3-4-2) 結合するキネシン種類による運動性能の違い 

 

続いて、異なるタグを用いれば異なる蛋白質が結合できる、という DNAナノ

構造体の特徴を生かし、DNAシートに運動性能の異なる複数種のキネシンを接続し、

複合体の構成分子の変化による運動の変化を観察した。具体的には、野生型キネシ

ンに加えて、ATP加水分解が非常に遅い変異体(K490CLM E237A)を混ぜ合わせた。

DNAシートの 1 - 9のポジションに SNAP/Haloタグリガンドのいずれかを接続し、

SNAPタグで結合された野生型キネシンの中に、Haloタグで結合された加水分解の

遅い変異体を 1 箇所ないし 3 箇所接続させて、運動の変化を確認した。運動を観察

したところ、変異体を混ぜた時は、運動速度が落ちてしまうことがわかった(図 3-19)。

具体的に、1箇所に変異体が混じっている時は 110 nm/s、3箇所の場合は 44 nm/s

と、変異体が多くなるほど運動性能が低下することがわかった。 

以上の結果から、Haloタグと SNAPタグの両方を使うことによって、複数種

のキネシンを DNAシート上に接続できていること、また複合体を構成する分子の種

類や数による運動性能の変化を評価できることが確認できた。 
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3-5) 結果まとめ 

 

本研究では、分子間協調を調べるための手法として、蛋白質分子の種類・数

や接続場所を制御した DNA ナノ構造体-蛋白質に着目し、その最初のステップとし

て、キネシン分子の種類・数や接続場所を制御した DNAシート-キネシンの再構成、

およびその運動性能評価を行なった。AFM や電気泳動による評価により、Halo タ

グおよび SNAPタグを用いて、DNAシート上のキネシンの結合数や場所を制御でき

ることを確認できた。さらに、蛍光一分子観察により DNA シート-キネシンに複数

種の蛋白分子を配置できること、ならびにキネシンの結合する数や種類の違いによ

る運動性能の変化を評価できることを確認できた。 
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図 3-1 DNA シート 

 

A) DNA origami を用いた DNA ナノ構造の例。Rothemund 2006 より転載許可を得て転

載。 B) DNA シートの概要。 
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①DNAハイブリダイゼーション ②タグ蛋白質/タグリガンド
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図 3-2 DNAシートへの蛋白質の接続 

 

A) DNA シート上で蛋白質と接続する鍵を配置することができる 12 箇所のサイト。 

B) DNAシートと蛋白質を接続する 2つの手法。 
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図 3-3 AFM(Atomic Force Microscopy, 原子間力顕微鏡)の概要 

 

カンチレバーの振動の変化をカンチレバー表面で反射させたレーザーで測定するこ

とにより、高精度でサンプル表面の凹凸を測定することが可能である。 
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図 3-4 アガロースゲル電気泳動 

 

A) アガロース濃度によるキネシン単体(上)とキネシン+DNA シート(下)のバンドの

分離の違い。アガロース濃度が低いほど、2つのバンドは明確に分かれる。 B) 本

研究で用いたアガロースゲルの断面。1%アガロースゲルを作製した後、その上に

0.2%アガロースゲルを形成させた。 
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図 3-5 電気泳動結果の解析 

 

A) 電気泳動後のゲルを撮影したイメージの一例。DNA シートのバンドと一致する

Cy3の下のバンドが、DNAシート+キネシンのバンド。 B) 1つのレーンの強度プ

ロファイルの一例。ピークがはっきりわかれている。 
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図 3-6 キネシンの接続場所の確認 

 

AFMにより、DNAシート上のキネシンモノマーを、白い点として検出できている。

設計どおりの場所に接続していることがわかる。 
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図 3-7 DNAハイブリダイゼーションによる接続の結合効率 

 

A) AFMにより DNAシートに結合するキネシンダイマーをイメージングできている。 

B) 結合数をカウントした結果、結合効率が低いことがわかった。 
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図 3-8 Halo タグによる接続の結合効率 

 

Halo タグにより DNA シートに結合するキネシンダイマーの数を、AFM によりカウントした。

ハイブリダイゼーションによる接続より効率が高い。 
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図 3-9 SNAPx1 タグと SNAPx3 タグの結合効率の違い 

 

SNAPx1 タグと SNAPx3 タグを用いて、1 箇所(赤)、3 箇所(青)の結合サイトをもつ DNA

シートとキネシンを結合させた時の結合効率を比較した。十分な時間置いた後の、2 つの

DNAシートにおける結合効率の比が、SNAPx1タグは約2.1倍だったのに対し、SNAPx3

タグは約 2.6 倍であった。 
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図 3-10 イオン濃度による結合速度の違い 

 

Halo/SNAP タグリガンドの結合サイトを 1 箇所もつ DNA シートとキネシンを結合

させた時の結合速度を、K+濃度 20、60、100 mMの 3つの条件で比較した。フィッ

ティングで平均結合時間を求めた結果、イオン濃度が低い条件が最も結合速度が速

いことがわかった。 
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図 3-11 Halo タグと SNAP タグの結合定数の比較 

 

A) DNA シートとキネシンのモル比を 4～25 倍の範囲で変えた時の平均結合時間を測定

した。 B) キネシン濃度を横軸、結合速度(＝平均結合時間の逆数)を縦軸にとり、線形

近似した傾きから速度定数を求めた。 
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図 3-12 Halo タグと SNAP タグのクロスでの接続の確認 

 

Halo タグリガンド-SNAP タグ蛋白、ならびに SNAP タグリガンド-Halo タグ蛋白の予期し

ない結合がないか、DNA シートとキネシンの組み合わせをクロスさせて確認を行なった。

どの条件においても DNA シートとキネシンで一致する明確なバンドは見られなかった。 
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図 3-13 DNA シート-キネシンの一分子蛍光観察 

 

A) 運動観察時の DNA シート-キネシンの概要図。 B) Cy5 の DNA シートと Cy3 のキネ

シンの輝点が同時に運動するカイモグラフ。Dualview 装置により 2 色同時に観察した(図

2-9 を参照)。 
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図 3-14 DNA シート-キネシンの 1 分子の確認 

 

AMPPNP 条件は Cy3 と Cy5 の輝点が一致し、かつ別々のタイミングで退色した分子、

ATP 条件は Cy3 と Cy5 の輝点が一致した分子について明るさを定量した。Cy3 のグラフ

上の点線は、0 - 3 個の Cy3 分子に相当すると思われる明るさの境界を示した。 
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図 3-15 DNA シートのキネシンダイマー結合数によるカイモグラフの変化 

 

Halo タグリガンドを 1、3、9 箇所出した DNA シートと、Halo タグ蛋白を融合したキネシン

を混ぜ合わせ運動を比較したカイモグラフ。画像は DNA シートに標識した Cy5 の輝点。 
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図 3-16 DNA シートのキネシンダイマー結合数による運動速度・連続補強距離の変化 

 

Halo タグリガンドを 1、3、9 箇所出した DNA シートと、Halo タグ蛋白を融合したキネシン

を混ぜ合わせ運動を比較した運動速度と連続歩行距離。運動速度は単純平均、連続歩

行距離は Single exponential のフィッティングにより平均値を求めた。 
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図 3-17 DNA シートのキネシンモノマー結合数によるカイモグラフの変化 

 

A) 運動観察時の DNA シート-キネシンモノマーの概要図。 B) Halo タグリガンドを 1、3、

9 箇所出した DNA シートと、Halo タグ蛋白を融合したキネシンモノマーを混ぜ合わせ運動

を比較したカイモグラフ。画像は DNA シートに標識した Cy5 の輝点。 
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図 3-18 DNA シートのキネシンモノマー結合数による運動速度・連続補強距離の変化 

 

Halo タグリガンドを 3、9 箇所出した DNA シートと、Halo タグ蛋白を融合したキネシンを

混ぜ合わせ運動を比較した運動速度と連続歩行距離。上に比較のためにダイマーを 9 箇

所接続した DNA シート-キネシンの測定値を示した。運動速度は単純平均、連続歩行距

離は Single exponential のフィッティングにより平均値を求めた。 
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図 3-19 DNA シートの変異体結合数によるカイモグラフの変化 

 

A) 野生型キネシンと、ATP 加水分解が非常に遅い変異体(K490CLM E237A)を混ぜ合

わせた DNA シート-キネシンの概要図。 B) SNAP タグリガンドを 9、8、6 箇所、Halo タ

グリガンドを 0、1、3 箇所出した DNA シートと、SNAP タグ-野生型キネシンおよび Halo タ

グ-K490CLM E237A を混ぜ合わせ運動を比較したカイモグラフ。画像は DNA シートに標

識した Cy5 の輝点。 
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図 3-20 DNA シート上のキネシン頭部の数と運動性能の相関 

 

図 3-16、図 3-18 で定量した、DNA シート-キネシンダイマーおよび DNA シート-キネシン

モノマーの運動速度、連続歩行距離の測定結果について、DNA シート 1 分子に結合した

キネシン頭部の数との相関をプロットした。 
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第 4章 考察および結論 

 

 

我々は DNA-蛋白質複合体を用いたアプローチにより、キネシンの分子内協調機

構、並びに複数分子間の協調機構の解明を目指した。分子内協調に関しては、分子内協

調を担うネックリンカーが持つ 2 つの機能(docking による位置バイアスと、頭部間張力に

よるコミュニケーション)をそれぞれ個別に評価することに成功し、docking による前方へ

の位置シフトはキネシンの運動に必須であること、また、ネックリンカーを介した頭部間張

力は運動自体には必須でないものの、キネシンの長距離歩行の鍵であることを明らかに

した。また、複数分子間の協調については、蛋白質の間に働く張力が複合体の運動性能

に影響している可能性が示唆された。 

本章では、過去に行なわれた研究結果を踏まえつつ、本研究で得られた結果

に基づいて、キネシンの運動メカニズムについて議論する。 

 

4-1) キネシン 1分子の運動メカニズムについての考察 

 

4-1-1) キネシンの運動に対するレバーアームの寄与 

 

キネシンは外部からの負荷に抗して運動し、仕事を発生させており、レバー

アームはこの仕事を発生させる源であると考えられてきた。レバーアームの概念は、

ミオシンモーター蛋白質で発展した(Huxley 1969; Rayment et al., 1993; Finer et al., 

1994; Dominguez et al., 1998; Yildiz et al., 2003; Shiroguchi and Kinosita 2007; 

Kodera et al., 2010)。ミオシンは、頭部と尻尾の部分からなり、頭部は、球状のド

メインとレバーのように伸びたドメインからなる(Spudich 2001)。球状ドメインに

はアクチン結合部位と ATP加水分解部位が含まれ、スーパーファミリーの中でよく

保存されている、球状ドメインと尻尾をつなぐ、レバーのように伸びたドメインは

ヘリックスに複数の軽鎖モジュールが結合しており、軽鎖結合部位の数はスーパー

ファミリーの中で異なっている。このレバーの軽鎖結合部位の数を増やすと速度が

上昇したり(Uyeda et al., 1996)、step sizeが大きくなったりした(Purcell et al., 2002)。

また、結晶構造で、ATP 加水分解に伴って、アクチンに対する結合角度の変化が観

察された(Rayment et al., 1993; Dominguez et al., 1998)。さらに、多くのミオシン

はアクチンの＋端(barbed end)に向かって運動し、ATP 加水分解の際は、レバーが

＋端の方向へと変化するが、このレバーの変化方向を逆にすると(－端に動くように

する)、ミオシンの運動方向が逆になった。すなわち、レバーの変化が運動方向を決

めていると考えられた。これらの結果、球状ドメインの微小な構造変化がレバーア
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ームで増幅され、ミオシンの運動を引き起こしていると考えられた。 

一方、ミオシンに比べて、分子量が小さなキネシンでは、結晶構造において、

ミオシンのレバーアームに相当する部分が見当たらず(Kull et al., 1996)、どのように

して一方向性の運動を実現しているのかは謎につつまれていた。Valeらは、キネシ

ンと逆方向に運動する Ncdの頭部ドメインをキネシンの換わりに用いても、キネシ

ン方向に運動する事を示し、運動の方向を決めている要素が頭部ドメインの外にあ

る事を示した(Case et al., 1997)。続いて、複数の手法(EPR、FRET、クライオ電顕)

を用いて、頭部ドメインと尻尾(コイルドコイル部分)をつなぐネックリンカーがヌ

クレオチド状態依存的に、頭部に結合したり(dock状態)、解離(undock状態)したり

し、それに伴って、ネックリンカーの先端(C末)、ひいては、尻尾の部分が運動方向

へとバイアスされる事を示した(Rice et al., 1999)。このネックリンカー仮説は、ネ

ックリンカーと頭部ドメインをクロスリンクした場合や(Tomishige et al., 2000)、ネ

ックリンカー配列をランダムコイルにした場合(Case et al., 2000)では 1方向運動が

観察されなくなった事から支持された。 

1999 年に岡田らは、単頭のキネシン(KIF1A)が異方性をもった拡散過程によ

り、前方方向(微小管の＋端方向)に動いたことが示した(Okada and Hirokawa, 1999; 

Okada et al., 2003)。さらに、光トラップの実験により、ステップ中のキネシンの浮

いた頭部は、ほとんどの時間、拡散状態にあることがわかった(Nishiyama et al., 2001, 

2002; Carter and Cross, 2005)。これらの結果は、キネシンが異方性をもった拡散過

程(biased diffusion)のみで一方向への連続歩行が可能であることを示唆しており、ネ

ックリンカーの docking による前方シフト(レバーアーム)がなくてもキネシンは連

続歩行可能ではないのか？という疑問が出て来た。 

レバーアームが運動に必要ないということであれば、よりエネルギー効率の

高い、さらには ATP加水分解のエネルギーの不要な分子モーターが構築できる可能

性があるため、レバーアームの必要性については過去より検証が行なわれてきた。

しかし、高感度計測(光ピンセットや FRET、FIONA 等)を用いた計測では、時間分

解能・空間分解能の限界により、実際の歩行の観察に基づいた結論は出ていなかっ

た。また、変異体を用いた解析では、ネックリンカーの構造変化が ATP加水分解と

共役している部分もあるので、結果の解釈に議論の余地があった。逆に言えば、レ

バーアームの運動への寄与を明らかにするには、キネシンの加水分解を阻害せずに、

レバーアームの実効長を変化させ、運動活性への影響を評価すれば良い。本研究で

は、野生型のキネシン頭部(天然型のネックリンカーを保持)の様々な場所間を硬い

棒である DNA でつなぐ事で、ATP 加水分解には影響を与えない一方、歩行運動に

必要な二足(頭部)間距離を実現した。そしてこの系の結果を用いて、レバーアーム

がキネシンの連続歩行に必須であるかどうかについて考察を行なう。 

また、一方、レバーアームを利用していないとすると、微小管から解離した
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後ろ頭部は拡散を利用して前方の結合サイトへと移動していると考えられる。ただ

し、単純な拡散では、一方向性の運動とならないことから、前方に何かしらのバイ

アスのかかった異方性をもった拡散過程(biased diffusion)を利用して運動している

と推定される。そのバイアスを生み出す為には、キネシン頭部が前方にあるのか後

方にあるのかを認識する必要があるが、単純に考えると、2 つの頭部間をつなぐネ

ックリンカーを介して認識を行なっていると考えられる(ここでは「C末間コミュニ

ケーション」と呼ぶ)。一方、必ずしもネックリンカーを介さなくても、頭部が何か

しらの入力により前後を認識すれば動けるという考え方もある。そこで、我々は

DNA 二重鎖-キネシンを、1)レバーアームあり xC 末コミュニケーションあり(第 2

章では『docking あり x 頭部間張力あり』と表記)、2)パワーストロークなし xC 末

コミュニケーションあり、3)パワーストロークあり xC 末コミュニケーションなし、

4)パワーストロークなし xC 末コミュニケーションなし、の 4 種類に分類し、運動

の比較によりパワーストロークと C末コミュニケーションの切り分けを試みた。ま

た、コミュニケーションを担っている実体は、両頭部間を接続しているリンカー部

に働く張力であると考えられている。接続点により、同じリンカー長でも張力の働

く程度は変わってくることから、各コンストラクトにおいて DNAの長さを変化させ

ることにより、最適なコミュニケーションがとれるコンストラクトを探した。 

我々の結果では、各接続場所で DNA の長さを様々に変化させた時、C 末(1

に相当)と N 末(3 に相当)を接続した DNA 二重鎖-キネシンのみで一方方向への連続

歩行が観察された。しかし、N末のコンストラクトの運動確率は低かった。さらに、

(N末でも C末でもない)頭部中央部を接続した DNA二重鎖-キネシン(4に相当)に関

しては、どの条件でも連続歩行は見られず、拡散運動のみが観察された。C末(ネッ

クリンカー)同士を接続したコンストラクトについても、接続場所をネックリンカー

の根元に近づけるにつれ(実効レバー長が短くなり、前方へのシフト量が減る)、連

続歩行距離が短くなり、根元(324)に接続したところ、ほとんど連続的な運動は観察

されなかった(2に相当)。これらの結果は、ネックリンカーによる前方バイアスが運

動に必要である事を示唆する。 

しかし、蛋白質だけのコンストラクトの結果では、多分子観察系ではあるが、

反証する結果も出ており、この節でより詳細に検討する。ネックリンカーをランダ

ムコイル配列に置換した、蛋白質だけのコンストラクトは、安定的な docking 状態

をとれないことが、過去の研究により示されており(Case et al., 2000)、”(2) パワー

ストロークなし xC末コミュニケーションあり”に相当すると考えられる。Caseらの

論文において、ランダムコイルにネックリンカーを置換たコンストラクトのATPase

はWT の 1/3程度であったが、多分子キネシンを用いた gliding assayにおける微小

管の滑り速度は 1/400 まで低下した。しかし、速度の低下幅は大きいが、微小管の

滑り運動は観察されており、多分子系とは言え、キネシンの運動そのものには、ネ
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ックリンカーの docking による前方バイアスが不要の可能性もある。そこで、この

可能性を検証するために、一分子観察を行った。また、Caseらが用いたコンストラ

クトを最適化した。具体的には、本文中の 2-6-1 で議論したように、ネックリンカ

ーの docking により浮いた頭部の到達範囲が前方にシフトすると考えられるが、

Caseらの変異体の場合、安定的に dockingできないことから、dockingによるシフ

トがない分、前方への到達範囲が狭くなっていると考えられる。そこで、到達範囲

が狭くなった事を補償するために、ネックリンカーとコイルドコイルの間にポリグ

リシンを挿入したコンストラクトを作製し、ランダムコイル配列によって到達範囲

を広げ、運動能を検証した。なお、我々の作製した変異体は Case らが論文で用い

たコンストラクトとは若干異なる。Case らは、ネックリンカーのうち 323-332 番

目のアミノ酸をランダムコイル配列に置換した。一方、我々は 325-334番目の配列

を置換し、さらに L335 と T336 の間に polyglycine を挿入した。置換部位を変更し

たのには 2 つの理由がある。1 つ目は、分裂に関わる Eg5 キネシンの結晶構造

(PDB:1II6)のデータから、K323(1II6 における K357)は保存配列である D49(1II6 にお

ける D69)と水素結合を形成していると考えられているためである。2 つ目は、

Conventional Kinesin(K490CLM)の point mutation の実験により、F48A/D49A の変

異を入れたコンストラクトは微小管に結合できないことが判明し、さらに K323Eの

変異体についても、運動速度は WT と変わらないにも関わらず連続歩行距離は WT

の 1/4 に低下してしまったからである。これらの結果は、Conventional kinesin の

K323 と D49 は、Eg5 の場合と同様に相互作用していることを示唆している。よっ

て、我々は K323 が連続歩行に重要な配列であると考え、置換する部位を C 末側に

2残基(323-332 ⇒ 325-334)だけシフトさせた。 

一分子観察の結果から、ネックリンカー置換しただけの変異体(ネックリンカ

ーの長さは野生型と同じ 14残基(323-336))は、Caseらの多分子観察(gliding assay)

の報告の通り運動は観察されなかった。一方、2-9 残基のグリシンを挿入し、片足

あたりのネックリンカーの長さを 16 - 23残基とした変異体は、連続的な運動を示し

たが、連続歩行性(10 - 15%)も速度(10 - 25 nm/s)も低かった。さらに挿入したグリ

シンを増やした変異体(グリシンを 12個挿入し、片足あたりネックリンカー長が 26

残基)では、再び連続的な歩行は観察されなかった。速度のピーク(25 nm/s)はグリシ

ン 5個を挿入したコンストラクト(片足あたりのネックリンカー長は 19残基)で観察

されたが、この結果は、連続的な歩行にとって最適な両頭間距離があるのではない

かということが示唆される。一方、DNA 二重鎖-キネシンでは、ネックリンカーの

根元で接続したコンストラクトにおいて、DNAの長さを細かく変化させても動きは

観察されなかった。ネックリンカー変異体では、まっすぐに同じプロトフィラメン

トを歩くのではなく、千鳥足で動いていると考えられるが(元々歩いていたプロトフ

ィラメントの横のプロトフィラメントに結合し、プロトフィラメント間をフラフラ
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しながら歩く)、DNA 二重鎖-キネシンでは、頭部間距離の分布がより厳密なので、

蛋白質のみの変異体よりも千鳥足で動ける度合いが低いのかもしれない。 

この我々のポリグリシン挿入ネックリンカー変異体の一分子観察の結果を、

Case らのネックリンカー置換変異体の多分子系の結果(FRET 観察ではネックリン

カーが頭部に安定的に dockしないが、一方で多分子系では微小管の滑り運動活性は

有す)と合わせて考えると、ネックリンカーの dockingによるレバーアームはキネシ

ンの連続的な歩行にとって不要である、と解釈できる。これは、本論文 2 章の結論

とは一致しないように見える。しかし、我々は、ランダムコイル配列に置換された

ネックリンカーも一時的に頭部に結合することで、実際のネックリンカーと実質的

に同様に機能することが可能なのではないか、つまり、ランダムコイル配列が一瞬

頭部に相互作用することでレバーアームを生み出しているのではないか、と予想し

ている。実際、生化学実験において、ネックリンカーを取り除くと ATPase が WT

の 1/10に低下したのに対し(Okada et al., 2003; Nitta et al., 2008)、ネックリンカー

を置換した場合のATPaseへの影響は限定的である(WTの1/2～1/3ほど、Case et al., 

2000; Nitta et al., 2008)。加えて、ネックリンカーと頭部は-sheet構造により結合

している、つまりアミノ酸鎖の主鎖同士が相互作用している。よって、置換した配

列が-sheet構造よりランダムコイル構造をとりやすい傾向があるとしても、ネック

リンカーの側鎖部分と頭部が一時的に相互作用することは可能であると考えられる。

光ピンセットの実験の結果から、8 nm ステップの立ち上がりの時間はおおよそ 100 

sほどであるので(Nishiyama et al., 2001; Carter and Cross 2005)、ネックリンカー

置換配列と頭部が安定的に結合できず、dock状態を維持できる時間が 1 msにも満

たない場合でも、実質的には通常のネックリンカーと同様に働くことが可能である

と考えられる。加えて、シミュレーションによる解析も、浮いた頭部が次の結合サ

イトに到達するのに、必ずしもネックリンカーの全長が dockする必要がないことを

示している(Czovek et al., 2008)。これらの事を考え合わせると、ネックリンカー置

換変異体において運動が観察された結果は、ネックリンカー置換部の頭部への一時

的な docking の可能性を排除できず、レバーアームが連続的な運動に不要であるこ

とを示すためには不十分であると我々は考えている。 

一方で、われわれの、DNA 二重鎖-キネシンでは、①N 末でも C 末でもない

頭部中央部で接続した DNA 二重鎖-キネシン( “(4)パワーストロークなし xC 末コミ

ュニケーションなし”の条件)で運動が観察されなかった事、また、②キネシンの運

動活性が実効レバーアーム長に依存した事(“(1)レバーアームあり xC 末コミュニケ

ーションあり”の条件)等から、レバーアームなしではキネシンは効率的に運動する

ことはできず、連続的な歩行にとってレバーアームが必須であると結論づけた。 

 

 



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

151 

4-1-2) キネシンの運動に対する頭部間張力の寄与   

 

野生型のキネシンは、微小管に結合してから解離するまで、100 歩以上連続

的に歩行する。このような高い連続歩行のためには、少なくとも片方の頭部が常に

微小管に結合している、という状態を維持し続けることが重要である。本研究では、

連続歩行性を生み出す頭部間の協調的な動きにとって、ネックリンカーを介して 2

つの頭部間に働く張力が重要な役割を果たしていることを明らかにした。本節では、

頭部間張力がキネシンの連続的な運動を可能にするメカニズムについて考察する。 

 

4-1-2-1) 頭部単体と微小管の結合の強さを決める要因 

 

キネシンは、ヒトが二足歩行するように、2つの頭部を交互に微小管と結合・

解離させて運動している。ヒトの二足歩行の場合は重力が常にかかっていることか

ら自然に地面から解離することはないが、キネシンの場合は、微小管との結合を維

持しない限り溶液中を拡散して微小管から外れてしまう。そのため、微小管から外

れずことなく歩行するためには、頭部と微小管の結合状態を厳密に制御することが

重要である。キネシンの運動メカニズムの詳細について述べる前に、キネシンの頭

部と微小管の結合の強さを決める頭部のヌクレオチド状態について述べる。 

過去の研究より、キネシンの頭部に結合するヌクレオチドの種類によって、

微小管との結合の強さが異なることがわかっている。上村らは、キネシンモノマー

を結合させたビーズを用い、モノマーを微小管に結合させた状態から光ピンセット

にてビーズを引っ張ることにより、結合が維持できる限界の負荷、破断力を測定し

た。その結果、微小管のプラス端側(キネシンの進行方向側)・マイナス端どちらか

ら引っ張った場合も、溶液がヌクレオチドを含まない条件および AMPPNP(加水分

解しない ATPアナログ)を含む条件では破断力が高く(7 – 10 pN)、ADPを含む条件

では破断力が低い(3 – 4 pN)ことがわかった(Uemura et al., 2002)。破断力は化学反

応の活性化エネルギーと類似のものとして捉えることができるため、同じ力がかか

っている状況でも、破断力が強いものほど解離速度が遅く、破断力が弱いものほど

解離速度が速いと考えられる。よって、キネシン頭部は、ヌクレオチドが結合して

いない状態(以下、『φ状態』と記す)および ATPが結合する状態(以下『ATP状態』)

では微小管との結合が強く解離しにくい状態、一方 ADPが結合する状態(以下『ADP

状態』)では微小管との結合が弱く解離しやすい状態である。 

キネシンが二足歩行の際に、微小管から解離せず連続的に歩行するには、2

つの頭部のヌクレオチド状態を制御することが必要である。具体的には、各頭部が 

ATP 状態→ADP 状態→φ状態→ATP 状態→・・・ というサイクルを繰り返すのに

対し、2つの頭部が結合の弱い ADP状態に同時にならないよう、何らかの方法で制
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御を行なっていると考えられている。また、一方向に進むためにもヌクレオチド状

態の制御が重要であると考える。すなわち、片足状態において、微小管に結合した

頭部は結合の強いφ状態ないし ATP 状態なのに対し浮いた頭部は ADP 状態である

と想定されるが、浮いた頭部が ADP状態→φ状態へ移行するのに際し、何かしらの

方法でその移行が前方の結合サイトのみで起こるように制御を行なっていると考え

られている。 

以上を踏まえると、歩行中に図 4-1 のようなヌクレオチド状態のサイクルを

繰り返していると考えられている。実際、低濃度 ATP 条件下で ATP 結合を律速過

程とした場合、キネシンは片足結合状態で ATP の結合を待っていること (Hackney 

1994; Hackney et al., 2003; Alonso et al., 2007; Mori et al., 2007; Guydosh and 

Block 2009)、また、片足状態のキネシンに ATPが結合した後、浮いた頭部がチュー

ブリンに結合したのと同時に ADPが放出されて、両足状態へと遷移することが報告

されている(Hackney 1994; Hackney et al., 2003) 

このモデルをベースに頭部間張力の寄与について議論を行なう。 

 

4-1-2-2) 頭部間張力に関する過去の研究の結果との比較  

  

キネシンの運動に対してキネシンの頭部間の協調が果たす役割について、過

去に行われた生化学実験(Hackney et al., 2003)と一分子観察(Yildiz et al., 2008)で異

なる結論が導かれている。主に頭部間張力と運動速度、および頭部間張力と連続歩

行距離の相関についての見解が大きく分かれている。生化学実験においては、頭部

間張力の減少が主に連続歩行距離に影響しているのに対し、一分子観察においては、

運動速度に影響している、という結果が報告されている。本研究における DNA二重

鎖-キネシンの結果では、DNA の長さの変更による頭部間距離の伸長により、速度

ならびに歩行距離の両方が減少した。しかし、速度への影響は歩行距離への影響に

対し比較的小さかった。それに加え、DNAとキネシン頭部の間の炭素鎖を変更する

ことにより、両頭部間の距離を同一に保ったまま、頭部間のバネの性質のみを変化

させる実験を行なった。その結果、頭部間張力は主に歩行距離に影響することがわ

かった。これらを合わせて考えると、今回の結果は Hackneyらの生化学実験の結果

を支持している。一方、Yildizらの一分子観察の結果との解離は、コンストラクトの

違いに起因するものではないかと、我々は推測している。我々と Yildiz らは、同じ

コンストラクト(K560CLM)由来のコンストラクトを用いているが、彼らは 1つの頭

部に対しリジンを 2 残基挿入している(つまりダイマー1 分子につきリジン 4 残基)。

リジン残基のもつ正電荷がキネシンの走行距離を大幅に増加させることが知られて

いることから(Okada and Hirokawa 1999; Thorn et al., 2000; Tomishige et al., 2002)、

リジンを挿入した効果がネックリンカー伸長により歩行距離が減少する影響を打ち
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消してしまった可能性がある。実際、Yildizらが用いた GS変異体(グリシン-セリン

のリピート配列を挿入してネックリンカーを伸長)に近い変異体(ポリグリシンでネ

ックリンカーを伸長した変異体)を我々は観察したが、共に歩行距離の減少が観察さ

れた(野口・山田 富重研究室 2007年度卒業論文)。速度に関しては、Yildizらが用い

たコンストラクトは、ネックリンカーとコイルドコイルのつなぎ部分にいくつかの

フリーな節目があり、浮いた頭部は微小管上の様々な結合サイトに到達しうる。そ

の中には、もともとの(後方の)結合サイトへの再結合や、横方向へのステップなど、

速度の低下を引き起こす要因も含まれる。実際、ATP 加水分解とステップ運動のカ

ップリングの強さを表す指標である Randomness factorを計算すると、両者のカッ

プリングが弱くなっていることがわかり、それにより、無駄なステップの存在が示

唆される。実際、彼らはネックリンカー伸長変異体でサイドステップが増えている

ことも示している。つまり、Yildizらが用いたコンストラクトが速度低下を示したの

は、ネックリンカーの伸長により 2 つの頭部にかかる張力が変化したためというよ

りむしろ、側方や後方へのステップといった無駄なステップが増えたためであるか

もしれない。一方、DNA二重鎖-キネシンの頭部はバネ(アミノ酸鎖、炭素鎖)を介し

て硬い棒(DNA)で接続されている。そのため、我々は頭部間の距離とバネの効果と

を独立に評価することができ、より詳細に運動メカニズムを解析できると考えた。 

 

4-1-2-3) 頭部間張力が協調に寄与するメカニズムの仮説  

 

頭部間張力はキネシンの 2 つの頭部間で生じる。よって、その効果は片足状

態ではなく両足状態で現れるはずである。生じる効果としては、次の 2 つのパター

ンが考えられる。 

<1>両足状態から片足状態への遷移に寄与する 

<2>片足状態から両足状態への遷移に寄与する 

<1>のパターンにおいて、想定される頭部間張力の寄与としては、<1-1>後ろ足の結

合を促進する、もしくは<1-2>前足の解離を阻害する、の 2つがある。また、2)のパ

ターンについても同様に、<2-1>解離した足が元のサイトに再結合することを阻害す

る、もしくは<2-2>前方のサイトへの結合を促進する、の 2つが想定される(図 4-2)。

キネシンの連続歩行にとって、どれかひとつのメカニズムがクリティカルである、

もしくは複数のメカニズムの組み合わせが重要であることが考えられる。以下で、

それぞれのメカニズムについて議論する。 

 

<1-1>後ろ足の解離の促進 

Yildizらの論文(2008)において提唱されているモデルである。彼らはネックリ

ンカーとコリルドコイルの間に、ポリプロリンおよびグリシンとセリンのリピート
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配列を挿入し、これらのコンストラクトの運動性能を 1 分子レベルで評価した。彼

らは、プロリン残基の挿入数を増やしていくにつれ、コンストラクトの速度は減少

するものの、歩行距離は WT とほぼ同様のままであることを見出した。それに加え

て、光ピンセットによって外力(彼らは「assist force」と呼んでいる)を加えること

により、速度が回復することも報告した。両足状態での 2 つの頭部間の距離は一定

である(＝隣接する結合サイト間の距離)ことから、プロリンの挿入数を増やすと 2

つの頭部間のバネは緩むことになり、それが頭部間張力の減少を引き起こす。加え

て、assist force が後ろ足の解離を促進したと解釈できる結果も得られたことから、

Yildizらは、速度の減少の原因は、頭部間張力の減少により後ろ足の解離の促進が弱

まったからである、と結論づけた。 

 

<1-2>前足の解離の阻害 

両足状態では、図 4-1 の Step 3 のように後ろ足が ATP 状態、前足がφ状態

をとると考えられている。この時、ATP が前足に結合してしまうと、両方の頭部と

も ATP状態となり、両方の頭部が加水分解を同時に起こして解離してしまう可能性

があると考えられる。これを防ぐために、前足に ATPが結合するのを防ぐ機構があ

るのではないかと考えられてきた。 

具体的な機構については明らかになっていないが、想定されている機構とし

ては、前方の頭部のネックリンカーが後方に引っ張られることにより、ATP の結合

が抑制されている、というものである。これは、ネックリンカーを介して、両方の

足が張力を及ぼしあうことで、お互いの化学状態(あるいは、状態間遷移速度、反応

速度)といったものを制御しあっているとする仮説に基づいた考え方である。この仮

説は、光ピンセットを用いた実験において、足の ADP 状態とφ状態の間の平衡の

偏りが、負荷を掛ける方向に依存した事から提唱された(Uemura and Ishiwata 2003)。 

 

<2-1>解離した足の元のサイトへの再結合の阻害 

両足状態での後ろ足は、ATP 加水分解を起こし、Pi を放出することにより

ADP状態となる。これが後ろ足の解離の引き金となり、キネシンは片足状態となる。

もし、解離した足が元のサイトへ再結合してしまうと、再結合した頭部は ADPを放

出しφ状態となる。それは、ATPを 1分子消費したのに、ステップが起こらないこ

とを意味し、エネルギーの無駄遣いとなってしまう。しかし、ATP なしの溶液条件

では片足状態と両足状態の遷移はゆっくりであることから(0.01 - 1 /s、Hackney et 

al., 1994, 2003; Kawaguchi et al., 2003; Mori et al., 2007) 、解離した頭部の再結合

を防ぐためのメカニズムが存在すると考えられる。このエネルギーの無駄遣いを防

ぐために、解離した足の元の結合サイトへの衝突確率を何らかの手段で下げている、

もしくは元の位置に衝突したとしても ADPの放出自体が阻害されている、のいずれ



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

155 

かのメカニズムが考えられる。前者の具体的なメカニズムとして、解離した足が、”

微小管に接地している他方の足”に結合することにより元の位置への結合を防いで

いるではないかという仮説が提案された(Alonso et al., 2007)。後者の具体的なメカ

ニズムとしては、<1-2>と同様、ネックリンカーを介して働く頭部間張力により達成

されていると考えられる。つまり、浮いた頭部が後方に結合しようとしても、前方

に引っ張られていることで ADP放出が阻害され、強い結合(φ状態)に遷移できない、

というものである。これは、ネックリンカーを頭部とクロスリンクし dock状態に固

定させると、ADPの放出が阻害された (Hahlen et al., 2006)、ならびに、ネックリ

ンカーを伸長した変異体においては、片足状態(Step 1)が維持できず ADPが放出さ

れた(Hackney et al., 2003)、といった結果から支持される。 

 

<2-2>前方への結合の促進 

<2-1>と逆に、Step 2から Step 3への移行において、後方から引っ張られる

ことにより ADP放出が促進されているのではないか、という仮説である。 

また、FIONAを用いてキネシンの足の振る舞いを観察した実験では、ATP飽

和条件下(1 mM)において、解離した頭部のほとんどは、接地している頭部のすぐ前

方にある結合サイトに正しく結合することが確認できた(全ステップ中 95%)。つま

り、横方向や後方の結合サイトに到達しうるにもかかわらず、それらの結合サイト

へステップする確率は低い。これも頭部間張力が重要な役割を果たしており、誤っ

た結合サイトへ到達しても、ADP放出が阻害されているためではないかと考えられ

る。 

 

4-1-2-4) 本論文の結果の解釈 

 

我々の DNA 二重鎖-キネシンを利用した実験の結果、DNA や DNA リンカー

の長さを変えることにより頭部間張力を変えると、張力の低下に伴い歩行速度の低

下や連続歩行距離の低下が起こることがわかった。速度が頭部間張力の変化に対し

て影響が比較的小さかったのに対し、歩行距離や微小管への滞在時間、歩行確率と

いった性能は大きな影響を受けることを示した。 

本論文の結果から、前述した 4 つのメカニズムのどれが支配的なのかを決定

するため、まずは 4 つのメカニズムが失われた際に何が起こるかを考える。特に、

運動速度と歩行距離のどちらに効くかどうかを考える。 

 

<1-1>後ろ足の解離の促進 

このメカニズムが失われると、Step 3から Step 4への移行が長くなることか

ら、速度の減少が起こる。一方、前足に ATPが結合するまでの結合時間と比較して、
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後ろ足の加水分解にかかる時間が相対的に長くなることになるため、両足で同時に

加水分解が起きて微小管から解離しやすくなる効果も生じると予想される。すなわ

ち歩行距離も短くなる可能性がある。しかし、速度の方がより直接的な影響を受け

ることから、速度の減少の方がより顕著だと考えられる。 

 

<1-2>前足の解離の阻害 

このメカニズムが失われると、Step 3において前足に ATPが結合することと

なり、その結果、両足同時の解離や冗長なステップ(特に後方へのステップ)の増加

が引き起こされると考えられる。つまり、速度、歩行距離共に減少するはずである。

もし、両足同時の解離が支配的であった場合、歩行距離のみが減少する。 

 

<2-1>解離した足の元のサイトへの再結合の阻害 

このメカニズムが失われると、頭部間張力の減少により元の結合サイトへの

結合頻度が増加する。これは、Step 4から Step 5 へ移行する際に余分なステップを

経る、ないしは Step 1 に戻るということであるから、速度の減少につながると考え

られる。一方、前後両方の頭部がφ状態になると、両足同時で加水分解、およびそ

れに伴う同時解離が発生する可能性があるため、歩行距離の減少が生じると考えら

れる。つまり、速度と歩行距離の減少の両方が起こりうると考えられる。 

 

<2-2>前方への結合の促進 

このメカニズムが失われると、まずは前方の結合サイト以外への冗長なステ

ップ(横方向、後方共に)が増加することが予想される。その場合、速度と歩行距離

の減少が起こると考えられる。一方、歩行距離により影響が出ると考えられる場合

もある。具体的には、Step 5から Step 6への移行に際し、通常は後ろ足の加水分解

より前足の ADP 放出の方が早いが、頭部間張力の減少に伴って ADP 放出の促進が

失われると仮定すると、後ろ足の加水分解の方が相対的に早くなると考えられる。

その場合、両足とも ADP状態となり解離してしまうことから、歩行距離への影響が

大きいと考えられる。しかし、(頭部間張力が減少していると考えられる)ネックリ

ンカーを伸長した変異体では、野生型よりも ADP放出がむしろ早くなることが報告

されていることから(Hackney et al., 2003)、頭部間張力によって ADP放出が促進さ

れるとは考えにくい。よって、頭部間張力の減少により、速度と歩行距離両方の減

少が起こると考えられる。 

 

本論文では、頭部間張力の減少は、歩行距離への影響が速度への影響よりも

大きかった。この結果から、我々は<1-2>のメカニズムが支配的であると考えた。こ

れは、<1-2>のメカニズム以外は、頭部間張力の減少が、歩行距離よりも速度に対す
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る影響が大きい一方、<1-2>のメカニズムにおいては、頭部間張力の減少がキネシン

ダイマーの微小管からの解離を直接引き起こすため、歩行距離により大きな影響が

出るためである。我々の主張を支持する実験結果として、ネックリンカー伸長変異

体(ポリグリシンを挿入した蛋白変異体、図 1-5)のネックリンカーの状態を調べた実

験がある。頭部への ATP結合に続いてネックリンカーの dockingが起こることが知

られていることから、1 分子 FRET を用いてネックリンカーの位置を見ることによ

り、ATP 結合を検出することができる。1 分子 FRET の結果により、野生型のキネ

シンは、AMP-PMP飽和条件下において片足のみ dock状態をとるのに対し、ネック

リンカー伸長変異体は両頭部とも dock 状態をとることが示されている(Toishige et 

al., 2006; Isojima, Toyokita and Tomishige 私信)。従って、歩行中も、この変異体の

両足に ATP が同時に結合すること(および、それに引き続く両足同時の ATP 加水分

解)が発生しうると考えられる。DNA 二重鎖-キネシンにおいてもこういった現象が

起こっているかもしれない。 

なお、レバーアームについては、Step 4からStep 5への移行に関連している。

レバーアームは必須であるという本研究の結果から、レバーアームは Step 5 への移

行を促進するというよりは、進めるためのトリガーであると解釈できる。Step 4の

片足状態では両方のネックリンカーがランダムコイル状態であるが、図 2-22の頭部

間距離を踏まえると、片足状態では前方または後方の結合サイトへ届く確率は非常

に低いと考えられる。ATP が結合してネックリンカーが docking すると前方の結合

サイトへ届く確率が上がり Step 5へ移行できると考えられる。このメカニズムが寄

与していることは、低濃度 ATP 条件下ではキネシンは片足結合状態で ATP の結合

を待っている、という結果からも示唆される。そのため、<2-1>の阻害そのものは歩

行に寄与しているものの、頭部間張力による阻害ではなく、物理的にアクセスでき

ないという空間配置による阻害であると考えられる。 

しかし、キネシンの歩行メカニズムについてまだ完全に結論が出たわけでは

ない。特に、我々の結果は、頭部間張力による後ろ足の解離の促進を完全に否定す

るものではない。光ピンセットの結果から、キネシン頭部の ADP Affinity の異方性

が示されており(Uemura et al., 2002; Uemura and Ishiwata 2003)、両足状態におい

て ADPの後ろ足からの解離が頭部間張力により阻害されている可能性がある。つま

り、微小管との結合が比較的弱い ADP状態を維持し、結合が強いφ状態への遷移を

防ぐことにより、結果的に微小管からの解離を促進している、と推測することが可

能である。また、この機構は、<2-1>で示した解離した足の元のサイトへの再結合の

阻害にも寄与しているのではないかと考えることができる。しかし、こういった

staticな観察やモノマーの観察から推測される後ろ足の解離促進の機構が、実際キネ

シンの運動に寄与しているかどうかについては、①運動中のキネシンダイマーに対

し、②頭部の状態(両足状態の前足/後ろ足、片足状態の接地した足/浮いた足)を区別
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しながら、③頭部に結合しているヌクレオチドを(ネックリンカー状態の検出を通し

てではなく)直接検出しなくては、最終的な結論は出せないと考えられる。これは、

従来のイメージング手法では難しく、未だに結論は出ていない。 

我々は DNA 二重鎖-キネシンという新たなアプローチをとることにより、キ

ネシンが歩行中にどういったメカニズムを利用しているのか一定の結論を得ること

ができた。超解像顕微鏡(FIONA)、光ピンセットなどを用いた歩行ステップの更な

る解析、ならびに ATP結合の直接観察と 1分子 FRET によるキネシン頭部の構造変

化観察の組み合わせにより、頭部協調メカニズムの詳細が明らかになっていくであ

ろう。その際には、それぞれのメカニズムの寄与を見積もるために、歩行中におけ

る反応時定数の定量的な比較が必須であると考える。 

 

4-1-2-5) 頭部間張力に影響を受けるドメインについて 

 

この節では、頭部間張力がキネシンの運動を制御するメカニズムが、キネシ

ン頭部のどのような構造により生み出されているのかについて、本論文におけるヘ

テロダイマーの結果をもとに簡単に述べる。ヘテロダイマーのうち、いくつかのコ

ンストラクト(23-337 および 324-337)において連続的な歩行が見られたことから、

頭部間張力はキネシン頭部の後方部分に対して働いていることが示唆される。Yildiz

ら(2008)は、外力を加えることによりネックリンカー置換変異体がステップ状の運

動ができるようになることを示し、この結果を頭部間張力が(ネックリンカーに対し

てではなく)頭部の機能に直接影響を及ぼしている、と解釈した。我々の結果は彼ら

の結果を支持するものであり、さらに我々の結果から、特定のドメインが頭部間張

力をセンシングしている可能性を示すことができた。 

キネシン頭部単体の構造に紐づけて、さらに前節までで議論したメカニズム

も踏まえ、より詳細な分子機構の考察を試みる。構造解析技術の進展により、様々

なヌクレオチド状態の結晶構造が解かれた。これらの結晶構造を反応中間体と考え、

各構造間の遷移について、ヌクレオチドポケット周りのリレーや微小管とのコミュ

ニケーションの解釈が報告されている(Song and Endow 1998; Yun et al., 2001; 

Kikkawa 2001; Nitta et al., 2004)。また、クライオ電顕との組み合わせる事で、動作

中の構造を決定しようという試みもなされている(Kikkawa et al., 2000; Kikkawa 

and Hirokawa 2006)。これら過去の検討結果から、キネシンは頭部のヌクレオチド

状態によって大きく 2 種類の構造を取ると考えられる(図 4-3)。1つ目の”closed”

型では、ネックリンカーの結合に関わる足のアミノ酸はネックリンカーからはアク

セスできない位置に配置しているので、ネックリンカーはランダムコイル鎖を取っ

ている。ADP状態やφ状態ではこの closed型を取っていると考えられている。ATP 

が結合すると、ヌクレオチドポケットの変化によって、足の構造が”open”型に変
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わり、頭部表面の結合するサイトにネックリンカーがアクセス可能になり docking

できるようになる。ネックリンカーは dock 状態になることで-sheet 構造をとり、

レバーアームが生じる。 

4-2-4)での議論から、頭部間張力は、Step 3 の両足結合状態において前足へ

の ATP結合を阻害することで、長距離歩行に寄与していると考えた。Step 3 で前足

のヌクレオチド状態はφ状態であることから、キネシン頭部は closed型の構造をと

っている。一方、Step 4 の片足結合状態においても、微小管に結合した軸足の方は

φ状態をとっているが、次のステップに進むには ATP が結合する必要があるため、

この Step では ATP が比較的結合しやすいと考えられる。この状態では、ネックリ

ンカーを介した頭部間張力は働かない。このような差を鑑みると、後方への張力に

より、溶液中の ATPのヌクレオチドポケットへのアクセスが何らかの形で制限され

るのではないかと考えることができる。ネックリンカーを介さない張力でも、ヌク

レオチドポケットのアクセスに影響を及ぼすことができれば、ある程度歩行に寄与

すると考えられる。ヘテロダイマーの検討において一方向運動に近い運動を示した

23や 43はヌクレオチドポケットに近く、ランダムな運動を示した 215は遠いこと

から、本論文の結果はこの仮説が正しいことを示唆する結果だと考える。ただ、101

についてはヌクレオチドポケットに近いのにも関わらずランダムな運動を示したこ

とから、ポケットからの距離が単純に影響しやすさと関連しているわけではないと

考えられる。構造と機能の相関のさらなる解明については、時空間分解能の向上や

力をイメージングできるプローブなどのイメージング手法のブレークスルー、なら

びに分子動力学的手法による動的な挙動の検証が必要であろう。 

 

4-1-3) キネシン分子の運動メカニズムまとめ 

 

この節では、前節までの議論を踏まえて、キネシンの運動メカニズムを考察

する。 

キネシンでは、頭部のヌクレオチド状態によって、レールへの結合の強さが

変わるが、結合サイトへのアクセスしやすさや頭部間張力によって、その遷移速度

や平衡を制御していると考えられる。天然のキネシンにおいては、制御を効率良く

行うために、ネックリンカーと呼ばれる構造を用いているのであろう。ネックリン

カーには、以下の役割があると考えられる 

 

1. 移動 

頭部に結合し、伸びた-sheet 構造を取る事で、浮いている頭部を前の結

合場所に届くようにする。また、長さをかろうじて届く距離になっている事

で、余計な場所に結合する確率を下げ、正味の運動に寄与しない結合・解離
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を抑制する。 

2. 伝達 

他方の頭部がレールに結合しているのかどうかの情報を、伝える。 

3. 促進・抑制 

ある状態を安定化したり、状態間の遷移速度を促進・抑制したりする。ま

た、頭部間張力を最大化して、遷移確率の制御をより効率的に行う。 

 

キネシンの運動メカニズムをまとめると、キネシンの頭部には、元々異方性

があり、バイアスを生み出す事ができる。しかし、効率が悪い。そこで、自然はキ

ネシン頭部の端同士を短いペプチド鎖でつないだ蛋白質を選択した。効率的な細胞

内輸送や分裂は、細胞の増殖に重要であり、進化の過程で生き延びる確率が高かっ

た物と考えられる。短いペプチド鎖に複数の役割を与える事で、"エネルギー効率

50%で、100歩連続的に進む"という高機能を実現しており、非常に巧妙な仕組みを

用いているといえよう。 

 

キネシンの運動メカニズム解明を目指した従来の研究では、実験的手法の限

界から、主にキネシンの構造と機能の相関について、静的な状態の検証が主に行な

われてきた。それにより静的な状態についてはかなり解明され、状態間の遷移のメ

カニズムについても様々な示唆が得られていたが、動的な検証、すなわち実際の歩

行に対する寄与の直接的な検証については、アプローチが限られていた。本研究で

は、DNA二重鎖-キネシンという新たな手法を用いることにより、「実際の歩行に対

してこれまで提唱されてきたメカニズムがどのように寄与するか」という、従来ア

プローチできなかった動的な検証を行なうことができた。また、蛋白質変異体では

なく DNAやリンカーを用いることで、従来よりも定量的な実験系が構築できた。こ

れは、分子動力学的手法による数理的検証との連携もより容易になったということ

を意味するであろう。本研究で確立した DNA-蛋白質複合体は、構造と機能の相関

のさらなる検証において不可欠な、実験と数理的検証のスムーズな橋渡しを行なう

ための有用なツールであるといえよう。 
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4-2) DNAシート-キネシンの検証結果の解釈 

 

4-2-1) DNAハイブリダイゼーション法の効率向上 

 

本研究では、DNA ナノ構造の 1 つである DNA シートにキネシンを接続して、複合

体の再構成を試みた。キネシンと DNA シートの接続方法として、”DNA のハイブリダイゼ

ーションを用いた接続”と”タグ蛋白-リガンドを用いた接続(共有結合)”の大きく 2 つを検討

したが、ハイブリによる接続の効率が悪かったことから、本研究では、運動の観察にはタ

グ蛋白-リガンドを用いた。ここでは、ハイブリ方式の効率が悪い要因について考察し、効

率を上げる可能性について検証する。 

DNA のハイブリダイゼーションを用いた接続方法の結合効率がタグ蛋白-リ

ガンドを用いた方法と比較して低い最大の要因は、ハイブリダイゼーションが可逆

反応だからではないかと考えられる。そのため、蛍光一分子観察や AFM観察のため

に希釈した後は、濃度が nM 以下となるため、平衡が解離側に傾く、つまり一度解

離してしまうとキネシン分子が再度結合サイトにアクセスする確率が非常に低いこ

とから、特に希釈後時間がたつと結合数が減ってしまうと考えられる。これに対し

ては、DNA二重鎖に結合してハイブリを安定させる蛋白質を用いる方法(Nguyen et 

al., 2017)や、ハイブリ後に化学架橋してしまうといった方法 (Yoshimura and 

Fujimoto 2008)が対策として考えられる。また、ハイブリダイゼーション自体の結

合を強くしてハイブリ側に平衡を傾けるための方法として、蛋白との接続に用いる

配列について結合安定性の比較的高いG-C配列を増やす方法が考えられる。ただし、

鍵の部分は DNAシートの形成に影響を与えない配列である必要があるため、鍵の配

列は完全に自由ではなくある程度制約を受ける。 

一方で、同じく 20 bpの DNAで結合した DNA二重鎖-キネシンの電気泳動の

結果(図 2-6A)と比較しても、DNAシートの結合効率は低い。その原因としては、①

DNAシート自体が全体的にマイナスチャージを持つ一方、キネシン(393 aaの頭部

部分の等電点は 6.2)も中性領域では弱くマイナスにチャージしており、キネシンに

結合したアンチセンス鎖が DNA シートにアクセスしにくくなっている、②DNA シ

ートは、DNA二重鎖-キネシンで用いた DNA-キネシンモノマーと比べて分子量が大

きく拡散が遅いことから、高濃度であっても衝突頻度が低く平衡が解離側に傾きや

すい、といった可能性が考えられる。マイナスチャージの影響を軽減させる方法と

して、3-3)の DNA シート-キネシンの一分子蛍光観察の条件検討と同じく、電荷を

遮蔽するためにイオン濃度を上げれば、効率を高められるかもしれない。その際、

キネシンは表面に電荷を有する蛋白質であるため DNA シートの電荷の影響を受け

やすいことから、効率を高める上でも電荷の影響を慎重に加味する必要があるが、

電荷が少ない蛋白質であれば比較的効率を高める検討が容易である可能性がある。 
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3 章で述べたとおり、DNA ハイブリダイゼーションの接続方法は鍵の設計自

由度が高く、結合効率を高められればさまざまな構造の複合体再構成が構築できる

と考えられ、キネシン以外の蛋白での応用も期待される。今後様々なアプローチを

検討する必要があると考えられる。 

 

4-2-2) DNA シート-キネシン運動に対する分子間協調の寄与の考察 

 

本研究で評価した DNA シート-キネシンの運動性能について、キネシン 1 分

子の運動性能を踏まえつつ考察を行なう。 

 

4-2-2-1) ダイマーおよびモノマーを接続した DNA シート-キネシンの運動 

 

ダイマーおよび片足キネシンを結合させた DNA シート-キネシンについて、

DNAシート 1分子に結合したキネシン頭部の数と、運動速度および連続歩行距離の

相関を見ると、速度は、ダイマーとモノマーでは違いがあるものの、結合分子数が

変わっても運動速度が大きく変わらなかった(図 3-20)。 

ダイマーについては、キネシンダイマーの結合数に関わらず運動速度がダイマー

単独と変わらなかったことから、運動速度に影響を及ぼすような強い力が分子間に働い

ているとは考えにくく、運動速度はキネシン 1 分子の性能がそのまま表れたものと考えら

れる。一方、連続歩行距離はキネシン結合数が増えるほど長くなったが、これは能動的な

協調によるものというよりは、キネシンが多数いることで微小管から外れにくくなった結果

と考えられる。すなわち、DNA シートに結合するキネシンのうち、1 分子でも微小管に結合

していれば DNA シートは運動し続けられる、逆に言うと、全ての分子が外れない限りは動

き続けられる。キネシンの数が増えるほど同時に外れる確率は下がるため、それにより歩

行距離が自然と長くなったと考えられる。 

モノマーの結果については、モノマーが 1 分子では運動できないことから解釈が異

なる。DNA シート-キネシンを前方に移動させるドライビングフォースは、キネシンダイマー

1 分子の運動と同じく、キネシン頭部の docking によるレバーアームであると考えられる。

DNA シートに結合するモノマーが docking することで、DNA シート-キネシンの拡散中心

位置全体が前方へシフトし、解離している他のモノマーもより前方の結合サイトにアクセス

できるようになる、と考えられる。一方で、図 4-1 のように 2 つの頭部が密接に協調して、

二足歩行しているとは考えにくい。キネシンダイマーでは、2 つの頭部が協調しており、例

えば、図 4-1 の Step 4 においては、微小管に結合した頭部が ATP 状態になるまで、浮い

た頭部は微小管上の結合サイト、特に後方のサイトへのアクセスが制限されており、冗長

なステップが抑制されている。しかし、本研究で用いたキネシンモノマーは、図 3-17 のよう

にキネシン頭部と DNA シートの間に 10 nm 以上の長さのコイルドコイル部を持つため、
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頭部のアクセス範囲の自由度が高く結合サイトを制限できないからである。すなわち、

DNA シート上のモノマー同士では、空間配置による制御が効きにくいと考えられる。また、

キネシンを協調させるもうひとつ要因である、張力に関しても、モノマー同士では、制御が

効きにくいと考えられる。モノマー間の張力がキネシンダイマー1 分子内の頭部間張力と

同様に働くためには、2 つの頭部間の距離がコイルドコイル部も含めたモノマー全体の長

さと同程度となり、モノマー間をピンと張る必要がある。つまりコイルドコイルで脚が長くな

った分、両足状態では大股になる必要がある。しかし、コイルドコイルは硬い棒ではなく、

柔らかいためにアクセス範囲が限定できず、前方の結合サイトだけではなく側方や後方

のサイトに結合するケースが頻繁に発生すると考えられる。そのため、モノマー間は必ず

しもピンと張った状態ではなく、キネシンダイマーの場合と同じメカニズムによる制御は働

かないと考えられる。 

それでは、DNA シート-モノマーキネシン複合体はどのようにして微小管との結合

を維持し、連続歩行を行なっているのであろうか。モノマーが微小管との強結合を維持す

るには、φ状態か ATP 状態である必要があることから、まずはφ状態・ATP 状態の時間

が長くなっている可能性が考えられる。実際、モノマーの ATP 加水分解 はダイマー に比

べて 10 倍程度遅いという報告がある(Hancock and Howard 1999 )。しかし、DNA シー

ト-キネシンの運動速度は、ダイマーのケースの約半分にしか減少していないことから、こ

の説明には難がある。他の可能性としては、加水分解して微小管に離れてもすぐに再結

合しやすいという可能性がある。特に本研究では、キネシンは DNA シートという大きい構

造体に結合していることから、複合体全体の拡散速度はキネシンモノマー単体と比較して

非常に遅い。さらに、モノマーが 1 分子でも微小管に結合していると、そのモノマーがアン

カーとして働き、DNA シート-キネシンは微小管近辺に存在するはずである。そのため、モ

ノマー単体が微小管から解離した場合には、拡散により速やかに微小管から離れてしま

う一方、DNA シート-キネシンの場合、解離したモノマーの拡散範囲が微小管近辺に限定

され、再結合しやすくなっている可能性がある。またこの仮説が正しいとすると、DNA シー

ト-キネシンの速度がキネシン 1 分子の半分程度である一方、bulk でのモノマーの ATP 加

水分解速度がダイマーよりも 10 倍遅いという矛盾についても説明できる。Bulk の測定で

は、いったん解離したモノマーが、微小管から離れると、微小管の濃度が低いので、微小

管への再結合時間が遅くなり、見かけ ATP 加水分解速度の測定値が遅くなる。一方で、

DNA シート上のキネシンのように、速やかに再結合が起こるケースではその分 ATP 加水

分解速度が速くなり、また運動に寄与すると考えられるためである。 

では、分子間張力が全く働いていないのだろうか？可能性としては、いくつ

か考えられる。例えば、進行方向の前方に結合したモノマーには後方への張力が働

き、4-2)で検証した<1-2>の機構、すなわち前方頭部への ATP 結合、およびそれに

続く解離の抑制が働いている可能性がある。しかし、DNAシートとキネシン頭部の

接続部が長くやわらかいため、その効果は限定的である考えられる。 
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以上から、モノマー同士・ダイマー同士を結合した DNA シート-キネシンの

運動性能は、定性的に検証した限りでは、分子間協調の効果よりは、キネシンの数

が増えたことにより微小管から解離する確率が減少したことが影響している可能性

がある。今後、個々の分子の運動や構造変化(ネックリンカーの docking等)を観察す

る事で、より詳細な議論が可能になると期待される。 

 

4-2-2-2) 変異体を接続した DNA シート-キネシンの運動 

 

ダイマーを結合させた DNAシートにおいて、運動機能の低下した変異体を輸

送複合体に導入したところ、輸送複合体の速度が低下し、その低下の度合いは変異

体の数に依存した。キネシンは負荷依存的に速度が低下する事が知られているので

(Svoboda and Block 1994)、この結果は変異体が負荷となったことによるものと考

えられる。一方で、負荷となっている変異体キネシンも一定の張力がかかると、破

断力によって微小管から解離する事が考えられる(Kawaguchi and Ishiwata 2001; 

Uemura et al., 2002, 2003)。本研究で用いた変異体である E237A は、ATP 加水分解

が遅い変異体であることから、図 4-1 の Step 2 か Step 3 の状態が支配的であると考えら

れる。E237A でも野生型と破断力が変化しないと仮定すると、前方から引っ張られた

時の破断力は、過去の結果から 6 pN(Step 2、片足だけ強結合状態)もしくは 12 pN(両

足とも強結合状態)であると想定される(Uemura et al., 2002)。今回の実験系では、

この 2つのバランスで、速度が決まると考えられる。 

もしも、野生型のキネシンが独立に複数作用して力を発生しているとすると、

力学的には、バネが並列に並んでいると考えられ、発生する力の総和は、相互作用

している野生型分子の数に線形に比例すると考えられる。野生型キネシンが後方か

ら引っ張られた時の破断力は 9 – 10 pN程度であることから(Uemura et al., 2002)、

今回の実験系では数に勝る野生型が変異体に打ち勝つ事が期待された。しかし、実

験結果からは、変異体による負荷の方が影響が大きいことが示唆された。予想に反

する結果が生じた理由としては、実際に微小管と相互作用して力を発生させている

野生型分子の数が、DNAシートに結合しているキネシン数と比較して少数である可

能性が考えられる。1 つには、微小管の曲率の影響により、空間的な制約から実際

に相互作用できる分子数が少ない可能性、他方は、相互作用できる分子は多数ある

もののキネシンが負荷に長時間耐えられない可能性である。後者においては、光ピ

ンセットを用いた実験から、運動中のキネシンは 6 pNを超える負荷がかかると、急

激に解離しやすくなり、数百ミリ秒程度しか、負荷に耐えられないことが報告され

ている(Jamison et al., 2010)。今回の実験系においても、変異体由来の負荷によって

野生型キネシンの一定数が解離してしまい、同時に作用するキネシン数が想定より

も少ない可能性がある。キネシンでは、FRET による構造変化観察を用いて、キネ
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シンのヌクレオチド状態の同定が可能である(Tomishige et al., 2006; Mori et al., 

2007)。FRET を観察するには、表面の Cys 残基を他のアミノ酸に置換した

CLM(Cystein-Light Mutant)のキネシンを用いて特定の位置に色素を導入する必要が

あるが、今回検討した Halo タグ蛋白-リガンドには、表面に Cys 残基がないので、

CLMキネシンと融合させ、部位特異的な色素導入が可能である。今後、FRET 観察

用キネシンを DNAシートに結合させる事で、個々の分子がどのように輸送複合体の

運動に寄与しているかを明らかにできる可能性がある。 

一方で、逆方向性モーター蛋白質であるダイニンは、in vivoにおいて、協調

的に働いていることが報告されている(Rai et al., 2013)。この実験では、マクロファ

ージの食作用(phagocytose)を利用して、0.7 m のプラスチックビーズを細胞内に

導入し、光ピンセットを用いてビーズに負荷をかけることで、細胞の周縁部方向へ

の輸送(微小管の+端への輸送)と、核方向への輸送(微小管の-端への輸送)の負荷依存

性を調べた。その結果、キネシンと比べてダイニンは協調的に機能していることが

示唆された。その後の実験により、モデル小胞においては、ダイニンは、小胞体上

のマイクロドメインにおいてクラスターを形成しており、このため、協調して運動

が可能になっていることが報告されている(Rai et al., 2016)。今後、ダイニンを用い

て今回の実験系と同様な実験を行うことで、キネシンとダイニンのより詳細な比較

が可能となるかもしれない。 

 

本研究では、DNA-蛋白質複合体を用いる事で、複合体内の蛋白質分子の数、種

類、結合位置の制御に成功した。また、これらのパラメーターに応じた複合体の運動様式

の変化も観察されたことから、本手法が分子内協調だけでなく分子間協調の寄与を調べ

る上でも有用である可能性が示された。本手法は、キネシンに限らず様々な蛋白質に適

用可能であることから、本研究で用いたアプローチが他の研究でも応用されることを期待

したい。 



 

 

2017年度 博士論文 宮薗侑也 

 

 

 

166 

 

 

 

   

ADP
φ

ATP

φ

ADP ADP
ADP

φ

ATP

ADP

φATP

ADP

ATP

ATP

ADP

Pi (加水分解)

ATP

ADP

ADP
φ

Pi (加水分解)

Step 1

Step 2

Step 3

Step 4

Step 5

Step 6

Step 7 = Step 1

 

 

 

 

 

図 4-1 キネシンの歩行における 2 つの頭部のヌクレオチド状態変化 

 

2 つの頭部は、交互にヌクレオチド状態を変化させながら運動していると考えられている。 
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図 4-2 頭部間張力の寄与における 4 つのモデル 

 

キネシンの運動中の状態遷移において、頭部間張力はある状態遷移を促進している、な

いし冗長な状態遷移を抑制しているのではないかと考えられている。 
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図 4-3 キネシン頭部の状態遷移に伴う構造変化の概略 

 

キネシン頭部は、ヌクレオチド状態によって大きく Closed 型と Open 型の 2 つの構造をと

ると考えられている。2 つの構造とネックリンカーの位置関係がわかりやすいよう、ここで

は手の甲を用いて構造の概略を示した。
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